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Abreviaturas

6HB: haz de 6 hélices cortas

ACE2: enzima convertidora de angiotensina 2

APC: célula presentadora de antigeno

CD: dominio conector

CH: region helicoidal central

COVID-19: enfermedad por coronavirus 2019

CoV: coronavirus

cryo-EM: criomicroscopia electronica

cryo-ET: criotomografia electrénica

CT: cola citoplasmatica

CTD: dominio C-terminal

EMDB: Electron Microscopy Data Bank

FP: péptido de fusion

FPPR: region proximal del péptido de fusion

gRNA: RNA genomico

HR1: heptada repetida 1

HR2: heptada repetida 2



LT: linfocito T

LB: linfocito B

MERS: sindrome respiratorio de Oriente Medio

NADb: anticuerpos neutralizantes

NNAD: anticuerpos no neutralizantes

nsp: proteinas no estructurales

NTD: dominio N-terminal

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

ORF: marco de lectura abierto

PDB: Protein Data Bank

RAS: sistema renina-angiotensina

RBD: dominio de unién a receptor

RBM: motivo de union a receptor

RdRp: RNA polimerasa dependiente de RNA

RNA: &cido ribonucleico

RTC: complejo replicasa-transcriptasa

sgRNA: RNA subgendmico

ssRNA: &cido ribonucleico monocatenario



SARS: sindrome agudo respiratorio severo

SARS-CoV-2: coronavirus causante de la enfermedad por coronavirus 2019

TM: dominio transmembranal

TMPRSS: proteasa transmembranal serina proteasa

UTR: regidn no traducida



Resumen

La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) causada por el coronavirus
SARS-CoV-2 gener6 una emergencia sanitaria desde su aparicion a finales del 2019.
Los coronavirus (CoV) son una familia amplia de virus, algunos responsables del
sindrome respiratorio agudo severo (SARS). Los sintomas tipicos de COVID-19 son

fiebre y tos, asi como dificultad para respirar, entre otros.

En el presente trabajo se describe la estructura de la proteina espiga (S) del SARS-
CoV-2, asi como su funcién. El SARS-CoV-2 es un virus de RNA monocatenario
con un tamafio de genoma de ~30 kb. La proteina viral de superficie espiga esta
incrustada en la bicapa lipidica del virus. La entrada del coronavirus en las células
huésped esta mediada por la glicoproteina espiga, la cual forma homotrimeros que
sobresalen de la superficie viral. La proteina S se compone de dos subunidades, S1
y S2. La subunidad S1, conformada por un dominio N-terminal, un dominio de unién
al receptor y dominios C-terminales, se une al receptor en la célula huésped. La
subunidad S2, conformada por el péptido de fusién, una regién proximal al péptido
de fusidén, las heptadas repetidas 1 y 2, la hélice central, el dominio conector, el
dominio transmembranal y la cola citoplasmatica, fusiona la membrana viral y la
célula huésped. Los glicanos ligados al N-terminal son fundamentales para el

plegamiento adecuado y la neutralizacion de anticuerpos.

Para el ingreso de SARS-CoV-2 a las células huésped, el receptor de la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2) de la célula huésped reconoce al virus través
de la subunidad S1. Por lo tanto, neutralizar la proteina espiga con anticuerpos

preformados inducidos por una vacuna, terminaria la infeccion.



INTRODUCCION

La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) causada por el coronavirus
SARS-CoV-2 generd una emergencia sanitaria global inmediata desde su aparicion
en el altimo mes del afio 2019. El 11 de marzo de 2020 se declaré una pandemia
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). El 6 de abril de 2020, se reportaron
mas de 1.2 millones de casos confirmados de COVID-19 y 67 000 muertes en 209
regiones del mundo segun datos de la OMS. La poblacion mundial, asi como los
sistemas de salud, alimentarios y econémicos sufrieron las consecuencias de la
pandemia, causando cambios en el estilo de vida y, en algunos casos, pérdidas

humanas (Saxena, 2020).

Los coronavirus (CoV) son una familia amplia de virus; algunos son
responsables de condiciones graves en el humano como el sindrome respiratorio
de Oriente Medio (MERS) y el sindrome respiratorio agudo severo (SARS). Los
sintomas tipicos de COVID-19 son fiebre y tos, asi como dificultad para respirar,
entre otros. Los casos severos desembocan en neumonia, sindrome de dificultad
respiratoria aguda e incluso la muerte. El estudio del virus SARS-CoV-2 es
indispensable para salvaguardar la seguridad de poblacion humana. Entre los
estudios enfocados al SARS-CoV-2 se incluye la determinacién de su estructura
tridimensional, la capacidad de transmision, las consecuencias de la infeccion y la
accesibilidad a las vacunas y medicamentos antivirales para el control de la
enfermedad. Las recomendaciones sanitarias son de relevancia para disminuir la

transmision de la infeccion, como son la correcta limpieza de manos de manera



constante, el distanciamiento social en lugares cerrados y entrar en estado de

cuarentena en caso de adquirir la enfermedad (Saxena, 2020).

El SARS-CoV-2 es un virus de RNA monocatenario de sentido positivo
(ssRNA (+)) con una longitud de aproximadamente 30 kilobases (kb) que pertenece
al género Coronavirus y a la familia Coronaviridae (Zhang et al. 2021). El sentido
positivo del genoma significa que los ribosomas de la célula huésped pueden
traducirlo directamente como un RNA mensajero funcional (mMRNA) para sintetizar
las proteinas virales inmediatamente después de la penetracion en la célula (Jalali
etal. 2022). La estructura del SARS-CoV-2 determinada por microscopia electrénica
revel6 que el tamafio de particula del virus oscila entre 70 y 90 nm (Saxena, 2020).
La proteina viral de superficie denominada espiga, la membrana y la envoltura del
coronavirus estan incrustados en la bicapa lipidica derivada de la membrana del
huésped que encapsula la nucleocapside helicoidal que contiene el RNA viral

(Figura 1) (Saxena, 2020; Zhang et al. 2021).

Conocer la estructura de los componentes del SARS-CoV-2 y la manera en
la que estos participan en el proceso de infeccion es de vital importancia para el
desarrollo de medicamentos y vacunas contra el virus. Se ha resuelto la estructura
de la proteina espiga (S), la cual se encuentra en la superficie viral y es un blanco
relevante para el desarrollo de diagndsticos, tratamientos y vacunas. Desde el inicio
de la pandemia ha habido un gran progreso en la biologia estructural de la proteina
S de SARS-CoV-2, lo que ha mejorado el conocimiento sobre el proceso del ingreso

del virus al organismo (Zhang et al. 2021).
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Figura 1. Estructura del SARS-CoV-2. El SARS-CoV-2 tiene proteinas virales de
superficie: glicoproteina espiga (S), glicoproteina de membrana viral (M) y la
envoltura (E) del SARS-CoV-2. Estas proteinas estan incrustadas en la bicapa
lipidica que encapsula la nucleocépside (N) que contiene el RNA viral (Saxena,

2020).

