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RESUMEN

El SARS-CoV2 (SC2) es un virus de ARN con gran infectividad en humanos y el agente
etiologico de la enfermedad denominada COVID-19. Se transmite utilizando la glicoproteina de
membrana S que usa como receptor la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2), llegando a
ser activada por corte proteolitico por distintas proteasas (TMPRSS2, furina, etc.). En este estudio
se evaluo el efecto de las mutaciones, modificaciones postraduccionales y recombinacién genética
en la estructura de la proteina S y su afinidad para formar el complejo RBD-ACE2. Utilizando
analisis in silico se realizd una prediccién de sitios potenciales de glicosilaciones ligadasa Ny a
O, se determind si existia 0 no evidencia de recombinacion genética, por ultimé y se evaluo si las
mutaciones encontradas, afectaban la estructura primaria de la proteina S y su afinidad por ACE2,
a través delas evaluacién de secuencias genémicas de SARS-CoV-2 procedentes de Centroamérica
(Belice, Guatemala, El Salvador, Honduras, Panaméa y Costa Rica), depositadas en el repositorio
GISAID. Pareciera que hay una menor energia libre en aquellas mutaciones con baja frecuencia en
la poblacién a comparacion de aquellas con alta frecuencia, sin embargo, esto no quiere decir que
las mutaciones con un AAG cercano a cero no afecten la estructura tridimensional. La alta afinidad
de V503F, D614G y T11171 por ACE2 podrian deberse a una sinergia, posiblemente creando una
cepa superinfectiva. Adicionalmente, S459F eleva la afinidad por ACEZ2, asi como las mutaciones
del linaje B.1.1.328 y B.1.575 denotando nuevamente que a pesar del leve efecto desestabilizante
podria afectar la estructura y funcion de la proteina S. Se pudo observar un panorama modificado
de glicosilaciones ligadas a N y a O, causado posiblemente la presencia de mutaciones
desestabilizante y afectando la disponibilidad por glicosiltransferasas que perturban la
antigenicidad de la proteina S y su interaccion con ACE2. No se detectaron eventos de
recombinacién en las secuencias de Centroamérica, dado por una alta similitud entre las mismas.
En ese andlisis realizado se observa una baja frecuencia de mutaciones, pero eso se debe a que el
nimero de datos disponibles en la CA no son suficientes para describir el comportamiento del
SARS-CoV-2 en el tiempo. Los paises en la region Centro Americana deberian de implementar la
vigilancia genémica en apoyo a la vigilancia epidemioldgica con el fin de ayudar a mitigar
amenazas y controlar la dispersion del virus.

viii



.  INTRODUCCION

EI SC2 es un virus de ARN (+) de una sola hebra causante de la enfermedad denominada COVID-
19. El primer brote detectado fue en la ciudad de Wuhan, China y actualmente se encuentra
diseminado en todos los continentes. Un evento clave que ayudd a la diseminacion inicial del virus,
fue la coincidencia del brote inicial con la proximidad del Afio Nuevo lunar, por lo que los viajes
entre ciudades facilitaron su transmision en China y posteriormente el mundo (Izda et al., 2021). A
pesar de la severidad al inicio de la pandemia en el continente asiatico y europeo, la region de
América es la region mas afectada a la fecha, seguida de Europa, sudeste de Asia hasta el 15
noviembre (Elflein, 2021; Hu et al., 2021).

Este coronavirus cuenta con un genoma de 29881bp que codifican proteinas estructurales (S, E,
M y N) y no estructurales (proteasas y polimerasa dependiente de ARN, RdRp) (Y. Huang et al.,
2020). Una proteina clave es la glicoproteina spike (S), que es utilizada por el virus para mediar su
entrada a la célula huésped al interactuar con su receptor, ACE2. La proteina sufre un cambio
conformacional al ser escindida proteoliticamente por distintas proteasas (furina, proteasa

transmembrana serina 2 (TMPRSS2), la tripsina y la catepsina L) (Samudrala et al., 2020).

Una caracteristica del virus que afect6 la evolucién de la pandemia es que su material genético
es de ARN, lo que significa que muta con gran facilidad. Se estima que el SARS-CoV-2 tiene una
tasa de mutacién genémica de 3.7 x 107-6 unidad de nucleotidos por ciclo de infeccion, para el
linaje con la proteina S descrita originalmente y de 2.9 x 10"-6 nt-1 ciclo- 1 para un linaje con la
mutacion D614G. Latasa de mutacion en el genoma de este virus no es homogénea, para la proteina
S se tiene unatasa de 16 x 10”-6 nt-1 por ciclo (Borges et al., 2021). Las mutaciones que se puedan
dar en la proteina S son claves y muy importantes, ya que puede afectar su estructura y por ende su
funcion, logrando evadir el sistema inmune, aumentando la virulencia del virus e incluso pueden
disminuir la eficiencia o dejar obsoletos los métodos de diagndstico molecular enfocados en el gen

gue codifica para esta proteina (Asghari et al., 2020).

Ademas de las mutaciones puntuales, un proceso que afecta de manera radical a la proteina S es
la recombinacion genética. Esta involucra dos moléculas separadas de ADN o ARN, que
intercambian regiones homdlogas en el genoma, a partir de un proceso de entrecruzamiento. En
virus, la recombinacidn lleva a la creacién de moléculas quiméricas a partir de genomas parentales
de diferente origen puede causar expansion en los huéspedes virales, aumento en la virulencia,
evasion de lainmunidad del huésped y la evolucion de la resistencia a los antivirales (Fratev, 2020).

Sin embargo, este mecanismo es un poco mas dificil de detectar, ya que involucra la infeccion de



dos virus con genomas suficientemente distintos entre si, en una misma célula, pero indicaria un
salto enorme en la evolucién viral (Walls et al., 2020). Sin embargo, para el SARS-CoV-2 se ha
reportado con estudios recientes que hay niveles bajos de virus recombinantes a nivel mundial,

siendo 2.7% de 1,6 millones de secuencias (Turkahia et al., 2021).

Ademas de los mecanismos mencionados anteriormente, las modificaciones postraduccionales
ocurren en las Ultimas etapas de la biosintesis de las proteinas y aportan cambios quimicos
reversibles o irreversibles en la proteina (Samudrala et al., 2020). Dentro de estos cambios estan
las glicosilaciones ligadas a N y a O, que afectan la estructura y la funcion del péptido, asi como la

estabilidad de la proteina y regulacién de la bioactividad (Andersen et al., 2020).

Por otro lado, los virus no cuentan con maquinaria celular, por lo que utilizan la maquinaria del
huésped para su replicacién; estos procesos pueden inducir cambios que podrian afectar la
estabilidad y estructura de la proteina S. Cambios como la recombinacion y mutaciones puntuales

son fuerzas evolutivas, que incluso podrian volver mas mortal o infectivo al virus.

Al ser un virus previamente desconocido el que causa esta pandemia, ain hay muchos vacios de
conocimiento en cuanto a su evolucion y la patologia que causa. Es por ello por lo que es necesaria
una vigilancia gendémica activa del virus, sin embargo, la falta de recursos econémicos y recurso
humano formado en las areas de gendmica y bioinformatica en regiones como Centroamérica ha

creado una desigualdad en cuanto a la informacion disponible por pais.

Es por ello por lo que en este estudio se pretende evaluar como los dichos cambios anteriormente
descritos dirigidos a la proteina S pueden afectar su estructura y la formacion del complejo RBD-
ACE?2. Para ello se utilizaran analisis in silico para determinar si existe recombinacion genética y
evaluar el panorama de glicosilacion ligado a N y a O en las secuencias de Centroamérica (Belice,
Guatemala, El Salvador, Honduras, Panama y Costa Rica), disponibles en el repositorio GISAID.
Adicionalmente, se construiran modelos moleculares para evaluar cémo las mutaciones afectan la

afinidad de la proteina S a su receptor, lo cual se evaluara por medio de acoplamiento molecular.

A. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Qué efectos han producido las mutaciones, recombinacion genética y modificaciones
postraduccionales en la estructura de la proteina S del SARS-CoV-2 y formacion del

complejo RBD-ACEZ2, en secuencias provenientes de Centroamérica?

1. Hipdtesis



Las modificaciones nucleotidicas en las secuencias provenientes de Centroamérica de la

proteina Spike afectan su estructura y funcion en la formacién del complejo RBD-ACE2

2. Variables y definiciones

Mutaciones: variaciones en el cddigo a causa de dafio en el genoma o un error en
la replicacion. Estas pueden llegar a crear péptidos inservibles o proteinas con
caracteristicas adicionales (ventajas evolutivas como mayor afinidad a cierto
sustrato) (Allison, 2007). Estas pueden ser identificadas al comparar un genoma en
cuestion contra uno de referencias (detectando mutaciones puntuales, SNPs),
ademas de evaluar el grado en que afectan a la estructura terciaria midiendo
estabilidad del producto, midiendo si afecta su unién con un sustrato especifico por
modelaje molecular.

Presencia recombinacion genética: la recombinacidn genética es un mecanismo que
permite el intercambio de informacidn entre dos hebras distintas de material
genético (ADN o ARN) (Andersen et al., 2020). Este puede ser medido al comparar
distintas secuencias contra una de referencia, mediante analisis in silico (Pang &
Wilkins, 2018).

Modificaciones postraduccionales: estas son modificaciones como fosforilaciones,
glicosilaciones, acetilaciones que dan después de que se produce el péptido con fin
de alterar la funcion de la proteina, llevando consigo posibles ventajas (Pang &
Wilkins, 2018). Estas se pueden medir al analizar sitios candidatos que presentarian
estas modificaciones y mediante parametros se determina si en condiciones
normales esta secuencia podria tener las modificaciones postraduccionales en
cuestion (Uversky, 2013).



1. OBJETIVOS
A. OBJETIVO GENERAL

Determinar in silico el efecto que tienen sobre la estructura y funcion de la glucoproteina S, las
mutaciones, recombinacion genética y modificaciones postraduccionales en las secuencias de
SARS-CoV-2 de Centroamérica (Belice, Guatemala, El Salvador, Honduras, Panama y Costa
Rica).

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar si la estabilidad de la glucoproteina spike del SARS-CoV-2 es afectada por

mutaciones en su genoma basandose en escaneo mutacional profundo.

2. Determinar si las mutaciones en la glucoproteina spike del SARS-CoV-2 en Centroamérica
afectan la formacion del complejo RBD-ACE2 a través de andlisis de acoplamiento
molecular.

3. Evaluar si las mutaciones afectan al panorama de glicosilacién ligado a Ny O en la
glucoproteina spike de las secuencias de SARS-CoV-2 provenientes de Centroamérica

4. Analizar la presencia de recombinacion genética en las secuencias de SARS-CoV-2 en

Centroamérica.



I1l. Justificacion

El SARS-CoV-2 (SC2) es el coronavirus causante de la pandemia actual, y hasta la fecha
5.2 millones de personas han fallecido a causa de esta enfermedad (Center for Disease Control and
Prevention, 2020b). Este virus cuenta con un material genético de ARN (pertenece al grupo 1V de
Baltimore), lo que hace que mute con mayor facilidad que otros virus, dado que la ARN polimerasa
dependiente de ARN no puede corregir los errores al azar que comete (Hu et al., 2021). Se estima
que el virus cuenta con una tasa de mutacion genémica de 3.7 x 10"-6 unidad de nucle6tidos por
ciclo para el linaje con la glucoproteina spike (S) descrita originalmente y de 2.9 x 10°-6 nt-1 ciclo-
1 para un linaje con la mutacion D614G (Borges et al., 2021). Las mutaciones pueden ocurrir a lo
largo del genoma, pero son de gran importancia aquellas que afectan a S, ya que esta es la encargada
de realizar el contacto con la célula humana (mediado por la enzima convertidora de angiotensina
2, ACE2) (Ou et al., 2020). Al afectar la secuencia de dicha proteina se puede llegar a modificar su
estabilidad, afectando asi la transmision del virus (Duchene et al., 2020). Las implicaciones que
tienen las mutaciones son grandisimas, pudiendo afectar la respuesta del sistema inmune e incluso
las estrategias actuales para monitoreo y prevencion, ya que gran parte estdn basadas en esta
proteina (Q. Li et al., 2020). Al verse afectada a futuro la respuesta contra el virus, se resalta la
importancia de mantener un control y vigilancia de este, asi como determinar qué efecto pueden
tener sobre S (Eaaswarkhanth et al., 2020).