Este trabajo pretende brindar una descripcién y un andlisis de la estructura 'y
la funcion de la proteina espiga (S) del SARS-CoV-2 y su importancia para la

elaboracion de vacunas.
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DISCUSION
1. Organizacion del genoma del SARS-CoV-2

Los CoVs tienen una organizacion del genoma muy conservada. Hay tres regiones
gendmicas principales: una que contiene el gen de la replicasa, otra que contiene
los genes que codifican las proteinas estructurales y una ultima que codifica para
genes accesorios (Figura 2) (Rando et al. 2021). El gen de la replicasa abarca dos
terceras partes del genoma y consiste en dos marcos de lectura abiertos (ORFlay
ORF1b) (Rando et al. 2021). Este polipéptido se traduce en 16 proteinas no
estructurales (nsp) que constituyen dos grandes poliproteinas (ppla y pplab) que
contribuyen a la transcripcion y replicacion del genoma viral (Jalali et al. 2022). El
tercio restante del genoma codifica a las proteinas estructurales espiga (S),
membrana (M), envoltura (E) y nucleocpside (N) (Rando et al. 2021). Cada gen
accesorio y estructural tiene al inicio secuencias reguladoras de la transcripcién

(TRS) de cada gen que pueden ser cruciales para su expresion (Jalali et al. 2022).

Posee un capuchén metilado (m’GpppA1) en el extremo 5'. Esta estructura
es sintetizada por varias enzimas codificadas por el genoma del SARS-CoV-2y es
necesaria para la supervivencia y posterior replicacién del RNA viral en la célula
huésped. La secuencia lider y la region no traducida (UTR) en el extremo 5’
contienen siete estructuras de tallo-asa que son esenciales para la transcripcion y
replicacion del RNA (Jalali et al. 2022). La 3'UTR también involucra estructuras
requeridas para regular etapas alternas de la sintesis y replicacion del virus de RNA.
Finalmente, hay una cola poli-A (~ 30-60 nucleétidos de largo) en el extremo 3’ que
brinda estabilidad al genoma viral. Las estructuras terminales 5’ y 3’ permiten que

12



el genoma de SARS-CoV-2 se utilice como RNA mensajero en la célula hospedera

para traducir las poliproteinas de replicasa (Jalali et al. 2022).
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Figura 2. Estructura del genoma y del virus del SARS-CoV-2. a) La estructura
gendmica de los coronavirus estd muy conservada e incluye tres regiones
principales. Los marcos de lectura abiertos (ORF) la y 1b contienen dos
polipéptidos que codifican las proteinas no estructurales (nsp). Las nsp incluyen
enzimas como la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp). El ultimo tercio del
genoma codifica a las proteinas estructurales: las proteinas espiga (S), envoltura
(E), membrana (M) y nucleocépside (N). b) La estructura fisica del virion del
coronavirus, incluidos los componentes determinados por las proteinas

estructurales conservadas S, E, My N (Rando et al. 2021).
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La proteina nucleocapside (N) forma la capside para envolver el genoma, el cual
se empaqueta aun mas gracias a tres proteinas estructurales: proteina de
membrana (M), proteina espiga (S) y proteina de envoltura (E) (Wang et al. 2020).
Como miembro de la familia de los coronavirus, el tamafio del genoma del SARS-
CoV-2 que se secuencié recientemente es de aproximadamente 29,9 kb. El SARS-
CoV-2 contiene cuatro proteinas estructurales (S, E, My N) y dieciséis proteinas no
estructurales (nsp1-16) (Wang et al. 2020). La atencién se ha centrado en la proteina

S, que es una estructura involucrada en la entrada celular (Rando et al. 2021).

2. Estructura de la glicoproteina espiga (S)

La glicoproteina espiga del SARS-CoV-2 es una proteina de membrana tipo I, que
forma un homotrimero anclado a la membrana viral por su dominio transmembranal,
mientras que adorna la superficie del virus con su gran ectodominio (Zhang et al.
2021). La proteina esta fuertemente glicosilada y cada protdmero contiene 22 sitios
de glicosilacién unidos a asparagina (Figura 3) (Zhang et al. 2021). La proteina S
de longitud completa de la cepa Wuhan-Hu-1 del brote inicial tiene 1273 residuos
de aminoécidos (Zhang et al. 2021). La proteina S se compone de dos subunidades
funcionales, S1y S2. La subunidad S1 consta de un dominio N-terminal (NTD), un
dominio de unién al receptor (RBD) y dominios C-terminales (CTD1y CTD2) (Wang
et al. 2020; Zhang et al. 2021). La subunidad S1 se une al receptor en la célula
huésped. La subunidad S2 contiene el péptido de fusion (FP), region proximal del
péptido de fusion (FPPR), la heptada repetida 1 (HR1), la hélice central (CH), el
dominio conector (CD), la heptada repetida 2 (HR2), el dominio transmembranal

(TM) y la cola citoplasmica (CT) (Figura 3) (Zhang et al. 2021). La subunidad S2
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fusiona las membranas del virus y la célula huésped. El sitio de corte en el limite
entre las subunidades S1y S2 se denomina sitio de escision de la proteasa S1/S2.

(Wang et al. 2020; Zhang et al. 2021).

s1s2 sz
1 EPPR 1 0 o
F CTD1 CTD2 HR2 TM CT
114 306 331 528 591 686 816 834 910 98510351068 1163 12111234 1273
| s1 | s2 |

Figura 3. Representacion esquemética de la organizacién de la proteina espiga del
SARS-CoV-2. Los segmentos de S1y S2 incluyen: NTD, dominio N-terminal; RBD,
dominio de unién al receptor; CTD1, dominio C-terminal 1; CTD2, dominio C-
terminal 2; S1/S2, sitio de escisién S1/S2; S2’, sitio de escision S2’; FP, péptido de
fusion; FPPR, region proximal del péptido de fusién; HR1, heptada repetida 1; CH,
regién helicoidal central; CD, dominio conector; HR2, heptada repetida 2; TM,
dominio transmembranal; CT, cola citoplasmatica; y simbolos en forma de éarbol

para los glicanos (Zhang et al. 2021).

Para todos los coronavirus, las proteasas del huésped escinden la
glicoproteina espiga en el sitio de escision S2’ para activar las proteinas, lo cual es
fundamental para fusionar las membranas de los virus y la célula huésped a través
de cambios conformacionales irreversibles. Los glicanos ligados al N-terminal son
fundamentales para el plegamiento adecuado, la neutralizacion de anticuerpos y la

decoracion extensa de los trimeros de proteinas espiga (Wang et al. 2020).

En la conformacion previa a la fusion de membranas (prefusion), las
subunidades S1 y S2 permanecen unidas de forma no covalente. Para el ingreso

del SARS-CoV-2 a las células huésped, el receptor de la enzima convertidora de
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angiotensina 2 (ACE2) de la célula huésped reconoce al virus través del dominio de
union al receptor (RBD). En la conformacion de prefusién, el fragmento S1 adopta
una forma de 'V' con el NTD en un brazo y el RBD, CTD1 y CTD2 en el otro (Figura
4) (Zhang et al. 2021), que envuelven el haz helicoidal central formado por el
fragmento S2 de prefusion, que proyecta el extremo N-terminal de HR1 hacia la
membrana viral. Tres RBD forman el vértice del trimero S, presentando dos
conformaciones distintas: un estado accesible al receptor “arriba” y un estado
inaccesible al receptor "abajo" (Figura 5) (Zhang et al. 2021). Los tres NTD estan
ubicados en la periferia del trimero, cada uno de los cuales hace contacto con el
RBD del protdmero adyacente. Los CTD1 y CTD2 se empaquetan debajo del RBD
contra S2 y entre los dos NTD vecinos, lo que indica que podrian modular estos
dominios y desempefiar funciones importantes en los reordenamientos

estructurales necesarios para la fusion de membranas (Wang et al. 2020).

Figura 4. Estructura determinada por cryo-EM del fragmento S1 del trimero de la
proteina S de SARS-CoV-2 de longitud completa (PDB 6XR8), con el NTD resaltado

en azul y el resto de S1 en gris (Zhang et al. 2021).
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RBD hacia "arriba" RBD hacia "abajo"
—

Trimero viral de la proteina S en el estado de prefusion Trimero de proteina S de longitud completa en
(EMD-30430), ajustado con PDB 7KRR y 6XR8 la conformacién RBD hacia abajo (PDB 6XR8)

Figura 5. Distintos estados conformacionales de la proteina espiga del SARS-CoV-
2. lzquierda: trimero viral de la proteina S de SARS-CoV-2 en la conformacién de
prefusion (EMD-30430), ajustado con las estructuras de proteinas purificadas (PDB
7KRR y 6XR8). Derecha: estructura cryo-EM del trimero S de longitud completa en

la conformacion RBD hacia abajo (PDB 6XR8) (Zhang et al. 2021).

En la conformacion de postfusiébn, S1 se disocia como un monémero,
mientras que S2 adopta una forma rigida simulando un bate de béisbol (220 A de
largo), y la HR1 se voltea para formar una hélice larga continua junto con la CH, que
estd mas rodeada por hélices cortas y laminas B en el extremo distal de la
membrana (Figura 6) (Zhang et al. 2021). El dominio del conector (CD), junto con
un segmento (aminoacidos 718-729) en el fragmento S1/S2-S2’, forman una hoja-
B de tres hebras, y los aminoacidos 1127-1135 se unen al conector de hoja 8 para
expandirla en cuatro hebras. Otro segmento (aminoacidos 737-769) en el

fragmento S1/S2-S2’ forma tres regiones helicoidales unidas por dos puentes
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disulfuro que se empaquetan contra la ranura de la parte CH de la bobina enrollada
para formar una estructura de haz de seis hélices cortas (6HB-1). La region N-
terminal de la HR2 adopta una conformacién helicoidal de una vuelta y también se
empaqueta contra la ranura de la bobina enrollada HR1; la regién C-terminal de la
HR2 forma una hélice mas larga que forma la segunda estructura de haz de seis

hélices con el resto de la bobina enrollada de la HR1 (6HB-2) (Wang et al. 2020).

Ser686
(N-terminal de S2)

Asn703
Conector
de hoja B le770
6HB-1 3 |
B 1
! s 0 1
5 B 1
(s '—g2'
&R :
-
% HR1 |
| 4 R 1
. 1
6HB-2/§¥ HR2 |
£y
‘.E;';—anmz
FPPR 1!
]
1yt
S2 en el estado de postfusion Trimero de S2 en el estado

(EMD-30428), ajustado con PDB 6XRA de postfusiéon (PDB 6XRA)

Figura 6. Estructura obtenida por cryo-EM de S2 en la conformacién de postfusion.
Izquierda: trimero S2 de SARS-CoV-2 en la conformacién de postfusion
(EMD30428), ajustado con la estructura de la proteina purificada (PDB 6XRA).
Derecha: estructura cryo-EM del trimero S2 de longitud completa en la conformacion

de postfusion (PDB 6XRA) (Zhang et al. 2021).
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2.1. Dominio N-terminal

En la periferia de la espiga (Figura 5), el dominio N-terminal (NTD) se proyecta
alejandose del eje triple y se puede dividir en las regiones superior, central e inferior
(Figura 7a) (Zhang et al. 2021). La estructura central tiene un pliegue B-sandwich
antiparalelo formado por seis hebras de lamina- y la otra con siete hebras. La
region superior tiene dos cadenas B antiparalelas unidas por una pequefia asa,
mientras que la region inferior consta de dos laminas-f cortas y una o-hélice. La

estructura general del NTD posee 8 glicanos unidos a Asn (Zhang et al. 2021).

Se desconoce la funcion exacta del NTD en la proteina S del SARS-CoV-2,
aunque se ha demostrado que los NTD de otros coronavirus reconocen
carbohidratos en la union inicial o receptores de proteinas especificos, o participan
en la transicién de prefusion a postfusion. No obstante, se han aislado anticuerpos
neutralizantes (NAD) dirigidos contra NTD de pacientes infectados con SARS-CoV-

2, lo que sugiere un papel funcionalmente critico de este dominio (Zhang et al. 2021).

Se han determinado estructuras de alta resolucién de la proteina S en complejo
con anticuerpos neutralizantes (NAb) dirigidos contra NTD (4A8, FC05, CM25, 4-18,
S2M28 y DH1205), lo que demuestra que estos anticuerpos se unen principalmente
a dos superficies libres de glicano del dominio, regiones designadas como NTD-1y
NTD-2, respectivamente (Figura 7a) (Zhang et al. 2021). La mayoria de los
anticuerpos se dirigen a la region NTD-1, que por lo tanto se denomina supersitio
antigénico NTD-1. Esta ubicado en el borde de la region central superior del NTD,
incluidas cinco asas de superficie: N1 (aminoacidos 14 a 26), N2 (aminoacidos 67
a 79), N3 (aminoacidos 141 a 156), N4 (aminoacidos 177 a 186), N5 (aminoacidos
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246 a 260) (Figura 7b), y una estructura de horquilla-B cerca de N3, rodeada por
cuatro glicanos unidos a asparagina (Asnl7, Asn74, Asn122 y Asn149). Estas asas

se reconfiguran al unirse a varios anticuerpos (Figura 7b) (Zhang et al. 2021).

a) b
GIn14 )
(C-terminal)
NTD1
superior
central
inferior
Complejo anticuerpo-NTD/NTD sin ligando

= Pro306

(C-terminal)

Figura 7. Estructuras de NTD y en complejo con anticuerpo. a) Vista de primer plano
del NTD en la proteina S del SARS-CoV-2. b) EINTD (en azul) en complejo con 4A8
esta superpuesto con el dominio completo del trimero S en gris, lo que muestra los

cambios de las cinco asas de superficie (N1-N5) (Zhang et al. 2021).