Ademas de la diversidad que generan las mutaciones puntuales y las deleciones e
inserciones, otra forma en la que la estructura de la proteina puede ser alterada drasticamente es a
través de la recombinacion genética. La recombinacion es el proceso en donde dos moléculas
separadas de ADN o ARN intercambian regiones (normalmente homologas) en el genoma
(Etherington et al., 2005). Dicho proceso puede producir moléculas quiméricas, expansion de
huéspedes virales, mayor virulencia, evasion de la inmunidad del huésped y la evolucion de la
resistencia a los antivirales. Este mecanismo es un impulso importante en la evolucion del virus,
por lo que es necesario evaluarlo (Griffiths et al., 2000; Simon-Loriere & Holmes, 2011).
Adicionalmente, la proteina también puede ser afectada por modificaciones postraduccionales
(MPT), que le confiere otras caracteristicas (Allison, 2007). De estas, las glicosilaciones son de las
MPT maés importantes, y se pueden generar nuevos sitios por mutaciones puntuales (Freeze & Ng,
2013).



Ademas de la escaza cantidad de secuencias provenientes de Centroamérica en los
repositorios internacionales, dichas secuencias también han sido poco estudiadas, es por ello por lo

que resulta necesario el desarrollo de analisis in silico de la informacién disponible para la region.

Este estudio evaluara a través de métodos bioinforméticos los efectos de las modificaciones
mencionadas sobre la proteina S, con un soporte estadistico a partir de la evaluacién de la formacion
del complejo RBD-ACE2 (modelaje molecular), anélisis de recombinaciones genética, y escaneo

mutacional profundo.



IV. MARCO TEORICO

A. SARS-CoV-2
El SC2 es el agente etiologico del COVID-19, que desde el 2019 ha llevado a la muerte de casi

5 millones de personas, dando un aproximado de 226 millones de casos activos. El primer brote
fue reportado en noviembre del 2019 en la ciudad de Wuhan, China. Sacudié al mundo vy, al ser
altamente transmisible, se extendié rapidamente. Ha superado al SARS y al MERS en términos
tanto del namero de personas infectadas como del rango espacial de las areas epidémicas (Hu et
al., 2021).

Utilizando la secuenciacion del ARN metagendmico y el aislamiento del virus, los cientificos
chinos identificaron el agente etiolégico de la enfermedad como un nuevo betacoronavirus. El brote
de infecciones de estes nuevo virus coincidio con la proximidad del Afio Nuevo lunar, por lo que
los viajes entre ciudades facilitaron su transmision en China. El brote alcanzé un pico epidémico
en febrero y la propagacion internacional de COVID-19 se aceler6. El 11 de marzo de 2020, la
OMS caracterizé oficialmente el brote mundial de COVID-19 como una pandemia (lzda et al.,
2021). En abril de 2020, Estados Unidos se convirtid en el pais més afectado por el virus, seguido
de Espafia, Italia, Alemania, Francia y China (Canedo-Marroquin et al., 2020).

El valor del nimero de reproduccion basico (R0) varia entre los estudios y entre épocas. Esto
se da gracias a las distintas mutaciones que pueden ocurrir que llegan a afectar la virulencia del
patégeno (Bogoch et al., 2020; Eaaswarkhanth et al., 2020; Read et al., 2020; Riou & Althaus,
2020). Segun distintos estudios, el RO del nuevo coronavirus parece estar entre 2-4, lo que indica
una alta tasa de infectividad (Read et al., 2020). Este virus presenta una mayor transmisibilidad
incluso que otros coronavirus, tales como el SARS-CoV o el MERS-CoV (W. Li et al., 2003). Es
por ello por lo que es necesario monitorear a lo largo del tiempo este virus, logrando determinar

medidas efectivas contra las distintas variantes de interés.

1. Caracteristicas clinicas de la COVID-19

El virus SC2 afecta principalmente al sistema respiratorio, aunque también estan
involucrados otros sistemas organicos. Sintomas relacionados con la infeccion del tracto
respiratorio inferior que incluyen fiebre, tos seca y disnea. Ademas, se observa dolor de cabeza,
mareos, mialgias, anosmia, ageusia, debilidad generalizada, vémitos y diarrea (Hu et al., 2021; Izda
et al., 2021; Yuki et al., 2020). A pesar de que la mayoria de las personas presentan una
sintomatologia leve, una infeccion puede progresar a neumonia severa, fallo multisistémico y la

muerte (Sternberg & Naujokat, 2020). Los estudios epidemiolégicos han demostrado que la



mortalidad es alta en la poblacion anciana y la incidencia es mucho menor en los nifios y se cree

que el 30% de los pacientes son verdaderamente asintomaticos (Yuki et al., 2020).

Uno de los primeros sintomas, fiebre, puede persistir hasta 12 dias, seguido pronto por
disnea y tos (Yuki et al., 2020). Tanto el acido nucleico viral como el virus con capacidad de
replicacién son detectables al inicio de los sintomas en frotis nasales. Los titulos de virus con
capacidad de replicacion disminuyen y la infeccion viral activa se detiene después de 10 a 15 dias
(Canedo-Marroquin et al., 2020). Las enfermedades pulmonares mas graves, incluido el sindrome
de dificultad respiratoria aguda (SDRA) y el SRC, tienden a ocurrir en la segunda semana de
infeccién y pueden requerir soporte ventilatorio mecanico (hasta el 20% de los pacientes). Ademas,
las lesiones cardiacas y renales agudas pueden aparecer en un periodo de 10 a 20 dias (Hu et al.,
2021; Yuki et al., 2020).

La edad es un factor determinante que aumenta en gran medida la posibilidad de desarrollar
una afeccion mas grave. Al inicio de la pandemia se estimaba que el grupo de riesgo primario eran
las personas mayores de 45 afios, particularmente aquellas con multiples condiciones médicas
cronicas preexistentes (Center for Disease Control and Prevention, 2020b, 2020a). Sin embargo,
informes recientes reportan que las personas mayores a 60 afios tienen un riesgo mayor en
desarrollar una sintomatologia severa (World Health Organization, 2021). Inicialmente, la mayoria
de los informes de muertes fueron de este grupo y, a medida que avanza la pandemia, ha sucumbido
un namero cada vez mayor de adultos jovenes (20 a 35 afios). Esta diferencia entre mortalidad es
causada por el sistema inmune del huésped. Mientras la edad avanza, el cuerpo se cansa y las
defensas contra patdgenos seran mas débiles, llegando a facilitar que el virus se reproduzca (Yuki
et al., 2020).

Al comienzo del brote, los casos se observaron principalmente entre las personas mayores
(65+ afios) y, a medida gue continud, el nimero aumentd, pero también se observa cierto aumento
entre los nifios (<18 afios) (Canedo-Marroquin et al., 2020; Hong et al., 2020). Un estudio con
pacientes de 65 afios en Wuhan mostré que la mayoria de los pacientes murieron por insuficiencia
multiorg&nica como insuficiencia respiratoria, shock y SDRA (en el 94%, 81% y 74% de los casos,
respectivamente). También se consideraron factores de riesgo la presencia de enfermedad arterial
coronaria, diabetes e hipertension (Chilamakuri & Agarwal, 2021). El sexo parecia ser una
diferencia clave, pero a medida que avanzaba la pandemia, no se observo diferencia significativa
(Canedo-Marroquin et al., 2020).



Desde el inicio, el porcentaje de nifios (que representan el 20% de la poblacion total) dentro
del total de pacientes con COVID-19 fue pequefio (Canedo-Marroquin et al., 2020; Viner et al.,
2021). Sin embargo, esto puede ser una subestimacion de la incidencia real en la poblacion
pediatrica si se realizaron menos pruebas en nifios debido a menos sintomas (Hong et al., 2020).
Dado que los nifios a menudo se resfrian, su sistema inmunoldgico podria estar preparado para
brindarles cierta proteccion contra el COVID-19. También es posible que el sistema inmunolégico
de los nifios interactle con el virus de manera diferente que el sistema inmunolégico de los adultos
(Centers for Disease Control and Prevention, 2020). Los adultos se enferman porque su sistema
inmunolégico reacciona de forma exagerada, causando mas dafio, lo que puede ser menos probable

que ocurra en los nifios (Viner et al., 2021).

Ademés de afectar los pulmones, corazén, rifién, higado e intestinos, el SC2 llega al sistema
nervioso central (SNC), provocando una amplia gama de manifestaciones clinicas (Garg et al.,
2021; Yuki et al., 2020). Se ha sugerido que las neuronas son un objetivo potencial de SC2 porque
estas células expresan el receptor ACE2. El 36,4% de los pacientes puede presentar varios sintomas
neuroldgicos, como cefalea, encefalitis, encefalopatia, alteracién de la conciencia e incluso
sindrome de Guillain-Barré (Canedo-Marroquin et al., 2020; Yuki et al., 2020). Las posibles rutas
de entrada del virus al SNC son los nervios periféricos y la barrera hematoencefalica (BBB). Se
cree gue otro coronavirus, el HCoV-0OC43, ingresa al SNC a través de la ruta hematégena como un
transporte de células inmunitarias, y se sugiere un mecanismo similar para el SC2. La proteina S
parece ser capaz de alterar la BBB y existe evidencia de la presencia del virus en el liquido
cefalorraquideo, lo que demuestra que el SC2 puede llegar al SNC (Canedo-Marroquin et al.,
2020).

Curiosamente, hallazgos recientes sugieren que, a pesar de la recuperacién y el alta del
hospital, los pacientes con COVID-19 pueden tener algunas secuelas de salud a largo plazo, como
la induccién de diabetes, urticaria, lesiones en la piel y también se ha visto dafio vascular en el
cerebro, esterilidad en hombres, dafio renal y cardiaco (Callard & Perego, 2021; Canedo-Marroquin
et al., 2020; Yuki et al., 2020). Esta patologia es referida como COVID prolongado. Ademas, los
cambios microestructurales cerebrales que ocurren después de la recuperacion explican en parte los
informes generalizados de anosmia prolongada y "niebla mental” o dificultad con diversas tareas
cognitivas (lzda et al., 2021; National Health Institute, 2021). A medida que avanza la pandemia y
se recopilan mas datos, se identificaran mas y mas efectos y consecuencias a largo plazo del
COVID-19.