2.2. Dominio de unién areceptor

El dominio de unién a receptor (RBD) contiene dos subdominios: una lamina-f3
antiparalela de cinco hebras conectada por hélices cortas y asas, y un asa extendida,
denominada motivo de union al receptor (RBM) (Lan et al. 2020). En la célula
huésped, la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) es un componente
importante del sistema renina-angiotensina (RAS), encargada de la hidrdlisis de
angiotensina Il a angiotensina 1-7. Las estructuras determinadas por cryo-EM de la
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proteina S soluble no escindida en complejo con ACE2 monomérica muestran que
el trimero S puede unirse a una, dos o tres ACE2 en las conformaciones “arriba” de
RBD (Figura 8a) (Zhang et al. 2021). Una superficie exterior suavemente concava
del RBM extendido interactua con la hélice N-terminal del dominio de peptidasa (PD)
similar a una garra de ACE2 (Figura 8b) (Zhang et al. 2021). Los puentes de
hidrogeno y los puentes salinos entre una serie de aminoacidos polares, como K417,
E484, N487 y N501 del RBD y D30, K31, H34, Y41 y K353 del ACE2, dominan la
interaccion RBD-ACE2 (Figura 7b) (Zhang et al. 2021). Las interacciones
hidrofébicas adicionales entre F486 de RBD y L79, M82 e Y83 de ACE2 también
contribuyen a la unién del receptor (Figura 8b) (Zhang et al. 2021). Se han
identificado mutaciones de los residuos clave, como N501Y, K417N y E484K, en las
variantes preocupantes de rapida propagacion, lo que conduce a una mayor afinidad

por ACE2 y evasion inmunitaria (Zhang et al. 2021).

Un estudio realizado por Wrapp y colaboradores en 2020 obtuvo una estructura
de resolucién de 3.5 A de un trimero de proteina S con un RBD en la conformacion
"arriba". La unién con ACE2 desestabiliza la estructura de prefusion, esto provoca
que la subunidad S1 se disocie y que la subunidad S2 se repliegue en una
conformacién de postfusion estable. EI RBD pasa por transiciones
conformacionales como una bisagra, lo que conduce a la ocultacién o exposicion de
los determinantes de la proteina espiga para acoplarse a un receptor de la célula
huésped. Este proceso formara los siguientes dos estados: conformacion "abajo" y
conformacién "arriba". En la conformacién "abajo", el SARS-CoV-2 no pudo

reconocer la ACE2 en las células huésped.
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Trimero de S soluble en complejo con 3 ACE2
PDB 7KJ4; 3.40 A

RBD de SARS-CoV-2 en complejo con ACE2
PDB 6M0J; 2.45 A

Figura 8. Estructuras de los complejos ACE2-S. a) La vista lateral (izquierda) y la
vista superior (derecha) de la estructura cryo-EM del trimero S soluble en complejo
con tres ACE2 (PDB 7KJ4). b) A la izquierda, la estructura cristalografica del RBD
de SARS-CoV-2 en complejo con ACE2 (PDB 6M0J), con ACE2 en rosa y RBD en
cian. En medio y a la derecha, vistas en primer plano de la interfaz de unién con
aminoacidos en contacto de la hélice N-terminal de ACE2 y el RBM del RBD

mostrados en barras (Zhang et al. 2021).
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El RBD es un objetivo dominante de los NAb provocados por una infeccion
natural o por vacunacion, lo que confirma su papel fundamental durante la infeccion

(Zhang et al. 2021).

2.3. Dominios C-terminales

Los dominios C-terminales (CTD) estan formados principalmente por ldminas- de
segmentos de S1, asi como el segmento N-terminal de S2 adyacente al sitio de
escision de furina (Figura 9) (Zhang et al. 2021). ElI CTD1 contiene dos laminas-8
antiparalelas, con dos hebras y cuatro hebras, respectivamente. EI CTD2 también
tiene dos ldminas-B: una de cuatro hebras y otra de cuatro hebras que incluye una
hebra de la subunidad S2. En la conformacion hacia abajo del RBD del trimero S,
un elemento estructural en el CTD2, denominado "asa 630" (aminoacidos 620 a
640), se acomoda en la variante G614 mientras que se desordena en la cepa
Wuhan-Hu-1. Cuando esta estructurado, el asa 630 se inserta en un espacio entre
el NTD y el CTD1 del mismo protomero, estabilizando la estructura del CTD2.
También se encuentra en las proximidades del limite S1/S2, asi como en la FPPR
de un protémero vecino. La FPPR y el asa 630 ayudan a retener el RBD en la
conformacién hacia abajo, pero se mueven fuera de sus posiciones cuando el RBD
adyacente se voltea hacia arriba. Por lo tanto, los CTD, junto con el FPPR y el asa
630 son componentes clave de la maquinaria de fusibn S que modulan los

reordenamientos estructurales fusogénicos de la proteina S (Zhang et al. 2021).
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(N-terminal) CTDA1
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(C-terminal) Segmento N-terminal de S2

Figura 9. Estructuras de los CTD. Se muestran las estructuras de los CTD que
forman el trimero S completo (PDB 7KRQ), con CTD1 en magenta, CTD2 en
morado, la asa 630 en amarillo y la hebra  en el CTD2 de la subunidad S2 en gris

(Zhang et al. 2021).
2.4. Estructurade S2

En la conformacion de prefusién, tres subunidades de S2 se compactan alrededor
de una bobina central enrollada de tres hebras de 140 A de largo, formada por CH
(Figura 5) (Zhang et al. 2021). Una porciéon de HR1 junto con otro segmento de S2
(aminoéacidos 758 a 784) adoptan una conformacion helicoidal y se ensamblan en
un haz de nueve hélices con la bobina central enrollada, formando la parte mas
rigida de todo el trimero S. La region CD une CH y el C-terminal HR2 a través de
unaregion enlazadora (Figura 10a) (Zhang et al. 2021). El FP forma una hélice corta
y se mete en una cavidad formada por dos protbmeros S vecinos. El FPPR
estructurado choca con el CTD1 si el RBD se mueve hacia arriba y, por lo tanto,
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parece ayudar a sujetar el trimero S de prefusion en la conformacion cerrada con el
RBD en conformacion hacia abajo. También se ha sugerido que funciona como un
dominio de cambio dependiente del pH que modula la posicién de RBD. Los
segmentos HR2, TM y CT restantes estan desordenados en la mayoria de las
estructuras del trimero S, por lo que muestran una densidad de baja resolucién en
las reconstrucciones cryo-ET que se pueden inclinar lejos del eje triple del trimero

con un angulo de 17° a 60° (Zhang et al. 2021).