2. Genomay estructura



El agente etiolégico del COVID-19 es un beta coronavirus no segmentado y encapsulado
perteneciente al grupo IV de Baltimore (sSRNA+). Cuenta con un genoma de 29881bp (uno de los
genomas de ARN monocatenario mas grandes) que codifican para 9860aa que dan lugar a proteinas
estructurales (S, E, M y N) asi como no estructurales (proteasas y RdRp) (Y. Huang et al., 2020).
Como es un virus de ARN, que muta con gran facilidad. Se estima que el SARS-CoV-2 tiene una
tasa de mutacién gendémica de 3.7 x 10”-6 unidad de nucleétidos por ciclo para el linaje con la
proteina S descrita originalmente y de 2.9 x 107-6 nt-1 ciclo- 1 para un linaje con la mutacién
D614G. La tasa de mutacion en el genoma de este virus no es heterogénea, para la proteina S se
tiene una tasa de 16 x 107-6 nt-1 por ciclo de infeccion. Tiene una cabeza de tapa de 5 'y una cola
de poli (A) de 3 '. El extremo 5 'del genoma contiene una secuencia lider y una region no traducida
(UTR) con varias estructuras de tallo-bucle que son necesarias para replicar y transcribir el ARN.
La UTR 3 'también incluye estructuras de ARN que son esenciales para la replicacion y sintesis del
ARN viral (Asghari et al., 2020). Las particulas del virus son de forma esférica o pleomorfica, con
un diametro de aproximadamente 60 a 140 nm. La organizacion del genoma del SARS-CoV-2 se
compone principalmente de marcos de lectura abiertos (ORF) (Chilamakuri & Agarwal, 2021).
Aproximadamente el 67% del genoma codifica a ORFla/b y 16 poliproteinas no estructurales
(nsp1-16), mientras que el 33% restante codifica proteinas accesorias (3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8a, 8b, 9b,

y ORFs) y proteinas estructurales (Figura 1) (Asghari et al., 2020; Chilamakuri & Agarwal, 2021).

a. Proteinas no estructurales y accesorias

Los genomas y subgenomas de coronavirus codifican seis ORF. La mayor parte del extremo 5
" esta ocupada por ORF1 a/b (Dhama et al., 2020). ORFla y ORF1b contienen un desplazamiento
de marco que produce dos polipéptidos, pplay pplab. La proteasa similar a la papaina (PL-pro) o
la proteasa similar a la quimotripsina (3CLpro) procesan estos dos polipéptidos en 16 proteinas no
estructurales (NSPs) (Asghari et al., 2020; Chen et al., 2020). Todos estos NSP tienen funciones
especificas (Cuadro 1), aungue algunos NSP no ha sido posible elucidar su funcién hasta el
momento (Chen et al., 2020). EI complejo de replicacién-transcripcion (RTC) se forma en vesiculas
de doble membrana (DMV) por proteinas no estructurales (nsps), codificadas por el gen de la
poliproteina. Posteriormente, el RTC sintetiza un conjunto anidado de ARN subgenémicos
(sgyRNA) a través de una transcripcidn discontinua. La terminacion de la transcripcion y la posterior
adquisicion de un ARN lider ocurre en las secuencias reguladoras de la transcripcién (TRS),
ubicadas entre los ORF. Estos ARN subgendémicos de hebra negativa sirven como plantillas para
producir ARNm subgenémicos (Chen et al., 2020; Dhama et al., 2020; Hu et al., 2021).
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Figura 1: Esquema del genoma viral y estructura del SC2. (A) Diagrama esquematico de la organizacion genémica de
SC2. Las regiones gendmicas o los marcos de lectura abierta (ORF), el pico (S), la envoltura (E), la membrana (M) y
las proteinas nucleocéapsidas (N), asi como las proteinas no estructurales traducidas de ORF 1ay ORF 1b y proteinas
accesorias. Se indican 3a, 6, 7a, 7b, 8 y 10. (B) Estructura esquematica del virién de SC2 y sus principales proteinas
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(Asghari et al., 2020; N. Wang et al., 2020)

Los virus de ARN tienen tasas de mutacion mas altas que los virus de ADN, por lo que los
genomas de los virus de ARN suelen tener menos de 10 K nucleétidos, pero el tamafio del genoma
SC2 es de ~ 30 kb (el més grande entre todos los virus de ARN) (Dhama et al., 2020). El
mantenimiento del genoma gigante podria estar relacionado con caracteristicas especificas del CoV
RTC, que contiene varias enzimas de procesamiento de ARN como la exoribonucleasa 3'-5 'de

nspl4. Esto ha demostrado funcionar como proofreading del RTC (Asghari et al., 2020; Chen et
al., 2020).

SC2 también codifica proteinas las accesorias 3a, 6, 7a, 7b, 8 y 10 en los ORF, cuyas funciones
estan brevemente descritas en el Cuadro 1. Se llaman asi porque no son esenciales para la

replicacion o la estructura, sino para la patogenicidad viral o la propagacién mediante la
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modulacién de las vias de sefializacion del IFN del huésped. Realmente no son estudiadas (a pesar

de que pueden llegar a funcionar como biomarcador) (Michel et al., 2020).

b. Proteinas estructurales

Dentro de su genoma, SC2 codifica cuatro proteinas estructurales: proteina spike (S), proteina
de membrana (M), proteina de envoltura (E) y proteina de nucleocépside (N). Estas proteinas

estructurales estan codificadas por genes S, M, E, N en los ORF 10 y 11 en un tercio del genoma

Cuadro 1: Funcidn de las proteinas accesorias del SC2. Estas no forman parte de la estructura del virus, en su mayoria
tienen una funcion de defensa o evasion contra el sistema inmune del huésped.

Proteina accesoria Funcion Cita(s)

Canal iénico, componente
estructural y puede provocar

3a la activacion de NF-kB y (Kanzawa et al., 2006)
JNK
Se asocia con las membranas
6 celulares, mejorala (Tangudu et al., 2007)
replicacién viral, la evasion
inmune
Induce apoptosis dependiente
de caspasa y vias de apoptosis (Fielding et al., 2006; C.
7a independientes de MAPK, Huang et al., 2006; Pekosz et
proteina estructural menor, al., 2006)
interaccion virus-huésped
7b Puede tener un ,rol en la (Pekosz et al., 2006)
replicacién
Media actividades Unicas de
8 evasion y supresion (Flower et al., 2021)
inmunoldgica
No comparte similitud de
10 secuencia con ninguna otra (Pancer et al., 2020)

proteina conocida y no puede
asociarse con una funcion.

cerca del extremo 3". Estas proteinas estructurales maduras son responsables del mantenimiento y
la replicacién viral. El origen del nombre coronavirus estd dado por la proteina S, el cual se
encuentra en la superficie del virus y contribuye a formar una corona (Asghari et al., 2020). Los
virus se nombran en funcién de su estructura genética para facilitar el desarrollo de pruebas de
diagnostico, vacunas y medicamentos. Los vir6logos y la comunidad cientifica en general hacen
este trabajo, por lo que los virus son nombrados por el Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV). En febrero de 2020, la ICTV anunci6 que “coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo

severo (SARS-CoV-2)” como el nombre del nuevo virus que causa el COVID-19. Se eligio este
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nombre porque el virus esta genéticamente relacionado con el coronavirus responsable del brote de
SARS de 2003 (World Health Organization, 2020).

La proteina S es una proteina transmembrana viral de clase | de 150 kDa con 1237
aminoacidos. Estos actuan como proteinas homotrimeras y secuencias sefial N-terminal (NT) para
20 glucanos ligados a asparagina en el reticulo endoplasmico (ER) (Dhama et al., 2020). S esta
anclada a la envoltura del virus para unir los receptores del coronavirus y la internalizacion. Esta
dividida en dos subunidades, S1y S2. El primero, S1, ayuda en la unién del receptor del huésped,
mientras que el segundo, S2, representa la fusion (Chilamakuri & Agarwal, 2021). S2 esta
compuesta por estructuras en forma de bobinas enrolladas que constan de tres hélices a etiquetadas
como repeticién de heptada (HR1), ademas de tres cadenas conocidas como HR2. La complejidad
entre HR1 y HR2 los hace resistentes a las proteasas celulares durante la posfusion (N. Wang et
al., 2020). Funcionalmente, S es necesaria para la entrada de las particulas del virion infeccioso en
la célula a través de la interaccidén con varios receptores celulares del huésped (Chilamakuri &
Agarwal, 2021). HR1 y HR2 estan compuestos por un heptapéptido repetitivo: HPPHCPC, donde
H es un residuo hidrofébico o tradicionalmente voluminoso, P es un residuo polar o hidrofilico y
C es otro residuo cargado. HR1 y HR2 forman el haz de seis hélices (6-HB), que es esencial para
la fusion viral y la funcién de entrada de la subunidad S2 (Bosch et al., 2003). HR1 esta ubicado
en el extremo C de un FP hidréfobo y HR2 esta ubicado en el extremo N del dominio TM. El
dominio TM downstream ancla la proteina S a la membrana viral y la subunidad S2 termina en una
cola CT (Duan et al., 2020).

La proteina E tiene una longitud de 74 a 109 aminoé&cidos y de 8,4 a 109 kDa y desempefia
un papel multifuncional en la patogénesis, el ensamblaje y la liberacion del virus (M.-Y. Wang et
al., 2020). Es un pequefio polipéptido integral de membrana que actGa como viroporina (canal
i6nico). La inactivacion o ausencia de esta proteina esta relacionada con la virulencia alterada de
los coronavirus debido a cambios en la morfologia y el tropismo (Asghari et al., 2020). La proteina
E consta de tres dominios: un extremo amino hidrofilo corto, un dominio transmembrana hidr6fobo
grande y un dominio C-terminal eficaz. Tiene un residuo de prolina conservado que esta protegido
en la region CT del motivo B-espiral- B (Asghari et al., 2020; Chen et al., 2020; Hu et al., 2021).
Desempefia un papel clave en la maduracién de la proteina en el aparato de Golgi. También hay un
motivo de unién a PDZ (PBM) en la region CT, que participa en la patogenicidad al interferir en la
sefializacion celular. Estas caracteristicas estimulan una tormenta de citocinas, desencadenan el

inflamasoma y, posteriormente, aumentan el edema en los pulmones. Este proceso causa el
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sindrome de dificultad respiratoria aguda y la muerte en las infecciones por SARS-CoV1y SARS-

CoV-2 (C. Huang et al., 2011).

Cuadro 2: Funcién de las 16 proteinas no estructurales codificadas por el genoma viral del SC2

Proteina no estructural

Funcién

Cita

NSP1

NSP2

NSP3

NSP4

NSP5

NSP6

NSP7
NSP8

NSP9

NSP10

NSP11
NSP12
NSP13
NSP14

NSP15

NSP16

Inhibe la degradacion celular
del ARNm, inhibiendo la
sefializacion de IFN
Desconocido
PLP, escision de polipéptidos,
bloqueo de la respuesta
inmune innata del huésped,
promocion de la expresién de
citocinas
Formacion de DMV
3CLpro, Mpro, escision de
polipéptidos, inhibicion de la
sefializacion de IFN
Restriccion de la expansion
de autofagosomas, formacion
de DMV
Cofactor con nsp8y 12
Cofactor con nsp7y 12,
primasa
Dimerizacion y unién de
ARN
Proteina de andamio para
nspl4 y nspl6
Desconocido
RdRp dependiente de cebador
ARN helicasa, 5 'trifosfatasa
Exoribonucleasa N7-MTase
Endoribonucleasa, evasion de
sensores de dsRNA
2'-O-MTase; evitando el
reconocimiento de MDADS,
regulando negativamente la
inmunidad innata

(Graham et al., 2005)

(Lei et al., 2018)

(Gadlage et al., 2010)

(Zhu et al., 2017)

(Cottam et al., 2014)

(Zhai et al., 2005)

(Graham et al., 2005)

(Fang et al., 2008)

(Jia et al., 2019)

(Bhardwaj et al., 2006)

(Shi et al., 2019)

(Arndt et al., 2010)

La proteina M es una glicoproteina transmembrana tipo Ill, y la proteina viral mas

abundante presente en la particula del virion, dando una forma definida a la envoltura viral. M

contiene ~230 aminoacidos de longitud con 25 a 35 kDa, lo que la convierte en la mas pequefia de

todas las proteinas estructurales (M.-Y. Wang et al., 2020). Se une a la nucleocéapside y actiia como

organizador central del ensamblaje del coronavirus, estd compuesta por tres dominios

transmembrana flanqueados por un extremo amino corto fuera del virion y un extremo carboxilo
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largo dentro del virién (Synowiec et al., 2021a). Se puede suponer que esta proteina juega un papel
en la entrada viral del virus en la célula huésped y la maduracién de los virus ARN, pero se
necesitan mas estudios (Chen et al., 2020; Synowiec et al., 2021a). En general, el armazdn viral se
mantiene mediante la interaccion M-M; los dominios NT y C-terminal (se une a ARN) son dominio
ecto y endo, respectivamente. Esta proteina es traducida por ribosomas, gque estan unidos al ER
rugoso (co-traduccional). La glicosilacion ligada a N en a,  y la glicosilacion ligada a O en [ se
puede encontrar en esta glicoproteina, lo que conduce a un papel antigénico (Chen et al., 2020;
Masotti et al., 2009).