En la conformacion de postfusion, HR1 y CH forman una hélice a continua y tres
copias de ellos se ensamblan en una bobina enrollada central larga de tres hebras
de 180 A (Figura 10a) (Zhang et al. 2021). Parte de HR2 se pliega en una hélice y
se empaqueta contra el surco entre dos hélices HR1-CH para formar una estructura
de haz de seis hélices, que recuerda la organizacién posterior a la fusion de otras
proteinas de fusion viral como la glicoproteina transmembrana gp41 del virus de
inmunodeficiencia humana. ElI CD permanece sin cambios desde la conformacion
de prefusién, como una lamina- de tres hebras que cubre el extremo C-terminal de
las hélices HR1-CH. La comparacion de las conformaciones de prefusion y
postfusion de la proteina S sugiere que HR1 sufre grandes reordenamientos para
formar una bobina enrollada, translocando su extremo N-terminal una gran distancia
para proyectar el FP hacia la membrana de la célula diana (Figura 10b) (Zhang et
al. 2021). Ademas, el HR2 y el TM en su extremo C-terminal deben plegarse para
empaquetarse a lo largo de la ranura de la bobina en espiral HR1-CH para formar
el paguete de seis hélices de postfusion (Figura 10c) (Zhang et al. 2021). Estos

eventos de replegamiento acercan de manera efectiva las membranas viral y de la
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célula diana, lo que finalmente conduce a la fusién de la membrana (Figura 10d)
(Zhang et al. 2021). Curiosamente, cinco glicanos N-ligados se ubican en la
superficie de postfusion S2 a lo largo del eje largo con un espacio regular y pueden

proteger el S2 de las respuestas inmunitarias del huésped (Zhang et al. 2021).
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S2 de SARS-CoV-2enestado S22 de SARS-CoV-2 en estado
de prefusion (PDB 6XR8) de postfusién (PDB GXRA)

AARRAR o5

Figura 10. Estructuras y cambios conformacionales propuestos de la subunidad S2
de SARS-CoV-2. a) Vista de primer plano de S2 en las conformaciones de prefusion
(izquierda) y postfusion (derecha) (PDB 6XR8 y 6XRA respectivamente) con el
péptido de fusion (FP) resaltado en morado, el FPPR en rojo, hélice central (CH) en
amarillo, dominio conector (CD) en verde, HR1 en naranja y HR2 en verde.
b) Transicion estructural propuesta del HR1 de la conformacién de prefusion a
postfusion. c) Cambio conformacional propuesto del HR2. d). Estructuras de haz de

seis hélices en la postfusion de S2 con HR1 en naranja y HR2 en verde (Zhang et

al. 2021).
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24.1. HR1y HR2

El haz de seis hélices (6HB) esta formado por HR1 y HR2 y es fundamental para la
fusidn de membranas que estd dominada por la proteina espiga de SARS-CoV-2,
lo que convierte a HR1 y HR2 en un objetivo farmacolégico atractivo. EI complejo
HR1-L6-HR2 contiene la mayor parte de los dominios HR1 y HR2 y un enlazador.
Esta proteina de fusién exhibe una forma similar a una barra y es la estructura
estandar de 6HB. Tres dominios HR1 se unen para formar un trimero de bobina
espiral de manera paralela. Tres dominios HR2 estan entrelazados alrededor del
centro de la bobina enrollada de manera antiparalela que estd mediada
principalmente por interacciones hidrofébicas. Los residuos hidrofébicos en el
dominio HR2 se unen con el surco hidrofébico formado por cada dos hélices HR1

vecinas (Wang et al. 2020).

2.5. Sitio de escisién de furina de la proteina espiga

El limite S1/S2 de la proteina espiga del SARS-CoV-2 constituye el sitio de escision
para la proteasa furina de la célula huésped. Este sitio esta constituido por 4
aminoacidos (P681, R682, R683 y A684) y se encuentra en el limite entre las
subunidades S1 y S2. Funcionalmente, R682, R683, A684 y R685 constituyen el
sitio de escision de furina polibasico minimo, RXYR, donde X o Y corresponde a
una arginina o lisina cargada positivamente. Dichos sitios de division polibasicos no
estan presentes en el SARS-CoV y otros coronavirus relacionados que se
encuentran en humanos, lo que puede contribuir a la alta virulencia del SARS-CoV-

2 como resultado de que las furina proteasas requeridas para la activacion
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proteolitica de la proteina S se expresan de manera ubicua en humanos,

proporcionando patogénesis y tropismo tisular expandido (Wang et al. 2020).

3. Ingreso celular de SARS-CoV-2

Los CoV ingresan a una célula huésped a través de la endocitosis, mediante la
fusion de la bicapa lipidica de su envoltura con la membrana de la célula diana. La
entrada celular se produce en tres pasos: union, escision y fusion. Primero, la
proteina espiga se une a una célula huésped a través de un receptor o punto de
entrada reconocido. Este reconocimiento se realiza por dominios en la subunidad
S1. El SARS CoV-2 tiene una alta afinidad por la ACE2 humana, que se expresa en
el epitelio vascular, otras células epiteliales y tejidos cardiovasculares y renales,
entre otros. El proceso de unidén esta guiado por la estructura molecular de la
proteina espiga. La subunidad S1 forma la cabeza de la corona y contiene el RBD,
y la subunidad S2 forma el tallo que sostiene la cabeza. La subunidad S1 guia la
unién del virus a la célula huésped y la subunidad S2 guia el proceso de fusion

(Rando et al. 2021).

Después de la union de la subunidad S1 a un punto de entrada (ACE2), la
proteasa del huésped escinde la proteina espiga de los coronavirus en el limite
S1/S2 en las subunidades S1y S2. Este cebado proteolitico es importante porque
prepara la proteina S para la fusion. Las dos subunidades permanecen unidas por
las fuerzas de van der Waals, y la subunidad S1 estabiliza a la subunidad S2 durante
todo el proceso de fusion de membranas. La escisidn en un segundo sitio dentro de
S2 (S2’) activa a la proteina S para la fusion de membranas al inducir cambios
conformacionales. Se ha demostrado que tanto la proteasa transmembranal serina
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proteasa-2 (TMPRSS-2) como las catepsinas B/L median el cebado proteolitico de
la proteina S del SARS-CoV-2, y la inhibicion por moléculas pequefias de estas
enzimas inhibe completamente la entrada viral in vitro (Rando et al. 2021). Otras
proteasas conocidas por cortar el limite S1/S2 en los coronavirus incluyen TMPRSS-
4, las proteasas de serina (tripsina y furina), catepsinas y una proteasa similar a la
tripsina de las vias respiratorias humanas (Rando et al. 2021). La respuesta
inmunitaria del lisosoma de la célula intenta digerir el endosoma que contiene al
virus mediante la actividad enzimatica, lo que da como resultado el desprendimiento

y la liberacion del RNA gendmico viral (Figura 11) (Jalali et al. 2022).