La proteina N tiene 43 a 50 kD y es una proteina estructural de la nucleocapside helicoidal que
puede unirse al ARN con varios aminoacidos lisina y arginina. Esta proteina contiene NTD (sitio
de unién al ARN o una region enlazadora [LKR]), CTD (dominio de dimerizacién) y carece de una
estructura tridimensional fija u ordenada (Chen et al., 2020). EI LKR cargado es rico en serina y
arginina y es responsable de la sefializacién celular, el antagonismo de los interferones (IFN) y la
interferencia del ARN (Asghari et al., 2020; Samudrala et al., 2020). La evidencia sugiere que
puede acumularse en el citoplasma de las células contaminadas, provocando una detencién del ciclo
celular en la fase G2 / M. Esta proteina es multipropésito, une y ensambla el genoma del ARN viral
a una estructura o matriz de nucleocapside helicoidal larga de la ribonucleoproteina. También
facilita la interaccion de la proteina M necesaria durante el ensamblaje del virion y mejora la
eficiencia de transcripcion del virus. Ademas, es rico en serina y arginina para la fosforilacién en
posiciones especificas, lo que puede alterar funciones tales como distinguir el ARN viral y no viral,
y alterar la unién del anticuerpo monoclonal a la superficie del virus, ademas de la maduracién y

ensamblaje del virus (Canedo-Marroquin et al., 2020).

3. Respuesta inmune del huésped y SARS-CoV-2

SC2 es un virus que no solo puede llegar a invadirlas células del sistema inmune, sino utilizarlas
contra el mismo. Estas caracteristicas pueden ser medidas por distintos marcadores moleculares
(como lo es la elevada concentracion de IL-6). Sin embargo, ademas de observare una elevada
produccion de citogquinas y quimioguinas, también se tiene una linfopenia. En conjunto, estos dos
Ilevan a una respuesta exacerbada, pero corta que puede llegar a conducir a la muerte (M.-Y. Wang
et al., 2020).

a. Respuesta inmune innata

El sistema inmunoldgico humano utiliza receptores de reconocimiento de patrones (PRR) para

reconocer patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) de microorganismos (Canedo-
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Marroquin et al., 2020; Prompetchara et al., 2020; Rabi et al., 2020). Cuando se produce la fusion
viral, el genoma viral, asi como las proteinas virales, pueden ser reconocidos por varios PRR. Los
principales receptores para este trabajo son los toll-like (TLR) 7 y 8, que desencadenan la respuesta
primaria de diferenciacion mieloide (MyD88) y la via TLR4-MyD88. Esto conduce a la activacion
de los factores de transcripcién NF-xB y la via de las proteinas quinasas activadas por patogenos
(MAPK) para inducir proteinas proinflamatorias (Canedo-Marroquin et al., 2020; Portela Sousa &
Brites, 2020). Todas estas vias promueven la expresion de los IFN de tipo | y Il (Canedo-
Marroquin et al., 2020; Prompetchara et al., 2020). Alternativamente, la activacion de receptores
endosomales como TLR-3y TLR que podrian reconocer el genoma viral conduce al reclutamiento
de la proteina adaptadora TRIF directamente. Posteriormente, TRIF activa los factores de
transcripcion IRF3 y NF-kB para inducir citocinas proinflamatorias como el interferén-o y el TNF-
B (Synowiec et al., 2021b). El INF tipo | formard complejos con sus receptores, IFNAR, y
posteriormente activara las vias JAK-STAT. Las quinasas JAK1 y TYK2 fosforilan ain mas STAT
1/2 una vez que esto se une con IRF9, y juntas migran al ndcleo para iniciar la transcripcion de
genes estimulados por IFN (ISG). El resultado es una supresion de la replicacién viral y previene
la gravedad de la enfermedad (Astuti & Ysrafil, 2020). Sin embargo, liberacion excesiva de
citocinas proinflamatorias como IFN-a, IFN-y, IL-1p, IL-6, IL-12, IL-18, IL-33, TNF-a, TGFB y
quimiocinas CCL2, CCL3, CCL5, CXCL8, CXCL9, CXCL10 por parte de las células efectoras
inmunes causa hiperinflamacion que eventualmente conducira al sindrome de dificultad
respiratoria aguda (SDRA) (Astuti & Ysrafil, 2020; Canedo-Marroquin et al., 2020). También se
ha demostrado que SC2 puede causar una respuesta deficiente al IFN y una disminucion en la
secrecion de IFN-g (asociado con un aumento de la mortalidad del paciente debido al deterioro de
la respuesta inmune antiviral) (Canedo-Marroquin et al., 2020). Aunque la via TLR4 implica la
activacion de la quinasa de union a tanque 1 (TBK1), los estudios han demostrado que esta quinasa
no se activa durante una infeccion in vitro. Lo que esto da como resultado es la inhibicion de la via
del IFN (Synowiec et al., 2021b). Adicionalmente SC2 es capaz de activar el sistema del
complemento dando lugar a depoésitos del complejo de ataque a la membrana (C5b-9), C3, C4 'y
serina proteasa 2 asociada a lectina de union a manosa (MBL) (MASP2) (Prompetchara et al.,
2020).

Los estudios hematoldgicos han demostrado un aumento en la cantidad de neutréfilos en la
sangre periférica, niveles bajos de eosindfilos y menor presencia de células asesinas naturales (NK)
(Walls et al., 2020). Esto podria estar asociado con niveles mas altos de ligando de quimiocinas
(CXCL) 9 y 16 (Canedo-Marroquin et al., 2020). Anteriormente se ha demostrado que el virus

infecta a los macrofagos alveolares, asi como a los macréfagos positivos que expresan los

16



receptores para ACE2 y CD68, e induce la secrecion de interleucina-6 (IL-6) (Astuti & Ysrafil,
2020; Canedo-Marroquin et al., 2020). Como mencionado anteriormente, también es capaz de
activar a los macrofagos y las células dendriticas para que liberen citocinas proinflamatorias, lo que
conduce a una hiperinflamacién sistémica (“tormenta de citocinas"). Esto se asocia con un
prondstico negativo, incluida la muerte. En casos graves consiste en la reduccion de las células T
y la difusion del dafio de las vias respiratorias debido a la infiltracion de células inmunes y la
formacién de membranas hialinas (Astuti & Ysrafil, 2020; Canedo-Marroquin et al., 2020; Y. Yi
et al., 2020). Los casos graves de COVID-19 muestran niveles aumentados de varias citocinas y
quimiocinas, como IL-2, IL-7, factor estimulante de colonias de granulocitos (G-SCF), proteina 10
inducida por interferon gamma (IP-10), proteina quimioatrayente de monocitos. 1 (MCP-1),
proteina inflamatoria de macréfagos 1A (MIP-1A), proteina quimiotactica de monocitos-3 (MCP-
3), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), IL-6 e IL-1RA. Ademas, los niveles de IL-6 se
correlacionan directamente con las cargas virales y se detectan niveles aumentados antes de la
intubacioén para ventilacion mecéanica. Los niveles de IL-6 estan relacionados con niveles elevados
de IP-10, MCP-3 e IL-1RA y estan asociados con desenlaces fatales (Shah et al., 2020).

b. Respuesta inmune adaptativa

Al inicio de la infeccion por SARS-CoV, las células B provocan una respuesta inicial contra la
proteina N, mientras que los anticuerpos contra la proteina S podrian detectarse después de 4 a 8
dias desde la aparicion de los sintomas iniciales (Guo et al., 2020; Shah et al., 2020). Aunque la
proteina N es méas pequefia que la proteina S, es altamente inmunogénica y la ausencia de sitios de
glicosilacion en ella da como resultado la produccion de anticuerpos neutralizantes especificos de
N en una etapa temprana de la infeccion aguda (lwasaki & Yang, 2020). Estudios han demostrado
que los anticuerpos SC2 IgA, IgG e IgM se detectan después de la aparicion de los sintomas, pero
solo la IgG persiste durante un periodo més prolongado, mientras que los niveles de IgM comienzan
a disminuir después de 3 meses. Un estudio reveld que hay titulos de anticuerpos 1gG e IgM maés
altos en pacientes graves. Sin embargo, los respondedores débiles para el anticuerpo 1gG tuvieron
un aclaramiento viral mas alto que los respondedores fuertes. Esto sugiere que la respuesta de
anticuerpos robusta conduce a la gravedad de la enfermedad, mientras que la respuesta débil se
asocia con la eliminacién del virus (Shah et al., 2020). Curiosamente, los anticuerpos del SARS-
CoV previamente existentes pueden promover la infeccién viral en las células que expresan FCR y
no hay reactividad cruzada de dichos anticuerpos con SC2. Esto mejora la diseminacion viral por
los macrdfagos y, en consecuencia, la inflamacién y la lesion tisular por la activacion de las células

mieloides (Iwasaki & Yang, 2020). Adicionalmente, las células T, tras ser presentados antigenos
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virales por el MHCI, se promueve la liberacién de citocinas y la actividad citotoxica de las células
T CD8 + (Guo et al., 2020). Alternativamente, se encuentra que el MHC de clase Il presenta
péptidos SC2 a las células T CD4 +. Ademas, la expresion de MHC se reduce durante la infeccién
debido a modificaciones epigenéticas de moléculas posteriores (Astuti & Ysrafil, 2020). La
mayoria de los epitopos de células T presentados por el complejo MHC se derivan de proteinas
estructurales como las proteinas S y N del coronavirus, mientras que los NSP tienen efectos
reguladores sobre la cascada de sefializacion. Las células T pueden ser estimuladas por 14 epitopos,

la mayoria de los cuales se encuentran localizados en ORF3y la proteina S (Yang et al., 2020).

En comparacion con los niveles elevados en los casos leves, los casos graves presentan
subconjuntos més bajos de células T como CD4 +, CD8 +y células T de memoria. Esto indica que
después de la infeccion hay una respuesta antiviral inadecuada en casos graves (Thevarajan et al.,
2020). También hay un aumento progresivo de las células auxiliares foliculares T circulantes (cTth)
después de 9 dias después de la admision durante una enfermedad leve y permanecen en la sangre
periférica durante la convalecencia, de acuerdo con las células secretoras de anticuerpos (ASC).
Estos niveles estan ligeramente elevados en comparacién con los pacientes sanos, incluso después
de 20 dias de la aparicion de los sintomas. La funcion de las células Tfh es esencial para el
desarrollo de células B de memoria y la produccion de anticuerpos de alta afinidad. De acuerdo con
esto, se ha encontrado una relacion de células B / T mas alta en pacientes con COVID-19 (Shah et
al., 2020).

Se ha demostrado que los niveles de IgG en pacientes asintomaticos se redujeron en
comparacién con los sintomaticos, ademas de una reduccion en la actividad de los anticuerpos
neutralizantes. Solo el 19,3% de los pacientes muestran un nivel robusto de actividad de
neutralizacién y que disminuyen hasta 28 dias después de su recuperacion, lo que sugiere que los
anticuerpos neutralizantes tienen una vida media corta (Canedo-Marroquin et al., 2020). Un estudio
informa que una proporcion alta de neutréfilos / linfocitos (NRL) y niveles de IgG conducen a una
reaccion grave (relacionada positivamente con la muerte) mientras que las proporciones bajas no
requieren ventilacién mecanica. Los resultados indican que el NRL puede considerarse una medida

razonable y util para definir la gravedad de la enfermedad en los pacientes (Astuti & Ysrafil, 2020).

c. Inmunoevasion del SARS-CoV-2

SC2, como otros patégenos, necesita superar las defensas del huésped. Esa es la Unica forma
en que podria sobrevivir y reproducirse. Durante el proceso de reconocimiento, SC2 puede formar
vesiculas dobles en el exterior de la célula. Esto provoca el reconocimiento de escudo de los PRR

citosolicos a dsSRNA como un producto intermedio del virus de replicacion (C. Huang et al., 2011).
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Ademas, posee 8 proteinas capaces de esquivar el sistema inmunolégico mediante el bloqueo de
INF. Nspl inactiva la maquinaria de traduccion del hospedador, la degradacion del ARN-
hospedador e inhibe la fosforilacion del factor de transcripcion STAT1 (Astuti & Ysrafil, 2020).
Esto puede llevar a cabo una enfermedad mas severa al inducir la replicacion y diseminacion de
virus en una etapa temprana (Bhardwaj et al., 2006; Shi et al., 2019). SC2 tiene una casquete 5 '
(nucledsido de 7-metilguanina en el extremo 5' del ARNm) menos que el ARN de la célula huésped,
por lo que es facil de reconocer. Para evitar esto, utiliza NSP14 para iniciar la formacion de casquete
y con NSP16 modifica el casquete de los ARN virales para evitar el reconocimiento de PRR (Fehr
etal., 2015).