Inmediatamente después del acceso del genoma viral al citosol del huésped, los
genes de replicasa se traducen y se sintetizan dos poliproteinas denominadas ppla
(440-500 kDa) y pplab (740-810 kDa). Las proteasas del virus y del huésped
escinden estas poliproteinas en nsps individuales para producir el complejo
replicasa-transcriptasa (RTC). Las nsps de RTC tienen varias actividades cataliticas
gue preparan un ambiente apropiado para la sintesis de RNA (Jalali et al. 2022). La
formacion y funciébn de RTC conduce a la sintesis de multiples copias de RNA
gendmico y subgendmico a través de la transcripcién discontinua. Los RNA
subgenomicos (sgRNA) actian como mRNA y se adhieren a los ribosomas de la
célula huésped para traducir diversas proteinas accesorias y estructurales. La
produccion de RNA subgendmico y gendmico estd mediada por RNA de cadena
negativa (RNA (-)) que son aproximadamente el 1% de sus equivalentes de sentido
positivo. A partir de ahi, el virus puede propagarse a otras células (Figura 11)

(Rando et al. 2021).
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CoV-2 ingresa a la célula huésped a través de la unién de la proteina espiga
(RBD/S1) al receptor ACE2. En el citosol, la traducciébn de ssRNA (+) por el
ribosoma de la célula huésped conduce a la formacion de las poliproteinas no
estructurales pplay pplab, que son escindidas proteoliticamente por una proteasa
codificada por el virus para formar el RTC. El resultado de la actividad del complejo
es la formacion de multiples copias de gRNA y un conjunto de sgRNA. El sgRNA se
traduce en proteinas estructurales y accesorias, que se ensamblan en particulas de
virus en el lumen del ERGIC y finalmente abandonan la célula contaminada por

exocitosis (Harrison et al. 2020).
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Entre las proteinas estructurales, solo la proteina N es traducida por los
ribosomas citosolicos libres de las células huésped. Las proteinas accesorias y
estructurales asociadas a la membrana (S, M y E) son sintetizadas por los
ribosomas unidos al reticulo endopldsmico. Estas proteinas convergen en el
compartimento intermedio del reticulo endoplasmico-Golgi (ERGIC), donde la
proteina M conduce la mayoria de las interacciones proteina-proteina esenciales
para la formacion de viriones. Para ello, la proteina M requiere del acompafiamiento
y participacion de la proteina E, asi como de la interaccion con la proteina N.
Finalmente, los genomas virales encapsulados brotan en la membrana ERGIC para
formar viriones maduros. Luego, las particulas virales de la progenie se transfieren
a la superficie celular a través de vesiculas secretoras y se fusionan con la
membrana plasmatica, donde son exocitadas, secretadas y diseminadas a otras

partes del cuerpo (Figura 11) (Jalali et al. 2022).

En el SARS-CoV-2, también se cree gue la insercion del sitio de unién similar a
la furina cerca del limite S1/S2 aumenta la adhesién célula-célula, lo que hace
posible que el genoma viral se propague directamente de una célula a otra en lugar
de tener que propagar el propio virion. De esta forma, el genoma del SARS-CoV-2

permite conocer el comportamiento patogénico del virus (Rando et al. 2021).

4. Desarrollo de vacunas para COVID-19

Las proteinas como unidades funcionales de la célula representan un sitio principal
de accion farmacologica y xenobidtica. Por lo tanto, caracterizar a las proteinas
objetivo es fundamental para conocer el mecanismo de accion de los farmacos y de
los xenobioticos. Comprender como los diferentes aminoacidos interactiian con los
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ligandos, proteinas y/o farmacos es crucial para explicar la conformaciéon y la

afinidad de estas interacciones (Lam-Cabanillas et al. 2021).

El acceso a vacunas eficientes y seguras es fundamental para poner fin a la
pandemia de COVID-19 (Jalali et al. 2022). Una vacuna tiene como objetivo
estimular la propia respuesta inmunitaria protectora del cuerpo, principalmente a los
linfocitos B productores de anticuerpos y a los linfocitos T (como los citotoxicos)
para que, en caso de un encuentro futuro con el patdégeno viral especifico, el sistema
inmunologico pueda reconocer rapidamente el virus, entrar en accion, eliminar el
agente viral, prevenir la propagacion de la infeccién y evitar la enfermedad
(Samaranayake et al. 2022). Generalmente, las vacunas vienen en una variedad de
formas: pueden ser virus inactivados o atenuados, DNA o RNA, proteinas solubles
y vectores virales recombinantes (Figura 12) (Jalali et al. 2022). Las particulas de
las vacunas de virus inactivados han perdido su patogenicidad y no muestran riesgo
de enfermedad en individuos inmunocomprometidos, sin embargo, pueden producir
cantidades mas bajas de anticuerpos especificos al antigeno y, por lo tanto,
requieren vacunas de refuerzo para la eficacia y protecciéon de las vacunas. Las
vacunas basadas en vectores virales utilizan vectores de vacunas para expresar
antigenos y transferirlos a las células huésped. El vector de la vacuna neutraliza el
antigeno antes de entregarlo, lo que puede reducir la eficacia de la vacuna. Las
vacunas de DNA proporcionan la transcripcion de un antigeno y un adyuvante que
puede imitar una infeccién, como los virus atenuados. La ventaja de las vacunas de
DNA es que tienen estabilidad térmica con la induccién de respuestas inmunitarias

humorales y mediadas por células, sin embargo, pueden no ser efectivas al inducir
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inmunidad citotoxica y humoral débil. También pueden activar oncogenes y
aumentar el riesgo de cancer al involucrar la integracion del DNA viral en el genoma
del huésped. Para las vacunas de RNA se utilizan tecnologias similares excluyendo
el riesgo de integracién en el genoma del huésped. Ademas, pueden provocar la
expresion de antigenos que pueden modelar la infeccién con un virus activo. Los
virus generados de RNA pueden tener una estructura menos estable en
comparacion con los virus de DNA, provocando reactogenicidad (reacciones locales
y sistémicas) o una respuesta inflamatoria en la vacunacion (Gediz Erturk et al.

2021).

La Universidad de Ciencia y Tecnologia de Hong Kong, Hong Kong, informo
una alta similitud genética entre el SARS-CoV y el SARS-CoV-2. Esta similitud
genética llevo a los investigadores a determinar datos experimentales para los
epitopos de linfocitos T y linfocitos B del SARS-CoV-1 derivados de las proteinas S
y N que se mapean de manera idéntica al SARS-CoV-2. En comparacion con las
proteinas no estructurales, se ha informado que la respuesta de linfocitos T contra
las proteinas estructurales es la mas inmunogénica en las células mononucleares
de sangre periférica de pacientes con SARS-CoV en recuperacion. Ademas, se ha
informado que las respuestas de los linfocitos T contra las proteinas S y N son las

mas dominantes y duraderas (Saxena, 2020).
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Figura 12. Mecanismos de actividad de 5 diferentes vacunas para la COVID-19. El
cuadrado central delinea la respuesta inmune sistémica evocada por los antigenos
de la proteina S del SARS-CoV-2 producidos por las vacunas. (a) Células
presentadoras de antigeno (APC: células dendriticas, macrofagos, linfocitos B y
células de Langerhans (morado)) engullen los antigenos de la proteina S producidos
y muestran porciones de ellos en sus superficies celulares para activar y reclutar

linfocitos T (LT). (b) Los LT reclutados, las llamados LT citotoxicos (rojos) destruyen
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las células infectadas con SARS-CoV-2. (c) APC también recluta linfocitos B (LB)
(verde) que producen anticuerpos neutralizantes contra la proteina S, evitando la
union entre el virus y la célula huésped. (d) Las células de memoria de larga
duracion (marrén claro) se producen simultdneamente y pueden patrullar el cuerpo
en busca de virus entrantes durante meses/afos y reactivar una respuesta idéntica
de LB y LT, descrita anteriormente. |: Vacunas de mRNA: contiene mRNA de la
proteina S de SARS-CoV-2 dentro de particulas lipidicas que una vez inyectadas,
son “ingeridas” por las APC para producir la respuesta inmune descrita. lla y llb:
vacunas atenuadas e inactivadas; La vacuna que contiene el SARS-CoV-2
inactivado o atenuado se administra, las particulas virales no infecciosas son
ingeridas por las APC para producir la respuesta inmune. Ill: Vacunas de subunidad
de proteina de SARS-CoV-2: La vacuna que contiene los antigenos de proteina N,
My S del virus se administra y los antigenos no infecciosos son ingeridos por las
APC para producir la respuesta inmune. IV: Vacunas recombinantes basadas en
vectores virales: un virus no infeccioso, como un adenovirus, disefiado para
combinarse con el DNA (recombinante) de la proteina espiga del SARS-CoV-2 se
usa como vector en la vacuna. Una vez inyectados, los adenovirus no infecciosos
se multiplican en las células huésped, se reconocen como extrafios y son ingeridos
por las APC para producir la respuesta inmune; V: vacunas de DNA: contienen
fragmentos de DNA llamados plasmidos que se encuentran en las bacterias para
codificar antigenos como la proteina S del SARS-CoV-2. Los plasmidos una vez
ingeridos por APC se integran en su nucleo para producir la respuesta inmune

(Samaranayake et al. 2022).
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Ahora esta bien establecido que los numerosos picos en la superficie viral
inician su unién a las células humanas susceptibles a través del RBD, lo que le
permite ingresar a la célula y producir una progenie que infectar a otras células y
asi propagar la infeccion. Por lo tanto, neutralizar la funcionalidad critica de la
proteina espiga con los anticuerpos preformados inducidos por la vacuna termina la
infeccion (Samaranayake et al. 2022). Sin embargo, durante un periodo prolongado
posterior a la vacunacion, es probable que el nivel de anticuerpos neutralizantes del
virus disminuya a niveles casi indetectables. En un encuentro posterior con el virus,
los linfocitos T de "memoria" inducidos por la vacuna, asi como los linfocitos B,

entran en accion (Figura 12) (Samaranayake et al. 2022).

Los anticuerpos producidos por los linfocitos B a través de la vacunacion
pueden variar tanto en cantidad como en calidad. En general, los anticuerpos se
pueden dividir en dos: anticuerpos neutralizantes (NAb) y no neutralizantes (nNAb).
Los nNAb se unen al patdgeno, pero no necesariamente interfieren con la entrada
viral en las células huésped, posiblemente porgue no interactian con la regién
estructural correcta del virus para neutralizarlo. Sin embargo, contribuyen a la
sefalizacion de la invasion viral, después de lo cual el virus es procesado y
destruido por las células inmunitarias reclutadas (Samaranayake et al. 2022). Por
otro lado, los anticuerpos neutralizantes (NAb) pueden neutralizar el virus por si
solos sin la ayuda de otras células inmunes. Por ejemplo, en el caso de la COVID-
19, los NAb se unen a los antigenos de la proteina espiga en la superficie viral y

evitan la union con la célula huésped, como se muestra en la Figura 12. Las vacunas
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aprobadas para la COVID-19 son extremadamente efectivas en la produccién de

NAb (Samaranayake et al. 2022).

El dominio N-terminal genera NAb en la célula huésped, haciendo de este un
sitio antigénico relevante para la produccion de anticuerpos. De igual manera, el
dominio de unién a receptor (RBD) genera NAb que pueden reconocer multiples
epitopos distintos, mostrando grandes potencias en los ensayos de neutralizacion
in vitro (Figura 13) (Zhang et al. 2021). Los NAb que se dirigen al sitio de union de
la ACE2, como REGN10933, C144 y S2H14 (anticuerpos neutralizantes generados
a partir de ratones humanizados y pacientes convalecientes contra la proteina
espiga del SARS-CoV-2), compiten directamente por la asociacion de ACE2 (Zhang
et al. 2021). Otros NAb reconocen un sitio diferente al de unién con ACE2, como
REGN10987 y C135, los cuales probablemente evitan la unién de ACE2 al chocar
con ACE2 o al bloquear la transiciéon del RBD de la conformacion “abajo” hacia

“arriba” (Zhang et al. 2021).

Debido a la cantidad de determinantes antigénicos capaces de generar NAb
contra la proteina espiga del SARS-CoV-2, se han desarrollado distintas vacunas
con la finalidad de prevenir la infeccion por este virus. A continuacion, se presentan
algunos ejemplos de las vacunas desarrolladas y aprobadas para su uso de

emergencia alrededor del mundo.
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REGN10987

REGN10933

RBD
RBD de SARS-CoV-2 en RBD de SARS-CoV-2 en
complejo con REGN10933 complejo con REGN10987
PDB 6XDG; 3.90 A PDB G6DG; 3.90 A

Figura 13. Complejos de RBD con anticuerpos. A la izquierda se presenta la
estructura cryo-EM del RBD en complejo con el anticuerpo REGN10933 (PDB
6XDG). A la derecha se encuentra la estructura cryo-EM del RBD en complejo con
el anticuerpo REGN10987 (PDB 6XDG). El RBD se muestra en cian y las cadenas
pesadas y ligeras de los anticuerpos en varios colores. EI RBM esta resaltado en

azul oscuro (Zhang et al. 2021).
4.1. Vacunas de subunidades de proteinas solubles

El sistema inmunitario también puede estimularse introduciendo una o mas
proteinas o péptidos aislados del virus. Para ello, se utilizan antigenos aislados de
la superficie de la particula viral que son objetivos clave del sistema inmunitario

(vacunas de subunidades de proteinas) (Rando et al. 2021).

NVX-CoV2373, también conocida como Nuvaxovid o Covovax, es una

vacuna de subunidad de proteina para el SARS-CoV-2 producida por la empresa
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estadounidense Novavax y sus socios. Nuvaxovid es una vacuna de nanoparticulas
de proteina construida a partir de una proteina espiga de SARS-CoV-2 de prefusién
mutada en combinacion con un adyuvante especializado a base de saponina para
provocar una respuesta inmune contra el SARS-CoV-2. La proteina espiga se
expresa de forma recombinante en células de insecto Sf9 y contiene mutaciones en
el sitio de escision de la furina (682-RRAR-685 a 682-QQAQ-685) junto con dos
sustituciones de prolina (K986P y V987P) que estabilizan la proteina, incluida la

mejora de la termoestabilidad (Rando et al. 2021).
4.2. Vacunas de vectores virales de DNA

Estas vacunas introducen un vector que contiene una secuencia de DNA que
codifica antigenos seleccionados para inducir una respuesta inmunitaria especifica

(Rando et al. 2021).