SC2 también cuenta con NSP3, que codifica macrodominios y PL-pro, que parecen emplearse
para evadir la respuesta inmune. En un estudio se utilizaron ratones BALB / c infectados por
macrodominios que carecen de SARS-CoV, y revel6 un aumento en la expresiéon de IFN tipo I,
ISG15, CXCL10, IL-6 y TNF y ningun desarrollo de patologia pulmonar (Lei et al., 2018). PLpro
utiliza una actividad de enzima desubiquitinante (DUB) para antagonizar la respuesta de IFN
(Nelemans & Kikkert, 2019). ORF3 y ORF6 también pueden ayudar a evadir el sistema
inmunoldgico. El segmento del gen ubicado en ORF3b puede antagonizar la via de sefializacion de
INF y causar la inhibicion de la cascada de activacion de células efectoras para la erradicacion e
inhibicion de la replicacion viral. La proteina codificada en ORF6 podria inhibir la via de
sefializacion JAK-STAT al unirse a la cariofherina-o2 y amarrar la carioferina-B1 en las membranas

internas para bloquear la translocacién nuclear de STAT1 (Q. Li et al., 2020).

B. GLUCOPROTEINA SPIKE
1. Quées laproteina S

En su forma nativa, S estd presente como un trimero en la superficie del virién, con las
subunidades S1 y S2 formando el tallo extracelular y la "corona™ (Walls et al., 2020). La corona
sufre cambios conformacionales en forma de bisagra entre una conformacion cerrada/ descendente
y una conformacién abierta/ ascendente menos estable. En la conformacion abierta/ ascendente, el
RBD es accesible para unirse al receptor ACE2; mientras que, en la conformacién cerrada/
descendente, el RBD no puede interactuar con el receptor ACE2 (Cai et al., 2020; Walls et al.,
2020; C. Wang et al., 2020). Los picos estan recubiertos con moléculas de polisacaridos para
camuflarlos, evitando la vigilancia del sistema inmunolégico del huésped durante la entrada. La
proteina S es un péptido de 1273 aminoacidos compuesta por dos subunidades, S1 (aminoécidos
14-685) y S2 (aminodacidos 686-1273), que son responsables de la unién del receptor y la fusién de

la membrana con la célula huésped, respectivamente, precedidas por un péptido sefial corto
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(aminoé&cidos 1-13). La subunidad S1 consta de un dominio N-terminal (NTD; aminoacidos 14-
305) y un dominio de unioén al receptor (RBD; aminoécidos 319-541) (Duan et al., 2020). La
subunidad S2 estd compuesta por una secuencia de repeticidn heptapéptido 1 (HR1, 912-984 aa),
HR2 (1163-1213 aa), dominio transmembranal (TM, 1213-1237 aa), un péptido de fusién (FP, 788-
806 aa) y un dominio citoplasmico (1237-1273 aa) (Bosch et al., 2003; Duan et al., 2020; Pancera
et al., 2014; Wrapp et al., 2020). S1 contribuye a la estabilizacién del estado de prefusion de la
subunidad S2 anclada a la membrana que contiene la maquinaria de fusion (Duan et al., 2020). Los
trimeros de la proteina S forman un halo bulboso en forma de corona que rodea la particula viral,
en el que las subunidades S1 y S2 forman la region de la cabeza bulbosa y el tallo. En el estado
nativo, existe como un precursor inactivo, y durante la infeccion, las proteasas lo activan por
escisién en subunidades S1y S2 (Cai et al., 2020; Duan et al., 2020).

2. Biosintesis de la proteina S

La proteina S se sintetiza como precursora en el reticulo endoplasmico rugoso (RER). Alberga
una secuencia de sefial del reticulo endoplasmico (RE) en el extremo N, que lo dirige a la membrana
RER y es eliminado por las peptidasas de sefial celular en el lumen del RE. Una (nica secuencia
gue atraviesa la membrana de parada-transferencia en el extremo C evita que se libere
completamente en el lumen del RE y la subsecuente secrecion de la célula infectada (Bosch et al.,
2003; Duan et al.,, 2020). Co-traduccionalmente durante la sintesis, cadenas laterales de
oligosacaridos con alto contenido de manosa (glicosilaciones ligadas a N) (Aebi, 2013). Poco
después de la sintesis, los mondmeros se trimerizan y, una vez en el complejo de Golgi, la mayoria
de las cadenas laterales de oligosacaridos con alto contenido de manosa se modifican a formas mas
complejas y también se afiaden cadenas laterales de oligosacaridos O-unidos (X. Zhang & Wang,
2016).

En la red trans-Golgi, S se escinde proteoliticamente por furina celular o proteasas similares a
furina. Después de la escision, una sefial de recuperacion de ER (ERRS) en el extremo C terminal
asegura que la proteina madura se acumule cerca del compartimento intermedio ER-Golgi (ERGIC)
(Duan et al., 2020). Aqui, impulsada por interacciones con otra proteina estructural, M, la proteina
S participa en el ensamblaje de las particulas del virus y se incorpora a la envoltura del virus (Bosch
et al., 2003). Alternativamente, una fraccion de proteinas S maduras viaja a través de la via
secretora hacia la membrana plasmatica, donde pueden mediar la fusion de células infectadas con
no infectadas para formar células gigantes multinucleadas (sincitios). Este proceso puede permitir
la propagacidén directa entre las células y potencialmente alterar la virulencia del SARS-CoV-2
(Hoffmann et al., 2020).
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3. Invasion a la célula del huésped y replicaciéon viral

Como se menciond anteriormente, SCE se une al receptor ACE2 con S, luego S sufre un cambio
conformacional que resulta en la accesibilidad de los sitios de escision S1y S2 a las proteasas del
huésped. Una gama de diferentes proteasas puede escindir y activar S. SC2 contiene una secuencia
"RPPA" en sus subunidades S1y S2 que introduce sitios de escision de furina. Ademas, la proteasa
transmembrana serina 2 (TMPRSS2), la tripsina y la catepsina L también pueden activar la proteina
S (Samudrala et al., 2020). Los dos pasos para activar S mediante la escisién con proteasas son: (1)
escisién en el sitio de escision S1 / S2 para cebado y (2) escisién en el sitio S'2 (adyacente a un
péptido de fusién dentro de S2, formando FP y S2°) para activacion. Después de (1), las
subunidades S1 y S2 permanecen unidas de forma no covalente, y S1 distal contribuye a la
estabilizacion de S2 anclado a la membrana en el estado de prefusion. (2) activa el pico para la
fusion de la membrana a través de cambios conformacionales irreversibles. Estos cambios se
producen insertando FP en la membrana de la célula diana, exponiendo la bobina en espiral del
dominio HR1 y provocando la interaccion entre el dominio HR2 y el trimero HR1 para formar 6-
HB, lo que acerca la envoltura viral y la membrana celular para fusion y entrada viral (Alejandra
Tortorici et al., 2019; Cai et al., 2020; Guillén et al., 2005; Reguera et al., 2014; Sainz et al., 2005;
L. Wang & Xiang, 2020).

El ARNm viral, junto con la nucleocapside, ingresa al citoplasma de la célula huésped a través
de endocitosis mediada por receptor o directamente a través de la membrana de la célula huésped
después de la unién y fusién de S. Como se mencion6 anteriormente, ppla y pplab, se escinden
para formarse dentro de la membrana de RER el RTC (Chen et al., 2020). EI genoma se transcribe
en ARN antisentido (3 'a 5) con la ayuda de RdRp. Este se replica y se transforma en una hebra
positiva de ARNg de longitud completa con la ayuda de la actividad replicasa de la RdRp viral.
Més tarde, se utiliza para sintetizar varios ARNm anidados (subgenomicos) de diferentes tamafios
a través de un proceso de transcripcion discontinuo por RdRp (Y. Huang et al., 2020; L. Wang &
Xiang, 2020). La traduccion de este ARNm subgendmico da lugar a proteinas estructurales virales.
E, M y S se introducen en la membrana ER o la membrana de Golgi. EI ARN genémico viral,
combinado con N, forma nucleocapsidas. Esto brota en el complejo del compartimento intermedio
ER o Golgi. Las vesiculas maduras que contienen viridn / virus se liberan de la célula por exocitosis

o por fusion con la membrana plasmatica (Duan et al., 2020; L. Wang & Xiang, 2020).

Algo clave que hace a S tan inmunogénica es que contiene sitios de corte polibasicos (RPPA),
lo que contribuye a la alta virulencia de SARS-CoV-2. Las formas de virus de baja patogenicidad,

como las del virus de la influenza HLN1, tienen un sitio de escision por proteasas similares a la
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tripsina (Sun et al., 2010). Por el contrario, SC2 tiene un sitio de escision de furina escindido por
proteasas de tipo furina. Las proteasas de tipo tripsina suelen tener una distribucion tisular estrecha
(TMPRSS11D se expresa solo en el es6fago). Por el contrario, las proteasas de tipo furina son
ubicuas. Por lo tanto, si SC2 necesitaba ser escindido por TMPRSS11D, entonces su entrada celular
se limita al esdfago. Al tener un sitio de escision de la furina, esta restriccion se elimina porque esta
es ubicua en los tejidos humanos, lo que da como resultado un ensanchamiento espectacular del
tropismo de la célula huésped (Coutard et al., 2020). Esto porque las proteasas necesarias para la
activacion proteolitica estan expresadas ubicuamente en humanos, lo que demuestra una tropismo
extendido del patogeno (Livesey & Marsh, 2020; Reeb et al., 2020). Adicionalmente, S2 puede
interferir con la produccion de una respuesta humoral contra el virus, asi como con el reclutamiento
de anticuerpos neutralizantes. Adicionalmente, los RBDs de S1 contienen glucanos ligados a N y
glucanos ligados a O que obstruyen la obtencién de anticuerpos neutralizantes tras la exposicion
inmunitaria (Reeb et al., 2020).

C. EFECTO DE LAS MODIFICACIONES EN PROTEINAS

Las modificaciones en las proteinas pueden ocurrir durante varias etapas de la sintesis de esta.
En primera instancia, la regulacion genética (splicing, regulacién de transcripcion, etc) y
modificaciones postraduccionales (MPT) son los mecanismos principales que pueden afectar a la
estabilidad y funcion de una proteina. Ambas son contrarias en cierto sentido. Esto es dado a que
la regulacion genética ocurre previo a la sintesis de la proteina en si (va mas a controlar el material

genético), mientras que las MPT ocurren posterior a la sintesis (Allison, 2007).

Las MPT afectan ya son realizadas para modificar la funcionalidad de la proteina al integrarle
distintos grupos funcionales (ThermoFisher Scientific, 2008). A comparacion, la regulacion
genética permite la formacion de isoformas proteicas que pueden ser utilizadas en distintas
reacciones en distintos tejidos del cuerpo (llegando a tener funciones similares, pero no iguales)
(Allison, 2007). Si bien, ambas son importantes en el producto final de la proteina, realmente las
que afectan a las proteinas virales serian ya propiamente las MPT. Ambas aumentan la complejidad
del proteoma, pero las MPT propiamente pueden crear efectos indeseados para los huéspedes
virales (ThermoFisher Scientific, 2008). Esto esta dado ya que la regulacion génica evita la
produccion de proteinas ajenas (evitar la replicacién viral), mientras que las con las MPT, ya existen

las proteinas y solo se trabaja sobre ellas (Carter & Saunders, 2007; Uversky, 2013).

Adicional a las MPT y regulacion genética, también existe un tercer tipo de modificacion que
puede ocurrir en una proteina: las mutaciones. Las mutaciones son un mecanismo muy importante

en la evolucidn viral (Allison, 2007; Carter & Saunders, 2007). Estas permiten crear variantes mas
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patogénicas y/o maés infectivas. Las mutaciones pueden ocurrir por algun dafio en el genoma
(quimicos, radiacion, etc.) o en la replicacién (en el caso de SC2 estaria dado por la RdRp) (Allison,
2007; Hu et al., 2021). Las mutaciones crean formas alternas de la proteina dada, llegando a afectar
la estabilidad, llegando incluso a formar péptidos que no son utiles. Sin embargo, estas no son
importantes clinicamente, ya que si se dan no habria un efecto sobre la poblacidn general. Esto es
dado a que ya no seria funcional, inhibiendo la replicacion del virus y asi evitando que llegue a
causar algun efecto. Entonces, no podrian ser apreciadas, pero las que si se observan son las que si
llevan a un producto funcional. Este podria tener una afinidad mayor por un sustrato (0 en este caso
con un receptor, ACE2), lo que conduciria a una mayor infectividad (Allison, 2007; Carter &
Saunders, 2007; Hu et al., 2021).

1. Modificaciones postraduccionales

Las modificaciones postraduccionales de las proteinas se refieren a una de las Gltimas etapas
de la biosintesis de las proteinas. En esta etapa ocurren las camios quimicos reversibles o
irreversibles en la proteina. Estos cambios pueden ser los cortes enziméticos a las uniones
peptidicas de ciertos grupos (lipidos, carbohidratos, fosforilacion e incluso cadenas de péptidos).
Como resultado la proteina tiene distintas propiedades estructurales y funcionales (Y. Huang et al.,
2020). Las modificaciones postraduccionales de proteinas (MPT) aumentan la diversidad funcional
del proteoma mediante la adicion covalente de grupos funcionales o proteinas, la escision
proteolitica de subunidades reguladoras o la degradacién de proteinas completas. Estas
modificaciones incluyen fosforilacion, glicosilacién, ubiquitinacion, nitrosilacion, metilacion,
acetilacién, lipidacién y protedlisis e influyen en casi todos los aspectos de la biologia y patogénesis

celular normal (Samudrala et al., 2020).

Las MPT que seran evaluadas en este estudio son unicamente dos: glicosilaciones ligadas a N
y 0. Las glicosilaciones ligadas a N se dan cuando un oligosacéarido se une a un sequon, una
secuencia de aminoacidos consecutivos en una proteina que puede servir como sitio de unién a un
polisacarido, frecuentemente un glucano ligado a N. En este caso el sequon seria un nitrégeno del
grupo amida de un residuo de asparagina en Asn-X-Ser / Thr (Betenbaugh et al., 2007; Varki et al.,
2017). Este tipo de modificacion afecta la estructura y la funcion del péptido. Todos los N-glucanos
eucariotas comparten una secuencia central comun, Manal-3 (Manal-6) ManfB1-4GlcNAcB1-
4GIcNAcBl — Asn-X-Ser / Thr, y se clasifican en tres tipos: (1) oligomanosa (0 también
denominados altos en manosa), en la que solo residuos de manosa extienden el nicleo; (2)
complejo, en el que "antenas" iniciadas por GICNAc extienden el nlcleo; e (3) hibrido, en el que la

manosa extiende el brazo Mana1-6 del nicleo y uno o dos GIcNAcs extienden el brazo Mana1-3
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(Figura 2). Aproximadamente el 70% de los sequones de Asn-X-Ser / Thr estan glicosilados.
Ocasionalmente, pero los N-glucanos también pueden aparecer ocasionalmente en Asn-X-Cys y
rara vez con un aminodacido diferente en la tercera posicion. La identidad de "X" puede reducir la
eficacia de la glicosilaciéon, como cuando "X" es acido (Asp o Glu), o mejorar la eficacia, como
cuando Phe esta en un giro inverso adyacente. Las glicoproteinas a menudo tienen una gama de N-
glucanos diferentes en un periodo de N-glicosilacion de Asn-X-Ser / Thr particular, lo que conduce
a la heterogeneidad de los glucanos en cada sitio. Cuando hay més de un sequon por molécula,
diferentes moléculas en una poblacion pueden tener diferentes subconjuntos de N-glucanos en
diferentes sequones, lo que conduce a una microheterogeneidad de glicoproteinas. La variacion en
los N-glucanos de una glicoproteina puede deberse a la conformacion de la proteina que afecta la
disponibilidad de sustrato para las glicosidasas o glicosiltransferasas de Golgi, el metabolismo de
los azlcares nucleotidicos, la velocidad de transporte de la glicoproteina a través de la luz del RE
y Golgi, y la proximidad de un Asn-X -Sequon Ser / Thr a un dominio transmembrana. Ademas, la
localizacion de las glicosiltransferasas dentro de los subcompartimientos del Golgi puede

determinar qué enzimas encuentran aceptores de N-glicanos (Varki et al., 2017).

Figura 2: Tipos de N-glucanos. Los N-glucanos en las secuencias Asn-X-Ser / Thr en las glicoproteinas eucariotas son
de tres tipos generales: oligomanosa, complejo e hibrido. Cada N-glucano contiene el ndcleo comin
Man3GIcNAc2Asn. Los N-glucanos complejos pueden tener hasta seis ramas iniciadas por GICNAc y cada una puede
alargarse con repeticiones de Galp1-4GIcNAc (LacNAc).

Asn Asn Asn

Oligomanosa Complejo Hibrido

(Varki et al., 2017).

Muchas glicoproteinas llevan glucanos iniciados por GalNAc (N-Acetilgalactosamina)
unidos al hidroxilo de residuos de Ser o Thr. Las O-GalNAc estdn compuestas por azlcar unida a

un oxigeno de una serina o treonina. Los azucares que se encuentran en los glucanos O-GalNAc
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incluyen GalNAc, Gal, GIcNAc, Fuc y Sia, mientras que los residuos Man, Glc o Xyl no estan
representados. La longitud de los glucanos O-GalNAc puede variar desde una Unica GalNAc hasta
mas de 20 residuos de azlcar y puede incluir grupos sanguineos y otros epitopos de glucanos. Las
glicoproteinas pueden contener cientos de glucanos O-GalNAc heterogéneos unidos al armazén
proteico. GaINAc O unido a Ser / Thr es el azlcar iniciador de los glucanos O-GalNAc vy
generalmente se extiende para formar una de las cuatro estructuras centrales comunes. Cada nicleo
se puede extender posteriormente para dar un glucano O-GalNAc maduro lineal o ramificado. La
extension de O-GalNAc por un B1-3Gal forma el glucano O-GalNAc més comdn (ndcleo 1). El
nacleo 2 se forma mediante la adicion de B1-6GIcNACc a la GalNAc del ndcleo 1. El ndcleo 3 es
menos comun y se forma cuando se agrega B1-3GICNAc a O-GalNAc. El nucleo 4 consiste en un
nucleo 3 ramificado mediante la adicion de B1-6GIcNAc () (Varki et al., 2017). Afectan a la
proteina de diferentes maneras al cambiar la estabilidad de la proteina y regular la actividad de la
proteina; ademas de ser importante para muchas enfermedades (Andersen et al., 2020). Los N-
glucanos afectan muchas propiedades de las glicoproteinas, incluida su conformacion, solubilidad,
antigenicidad, actividad y reconocimiento por las proteinas de unién a glucanos. La introduccion
de un sitio de N-glucano se usa como método para localizar u orientar una glicoproteina o para

seguir su movimiento a través de la célula (Varki et al., 2017).

El proteoma es dindmico y cambia en respuesta a los estimulos, y las MPT se emplean
comunmente para regular la actividad celular y pueden ocurrir en cualquier momento de la vida de
la proteina. La mayoria de las veces estan mediadas por actividad enzimatica (Pang & Wilkins,
2018). Se estima que el 5% del proteoma comprende enzimas que realizan méas de 200 tipos de
MPT. Estas enzimas incluyen quinasas, fosfatasas, transferasas y ligasas. Muchas proteinas
también pueden modificarse a si mismas utilizando dominios autocataliticos, como los dominios
autocinasa y autoprotoliticos. Se sabe que todas las cadenas laterales de aminoécidos experimentan
una diversificacién quimica debido a varios MPT (Korber et al., 2020). Sin embargo, la mayoria
de las veces, las proteinas MPT se encuentran en las cadenas laterales que pueden actuar como
nucledfilos fuertes (C, M, S, T, Y, K, H, R, D, E) o débiles (N, Q), mientras que los residuos
restantes (P, G, L, I, V, A, W, F) rara vez participan en modificaciones covalentes de sus cadenas
laterales (Uversky, 2013).
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Figura 3: Ndcleos de glucanos Tipos de O-GalNAc. Unido a las lineas verdes (proteinas) hay glucanos O-GalNAc
complejos con diferentes ndcleos identificados por recuadros grises. Las cuatro estructuras centrales (en recuadros)
pueden extenderse, ramificarse y terminarse con determinantes antigénicos Fuc, Sia o del grupo sanguineo.
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(Varki et al., 2017).

Los MPT juegan un papel fundamental en la regulacion del plegamiento de proteinas, su
orientacion a compartimentos subcelulares especificos, su interaccion con ligandos u otras
proteinas y su estado funcional, como la actividad catalitica. Algunas proteinas requieren maltiples
tipos distintos de MPT para su funcion. La glicosilacién y fosforilacion [y otras MPT] combinan
modificaciones que estan asociadas principalmente con proteinas y regiones intrinsecamente
desordenadas (es decir, proteinas o regiones biolégicamente activas que no poseen una estructura
espacial Unica) (ThermoFisher Scientific, 2008; Uversky, 2013). Se basan en las interacciones de
union de baja afinidad y alta especificidad entre una enzima especifica y un sustrato. Las quinasas
ilustran la importancia del trastorno intrinseco para la accion de las enzimas que catalizan diferentes
PTM. Se estima que las funciones de un tercio de las proteinas eucariotas se controlan mediante
ciclos de fosforilacion-desfosforilacion. Los sitios de fosforilacion se encuentran frecuentemente

dentro de dominios proteicos funcionalmente importantes (Pang & Wilkins, 2018).

En el sitio de unién de la subunidad S1 y S2 hay un sitio de escision polibasico, lo que facilita
una escisién eficaz de la proteina S por furina y otras proteasas y conduce a la adicion de glucanos
unidos a O a S673, T678 y S686, que flanquean este sitio (Korber et al., 2020; Q. Li et al., 2020).

Adicionalmente, un estudio reciente demostr6 la presencia de nuevas glicosilaciones ligadas a O
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en los sitios Thr323 y Ser325 (Shajahan et al., 2020). Cada mondémero de la proteina S esta
fuertemente glicosilado y juega un papel critico en la provocacion de la respuesta inmune del
huésped. S1 y S2 juntos poseen 22 sitios potenciales de N-glicosilacion. Los N-glucanos de la
proteina S juegan un papel importante en el plegamiento y cebado adecuados de la proteina por las
proteasas del huésped. Como los glucanos pueden proteger los residuos de aminoacidos y otros
epitopos del reconocimiento de células y anticuerpos, la glicosilacién puede permitir que el
coronavirus evite las respuestas inmunes tanto innatas como adaptativas (Sanda et al., 2021; X.-Y.
Zhang et al., 2020). Los N-glucanos de esta proteina de tipo complejo estan presentes en las
posiciones 17, 74, 149, 165, 282, 331, 343, 616, 657, 1098, 1134, 1158, 1173 y 1194; los hibridos
en 61,122,603, 717,801 y 1074; y los que tienen alto contenido de manosa en 234 y 709 (Shajahan
et al., 2020).