La vacuna Gam-COVID-Vac, apodada Sputnik V, utliza un enfoque de
adenovirus recombinante heter6logo que usa adenovirus 26 (Ad26) y adenovirus 5
(Ad5) como vectores para la expresion de la proteina espiga del SARS-CoV-2. La
vacuna ChAdOx1 nCoV-19 esta basada en un vector de adenovirus de chimpancé
no replicativo, el cual expresa el gen de la proteina espiga del SARS-CoV-2 (Rando

et al. 2021).
4.3. Vacunas de mRNA

Las vacunas de RNA estan basadas en &acidos nucleicos que codifican para
antigenos virales contra los cuales el cuerpo humano produce una respuesta

inmunitaria humoral y celular. El mMRNA se transcribe in vitro y se introduce en las
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células a través de nanoparticulas lipidicas (LNP) encargadas de proteger el mMRNA
de la degradacion enzimética extracelular. EI mRNA es reconocido por los
ribosomas in vivo y luego se traduce en proteinas funcionales. Las proteinas virales
intracelulares resultantes se muestran en las proteinas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de superficie, lo que provoca una fuerte respuesta de
linfocitos T CD8+ (citotoxicos), asi como respuestas de anticuerpos asociadas a

linfocitos B y linfocitos T CD4+ (cooperadores) (Rando et al. 2021).

La vacuna BNT162b2 de Pfizer/BioNTech contiene la proteina espiga de
SARS-CoV-2 anclada a la membrana y estabilizada por prefusién completa en una
formulaciéon de vacuna basada en tecnologia de mRNA modificado (modRNA)

(Rando et al. 2021).

La vacuna mRNA-1273 desarrollada por ModernaTX, estd compuesta por un
RNA encapsulado en LNP convencional que codifica una proteina S estabilizada

por prefusion de longitud completa para SARS-CoV-2 (Rando et al. 2021).

CONCLUSIONES

Desde la aparicion del virus SARS-CoV-2 en 2019, se ha logrado un gran progreso
en el conocimiento de su biologia estructural, en particular de su proteina espiga.
Este conocimiento estructural ayuda a comprender el proceso de entrada viral,
ademas de proporcionar una base sélida para el desarrollo y la optimizacion de
vacunas y terapias contra la pandemia actual. La respuesta inmunitaria al SARS-
CoV-2 se debe a su proteina espiga, que le permite ingresar a las células a través

de la ACE2. Las células epiteliales también se han convertido en el principal objetivo
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celular del virus, lo que explica los sintomas respiratorios que se observan con

frecuencia en la COVID-19.

El SARS-CoV-2 es un virus de RNA monocatenario de sentido positivo
(ssRNA (+)) con una longitud de 29,9 kb. Posee tres regiones genomicas
principales: una que contiene el gen de la replicasa, otra que contiene los genes
qgue codifican proteinas estructurales y una Ultima que codifica para genes
accesorios. Las proteinas estructurales son espiga (S), envoltura (E), membrana

(M) y nucleocapside (N).

La glicoproteina espiga del SARS-CoV-2 es una glicoproteina
transmembranal con una longitud de 1273 aminoé&cidos. La proteina S posee dos
subunidades, S1 y S2. La subunidad S1 se une al receptor en la célula huésped,
mientras que la subunidad S2 fusiona las membranas del virus y la célula huésped.
El sitio de corte en el limite entre las subunidades S1 y S2 se denomina sitio de

escision de la proteasa S1/S2.

Los coronavirus ingresan a una célula huésped a través de la fusion de la
bicapa lipidica de su envoltura con la membrana de la célula diana. La entrada
celular se produce en tres pasos: unién, escisién y fusion. Primero, la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2) de la célula huésped reconoce al virus través
del dominio de union al receptor (RBD) en la subunidad 1 de la proteina espiga. El
RBD sufre cambios conformacionales como una bisagra, lo que conduce a la
ocultacion o exposicion de los determinantes de la proteina espiga para acoplarse

a un receptor de la célula huésped. Este proceso formara los siguientes dos
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estados: conformacién "abajo" y conformacién "arriba". En la conformacion "abajo",

el SARS-CoV-2 no reconoce la ACE2 en las células huésped.

Después de la union de la subunidad S1 a la ACEZ2, la proteasa del huésped,
como la proteasa transmembranal serina proteasa-2 (TMPRSS-2) o las catepsinas
B/L, escinde la proteina espiga de los coronavirus en el limite S1/S2 en las
subunidades S1 y S2. Este corte prepara a la proteina S para la fusion. Las dos
subunidades permanecen unidas por interacciones no covalentes, y la subunidad
S1 estabiliza a la subunidad S2 durante todo el proceso de fusién de membranas.
La escision en un segundo sitio dentro de S2 (S2’) activa a la proteina S para la
fusion de membranas al inducir cambios conformacionales, acercando de manera
efectiva las membranas viral y de la célula diana, lo que finalmente conduce a la

fusion de la membrana.

El genoma viral ingresa al citosol del huésped, los genes de replicasa se
traducen y se sintetizan dos poliproteinas, pplay pplab. Las proteasas del virus y
del huésped escinden estas poliproteinas y se produce el complejo replicasa-
transcriptasa (RTC). Esto conduce a la sintesis de mdultiples copias de RNA
gendmico y subgendmico. Los sgRNA actian como mRNA y se adhieren a los
ribosomas de la célula huésped para traducir diversas proteinas accesorias y
estructurales. Las proteinas accesorias y estructurales son sintetizadas por los
ribosomas y se forman viriones maduros. Luego, las particulas virales salen de la

célula por exocitosis y son diseminadas a otras partes del cuerpo.

Dado que las proteinas son un sitio principal de accion farmacoldgica y
xenobiodtica, comprender como los diferentes aminoacidos interactuan con los
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ligandos o proteinas es de vital importancia para explicar las interacciones, en este
caso, entre la proteina espiga del SARS-CoV-2 y la ACE2 de las células huésped.
Por lo tanto, neutralizar la proteina espiga evitaria la infeccion. Esto puede lograrse
con la administracion de vacunas que generen anticuerpos neutralizantes contra

distintos epitopos de la proteina espiga, destacando al dominio de union a receptor.

Las vacunas aprobadas para la COVID-19 generan NAb de manera exitosa.
Entre ellas se encuentran la NVX-CoV2373, compuesta por subunidades de
proteina espiga; Gam-COVID-Vac, que emplea vectores de virus recombinantes
con DNA que codifica para la proteina espiga; y mMRNA-1273, vacuna de mRNA que

produce la proteina espiga.

Los avances en el estudio del SARS-CoV-2 han sido fundamentales para la
prevencion de la COVID-19, pues al conocer el genoma del virus, su estructura, la
funcién de sus componentes y el mecanismo de infeccion, es posible el desarrollo

de vacunas.
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