2. Recombinacion genética

La recombinacién es el proceso donde dos moléculas separadas de ADN o ARN intercambian
regiones (normalmente homologas) en el genoma. Esto hace que sea un mecanismo muy importante
gue impulsa el cambio evolutivo (Andersen et al., 2020; Plante et al., 2020). En virus la
recombinacién lleva a la creacion de moléculas quiméricas a partir de genomas parentales de
diferente origen. La recombinacién es un mecanismo que se asocia con la expansion de la gama de
huéspedes virales, el aumento de la virulencia, la evasion de la inmunidad del huésped y la

evolucién de la resistencia a los antivirales (Fratev, 2020).

Es dificil de medir en la actual pandemia dado a que hay muy poca variacion entre variantes.
Ademas, para que esto ocurra tiene que haber una infeccién con mas de un virus diferente y estas
tienen que ser suficientemente distintas para que se pueda detectar (Fratev, 2020). Ademas, las
tasas de recombinacién varian drasticamente entre los virus de ARN, que pueden variar desde
clonales hasta altamente recombinogénicos (Walls et al., 2020). Una vez ingresado el material
gendmico a la célula huésped, el ARN viral se libera en el citoplasma y el ORF1 se traduce para
producir RdRp. Esto conlleva que se produzcan ARNmM subgenémicos por transcripcion
discontinua, que es un proceso caracteristico de esta RdRp y que favorece la recombinacion
genética (Ortega et al., 2020). En otras palabras, se crean genotipos quiméricos entre dos cepas
virales que infectan la misma célula. La RdRp deja de replicar prematuramente el primer genotipo
antes de reensamblar y reanudar la replicacion con el segundo genotipo como plantilla. El resultado
final es la desvinculacion de mutaciones en todo el genoma, creando nuevas combinaciones de

mutaciones existentes. La relevancia clinica y epidemiolédgica de estas nuevas combinaciones es
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sustancial, ya que tienen el potencial de crear genotipos con caracteristicas Unicas de virulencia y
transmisibilidad (Vanlnsberghe et al., 2021).

Las mediciones de la frecuencia de recombinacion entre coronavirus en cultivo celular sugieren
gue es muy comdn (LR & MM, 1991). Ademas, ha habido intentos para poder detectar y medir la
magnitud de la recombinacion entre los genomas del SARS-CoV-2 que circulan naturalmente.
Huiguang Yi de la Universidad de Ciencia y Tecnologia del Sur se basé en cuatro polimorfismos
de un solo nucledtido (SNP) para poder detectar genomas recombinantes entre los primeros 85
genomas secuenciados del SARS-CoV-2 y fue capaz de demostrar la capacidad de este virus por
recombinar (H. Yi, 2020). Recientemente se demostré que la exoribonucleasa con capacidad
correctora de coronavirus (nspl4-ExoN) es necesaria para mantener las tasas y los loci de
recombinacién generados durante la infeccion. Estos datos sugieren que la recombinacion y la
exoribonucleasa del coronavirus se conservan y son determinantes importantes de la replicacion

gue pueden ser objeto de inhibicidn y atenuacion (Gribble et al., 2021).

A inicios de la pandemia, Xiaojun Liy compafiia mostraron evidencia que demuestra que todo
el RBD del SARS-CoV-2 se introdujo mediante la recombinacién con coronavirus de pangolines,
posiblemente un paso critico en la evolucion de la capacidad del SARS-CoV-2 para infectar a los
humanos. Una seleccidn de purificacion similar en diferentes especies de huéspedes, junto con la
recombinacién frecuente entre coronavirus, sugiere un mecanismo evolutivo comin que podria
conducir a nuevos coronavirus humanos emergentes (X. Li et al., 2020a). Un estudio realizado a
principios del 2021 demuestra que existen genotipos recombinantes y que contienen sustituciones
preocupantes por una transmisibilidad elevada y una menor eficacia de la vacuna, incluidos D614G,
N501Y, E484K y L452R. Aunque, el andlisis filogenético no revel6 ninguna evidencia de hotspots
de recombinacién en el genoma del SARS-CoV-2. Ellos estimaron que como maximo el 5% de los
virus circulantes en los EE. UU. Y el Reino Unido son recombinantes (Vaninsberghe et al., 2021).
El muestreo de 279,000 virus del SARS-CoV-2 de finales de 2020 y principios de 2021 en el Reino
Unido se utilizé como evidencia de multiples origenes independientes de genomas recombinantes.
En cuatro casos, hubo evidencia de transmision progresiva de un virus de origen recombinante,
incluido un grupo de transmision de 45 casos secuenciados en el transcurso de 2 meses. Las
ubicaciones gendmicas inferidas de los puntos de corte de la recombinacion sugieren que cada virus
recombinante transmitido por la comunidad hered6 su regién de pico de un virus parental B.1.1.7,
de acuerdo con una ventaja de transmision para el conjunto de mutaciones de B.1.1.7 (Jackson et
al., 2021). Un estudio més reciente, realizado en agosto de 2021, utiliz6 un arbol de filogenia con

una muestra de 1,6 millones e identificd 606 eventos de recombinacién. Es decir, aproximadamente
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el 2,7% de los genomas secuenciados del SARS-CoV-2 [en ese momento] tienen ascendencia
recombinante (Turkahia et al., 2021). En conjunto la evidencia demuestra la capacidad de este virus
de poder recombinar y, aunque presente en niveles bajos, si es una amenaza real que impulsa la

evolucion viral.

3. Efecto de los cambios en la estabilidad de una proteina en su funcién

La estabilidad es el potencial de un patrén para sobrevivir en el tiempo y, por lo tanto, es parte
integral de la comprension de los sistemas bioldgicos y su evolucién. Los cambios en el "patron™
de una molécula de proteina incluyen procesos como el despliegue, desnaturalizacion, degradacion,
cambio conformacional, modificacién enzimaética y escision proteolitica de la proteina. Estas
transformaciones se analizan con respecto a la integridad de la estructura primaria y conformacional
de la proteina completamente plegada. En biologia estructural, los cambios en la estructura
primaria, secundaria, terciaria o cuaternaria de una proteina son una medida de su estabilidad
(Deller et al., 2016). Ahora, la estabilidad conformacional de las proteinas se define como la
diferencia de energia libre (AG) entre los estados plegado y desplegado, es decir, AG =
Gpesplegado — Gpiegado- Para estabilizar una proteina, uno debe estabilizar el estado plegado o
desestabilizar el estado desplegado de la proteina desplazando el equilibrio plegado-desplegado
hacia la estabilidad de plegamiento. Por otro lado, el cambio de energia libre causado por
mutaciones (AAG), es decir AAG = AGmytante — AGproteina wr, €5 €l cambio causado en la
estabilidad conformacional de una proteina con mutaciones y una WildType (WT) (Figura 4)
(Kazlauskas, 2018; Kuroda & Tsumoto, 2020).

Los PTM pueden modificar la estructura primaria de la proteina de varias formas, lo que da como
resultado la alteracion de la estructura y funcion de una proteina. Estas pueden afectar tanto a la
estabilidad de la composicién, ya que las modificaciones pueden ser no uniformes o incompletas,
como a la estabilidad conformacional, ya que las modificaciones pueden afectar el desorden y la
dindmica de las proteinas (Deller et al., 2016; Freeze & Ng, 2013; Varki et al., 2017). Un claro
ejemplo de esto son las glicoproteinas, como S, que a menudo no estan glicosiladas de manera
uniforme en todos los posibles sitios de glicosilacion, lo que conduce a una heterogeneidad de
composicion (Varki et al., 2017). Ademas, las cadenas de hidrocarburos complejas tienden a tener
un mayor grado de libertad conformacional. Esta libertad conformacional da como resultado un
aumento del desorden en la superficie de la proteina, mientras que al mismo tiempo protege los
residuos polares o cargados en la superficie de la proteina (L. Wang & Xiang, 2020). Aunque la
heterogeneidad de la glicosilacion tiende a perjudicar la cristalizacidn, su variabilidad puede tener

importantes implicaciones funcionales para una proteina (Deller et al., 2016).
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Figura 4: Equilibrio entre proteinas plegadas y desplegadas y su relacion con la estabilidad proteica en protéinas
mutadas y tipo WT (Kuroda & Tsumoto, 2020).
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La estructura secundaria de la proteina (SS) es la estructura tridimensional localizada de la
cadena polipeptidica. Este nivel se describe por el enlace de hidrégeno entre los &tomos de amida
H y los a&tomos de carbonilo O y por la estereoquimica adoptada por la cadena principal (Nick Pace
et al., 2014). La hélice a esta presente predominantemente en la estructura SS, lo que hace ~ un
tercio de todos los SS. Un residuo especifico, la prolina, tiene un efecto desestabilizador sobre la
hélice a. Esta desestabilizacion es el resultado de la falta del atomo de H de la amida de la columna
vertebral, lo que evita que la prolina participe en la estabilizacion de los enlaces de hidrégeno. La
glicina tiene la siguiente propension mas baja a formar hélices o debido a la flexibilidad
conformacional mejorada al plegarse para formar una hélice o (Deller et al., 2016; Nick Pace et al.,
2014; Sticke et al., 1992). Es importante sefialar que muchas de estas propensiones de estructura
secundaria dependen en gran medida del contexto. Esto respalda los hallazgos de que la estabilidad

de la proteina plegada viene dictada por la composicion de aminodcidos (Deller et al., 2016).

La estructura terciaria es basicamente la forma, o pliegue, adoptado por la cadena polipeptidica.
Muchos factores afectan el proceso de plegamiento de proteinas, incluida la estabilidad
conformacional y composicional, temperatura y pH, estructura primaria y secundaria, solvatacion,
enlaces de hidrogeno, puentes salinos, efectos hidrofdbicos, fuerzas de van der Waals (vdW), unién
de ligandos, union de cofactores, iones encuadernacién, acompafantes y PTM, y méas (Deller et al.,
2016). La estabilidad conformacional de la cadena polipeptidica da como resultado una

penalizacion entropica significativa (-TAS >> 0), y en condiciones celulares normales una proteina
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plegada es solo marginalmente estable. Para superar esto, todos los demas factores que influyen en
el plegamiento deben superar la pérdida de entropia conformacional. Los estudios sugieren que el
efecto hidréfobo contribuye aproximadamente en un 60% a la estabilidad de la proteina y que los
enlaces de hidrégeno contribuyen en aproximadamente un 40%. La contribucion neta de los enlaces
de hidrégeno a la estabilidad total de la proteina es ~1,1 kcal / mol y es independiente del tamafio
de la proteina. Sin embargo, por el contrario, las interacciones hidréfobas suelen contribuir menos
a la estabilidad de las proteinas pequefias (Deller et al., 2016; Nick Pace et al., 2014; Pace et al.,
2011, 2014; Sticke et al., 1992).
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V. Metodologia
A. ALINEAMIENTO Y FILTRADO DE CALIDAD DEL GENOMA

Se descargaron secuencias de genomas completos de Belice, Guatemala, El Salvador,
Honduras, Panama y Costa Rica de SARS-COV-2 depositadas en la base de datos de GISAID,
hasta el dia 16 de septiembre del 2021 en formato FASTA, para un total de 3014 secuencias. Se
determiné la calidad y las variaciones de las secuencias mediante la herramienta Nexclade de
Nexstrain. Nexclade, la cual clasifica las secuencias como de buena calidad, mediocre y mala, de
acuerdo con el numero de caracteres N (datos faltantes), el nimero de caracteres no ACGTN, el
nimero de caracteres "-" (espacios), el numero total de cambios inesperados del marco de lectura
en la secuencia y el nimero de codones stop prematuros inesperados en las secuencias, para los
analisis subsecuentes se conservaron Unicamente las secuencias clasificadas como de buena calidad
y mediocre. Posteriormente se realizd un alineamiento multiple de las secuencias utilizando el
servidor en linea del programa MAFFT v7 utilizando los pardmetros por defecto. Una vez alineadas
al genoma de referencia, las seguencias fueron recortadas para conservar Unicamente la region
genomica correspondiente de las bases 118 a la 28740 de la secuencia de referencia (NC_045512)
dado a que estas regiones se ensamblan de manera inconsistente y aumentan la demanda de recursos
e incertidumbre en los siguientes pasos.

Luego del recorte, se usé PRINSEQ para eliminar redundancias y conservar Unicamente
aquellas secuencias que cuenten con menos de un 1% de Ns dando asi 1722 secuencias (Cuadro 3)
(Schmieder & Edwards, 2011). Para los analisis que utilizan Gnicamente la proteina S (obtenida de
Nexclade de Nexstrain), las secuencias fueron alineadas huevamente utilizando los parametros por
defecto del paquete MAFFT v7 en linea (debido a que PRINSEQ desalinea las secuencias) y
nuevamente procesadas con PRINSEQ para excluir duplicados para obtener un total de 422
secuencias (Schmieder & Edwards, 2011).

Cuadro 3: Secuencias utilizadas para el estudio de SARS-CoV-2 obtenidas de GISAID. La totalidad de secuencias
fueron obtenidas el dia 16 de septiembre de 2021. Al no contarse con datos para nicaragua, este pais no sera tomado
para los analisis

Pais Cddigo

Belice EPI_ISL_509711-14 y 1822737- 84

EPI_ISL_509695-710, 815398, y 99, 837551, 52, y 79-96, 1533981, 82, y 84-89,
2014355, 2825071- 136, 2826912- 7036, y 7791- 7867, 3098763, 3156041-44,
3275178- 248, 3319031-53, 3332930, 44,y 73, 3002, 3, 44, 91, 121, 175, y 176,

Guatemala 5517607 v 8, 3347863, y 954, 3446662, 67, 69, 70, 72, 75, 77, 80, 82, 84, 85, 87,
90, 91, 93, 98, 99, 700, 01, 05, 07, 08, 10, 11, 13, 15, 20-25, y 27, 3527791-829,
3801279-93, 3835359-415, 4029265- 360, 4051043- 103 y 4195008
El EPI_ISL_671974, 671978, 672012, 70, 72,y 73, 3275254~ 347, 3298771,

Salvador 3299050, 3299422 y 3299814

Honduras  EP1_ISL_2157344-60, 378, 55155, 77, 79, 80, y 83-85, 2648242-62, 2650523-

38, 3375855-60, y 4029392- 4029435
panamy  EPIISL_415152, 496603-915, 906306, 1001457, y 8, 1225330-583 y 1502818-

3142
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Pais Cédigo
EPI_ISL_434533-36, y 38-40, 458236, 480312-28, 491437-57, 512653-75,
512846, 527739-60, 682235-77, 769986-770032, 914794-840, 1067587-625,
1196421-438, 1201437-40, 1379392-434, 1517387-434, 1527011-28, 1712378-
421, 1811224-41, 1827503-47, 2103368-419, 2272958-3004, 2502718-62,
2657669, y 74-88, 2658264-85, 2827961-8015, 3026021-33, 3037793, 95-829,
31, 32, 34-36, 38-42, 44, y 45, 3274346-68, 3298304-73, 3464502-49, 3638747-
49, 52, 63, 75, 84, 93, 803, 07, 12, 16, 20, 24, 35, 46, 56, 60, 64, 69, 74, 78, 88,
98, 902, 07, 17, 26, 35, 39, 43, 47, 51, 55, 59, 70, 74, 78, 86, 94, 98, 9001, 05, 17,
30, 33, 43, 48, 52, 56, 60, 64, 75, 78, 82, 85, 96, 107, 11, 14, 20, 34, 39, 43, 48,
51, 56, 66, 75, 78, 83,y 94, 3761768-811 y 3948477-548

Costa Rica

B. MODELAJE MOLECULAR Y ANALISIS MUTAGENOMICO
1. Efecto de las mutaciones en la estructura de la proteina S

Se utiliz6 como referencia la estructura cristalina 6V XX de la proteina S y utilizando los
paquetes en linea de DeepDDG V2021 (que utiliza métodos de redes neuronales) (Cao et al., 2019)
y mCMS Protein Stability V2021 (que se basa en firmas basadas en gréaficos que codifican patrones
de distancia entre atomos para representar el entorno de residuos de proteinas) (Pires et al., 2014)
se determino si las mutaciones encontradas con la herramienta de Nexclade de Nexstrain tienen un
efecto desestabilizante o estabilizante sobre estructura de la proteina S con base en los cambios de
energia libre en el estado sin mutar y el estado mutante (AAG).

Ademas, utilizando el paquete en linea de SuSPect V2021 (Yates et al., 2014) se determino el
nivel de conservacion de cada mutacion por medio de una matriz de puntuacién especifica de la
posicion (PSSM), que es una forma de representacion y prediccion de motivos o patrones en
secuencias que describen las variaciones intrinsecas en sus patrones (Gromiha, 2010).

2. Modelaje molecular

En este analisis, para reducir la cantidad de recursos computacionales, se recortaron las secuencias
de la proteina S obtenidas con Nextclade de Nexstrain para obtener Gnicamente la region RBD
(residuos 319-541). Para ello se utilizd la traduccion de Nextclade de dichas secuencias,
posteriormente se elimind la redundanci utilizando PRINSEQ y se conservaron aquellas secuencias
gue contaban con un largo de 223 aminoacidos, dando asi un total de 35 secuencias (Y. Huang et
al., 2020; Schmieder & Edwards, 2011). La secuencia de referencia de la proteina S del SARS-
CoV-2 (NC_045512) se descargd de GISAID y modelos basados en homologia fueron creados
utilizando las secuencias de Centroamérica y la herramienta en linea de Phyre2 (Kelley et al., 2015).

3. Analisis de acoplamiento molecular

La estructura cristalina de la region del receptor ACE2 humano (codigo PDB: 1R42) se
descargd del repositorio de Protein Data Bank. Se utiliz6 HDOCK V1.1 (Y etal., 2017; Yan et al.,
2017, 2020) para determinar los residuos que interacttan en la unién del complejo RBD-ACE2.
Luego, se realizo el acoplamiento entre la regién RBD de la proteina S (utilizando el recorte en la
seccién pasada) y su receptor mediante el servidor de HADDOCK (Honorato et al., 2021; van
Zundert & Bonvin, 2014), donde se realiz6 los analisis de acoplamiento para cada mutante de la
proteina de S con ACE2 y se obtuvo la energia de van der Waals, energia de desolvatacién, energia
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de restriccién, energia de afinidad y desviacién cuadratica media (RMSD) de atomos de Ca
utilizando los ajustes predeterminados. Los modelos de la region RBD acoplado con ACE2 se
eligieron de acuerdo con el valor Z y HADDOCK score.

C. ANALISIS PREDICTIVO DEL PANORAMA DE GLICOSILACION

Para realizar un analisis predictivo del panorama de glicosilacion se utilizaron las traducciones
de la proteina S obtenidas de la herramienta de Nextclade de Nexstrain y dado a que algunas
secuencias cuentan con N’s (lo cual puede afectar el marco de lectura en algunos programas,
causando resultados falsos positivos 0 negativos), se eliminaron todas aquellas secuencias que
cuentan con un largo menor de 1237 aminoacidos. Esto dio como resultado un total de 206
secuencias (contando la secuencia de referencia).

La prediccion de glicosilaciones ligadas a N se analiz6 utilizando el paquete en linea de N-
Glycosite (M. Zhang et al., 2004), que evalUa dos patrones distintivos de variacién de sequones,
con los parametros predefinidos. El primer patrén (fijo) describe sitios facilmente alineados que
simplemente estan presentes o ausentes. El segundo patron (desplazamiento) se refiere a sitios
incrustados en regiones de variacion de longitud local extrema y se caracteriza por cambios en
términos de posicion relativa y densidad local de sequones. La prediccion de sitios de
glicosilaciones ligadas a O se realizé utilizando el paquete en linea de NetOGlyc 4.0 (Steentoft et
al., 2013), que utiliza redes neuronales artificiales.

D. ANALISIS DE RECOMBINACION

La presencia de recombinacion en las secuencias de Centroamérica se evalué utilizando las
1722 secuencias traducidas de genoma completo de Nextclade de Nexstrain mediante Simplot 3.5.1
(Lole et al., 1999). Simplot, el cual es una herramienta para detectar recombinacién entre las
secuencias analizadas, a traves del desarrollo de graficos de similitud. Es una de las herramientas
bioinforméticas mas utilizadas para detectar recombinacion, y en general, proporciona un medio
muy eficaz para detectar recombinacion. Las regiones recombinantes potenciales entre las
secuencias analizadas se identificaron deslizando una ventana de 400 pb en un paso de 50 pb a
través de la alineacion utilizando el modelo de 2 parametros de Kimura (X. Li et al., 2020b).
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E. RUTA BIOINFORMATICA

Figura 5: Flujo de trabajo para andlisis bioinformatico de las secuencias de Centroamérica de SARS-CoV-2
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VI. Resultados

A. ANALISIS MUTAGENOMICO
1. Mutaciones presentes en la region S de secuencias del SC2

Como era de esperarse, la mutacion mas prevalente es la D614G, que esta diseminada a nivel
mundial desde inicios de la pandemia (Korber et al., 2020) (Cuadro 4). En Belice la mutacion mas
frecuente fue D614G (N=29), seguido de W152R (N=7) (Anexo 2); para El Salvador D614G
(N=53) y L452R (N=32) (Anexo 3); Guatemala D614G (N=329) y L452R (N=198) (Anexo 4);
Honduras D614G (N=40) y T10271 (N=22) (Anexo 5); Panama D614G (N=266) y L452R (N=
121) (Anexo 71); y Costa Rica D614G (N=799) y L452R (N=253) (Anexo 7). Algunas mutaciones
encontradas en este estudio no pudieron ser utilizadas para los analisis debido a que algunos
residuos no pudieron ser resueltos en la estructura cristalina de referencia, 6V XX (anexo 1), por lo
gue no todas seran incluidas en los andlisis posteriores. Cabe notar que en las secuencias esta
presente mas de una mutacion a la vez, razon por la cual el porcentaje sumaria méas de 100%. Los
porcentajes serian relativos a la presencia individual en el total de secuencias

Cuadro 4: Frecuencia de mutaciones en las secuencias de SARS-CoV-2 en Centroamérica. Aqui estan incluidos
Unicamente las 20 mutaciones mas frecuentes. Para ver los resultados completos ver anexo 1.

Mutacion Frecuencia Porcentaje
D614G 1516 87.8
L452R 611 354
D215Y 377 21.8
N501Y 231 13.4
P681H 205 11.9
T478K 161 9.3
D950N 158 9.1
T19R 151 8.7
P681R 149 8.6

T95I 146 8.5
T11171 133 1.7
E484K 131 7.6
T716l 128 1.4
R158G 124 7.2
A570D 121 7.0
S982A 121 7.0
D1118H 121 7.0
T10271 111 6.4
G142D 106 6.1
H655Y 81 4.7

2. Efecto de las mutaciones en la estabilidad de la proteina S

De aquellas mutaciones que presentan una gran prevalencia en la poblaciéon de secuencias
Centroamericanas (las 20 mayores), D614G, L452R, N501Y, D950N, T951, T11171, A570D,
S982A, D1118H, G142D, H655Y, D138Y, R190S, K417T y S735A presentan un efecto
desestabilizante. Por otro lado, Gnicamente D215Y, T7161, T10271 son estabilizantes en la proteina
S (Cuadro 5). Pocas mutaciones presentan incongruencia entre los programas utilizados para
evaluar el cambio de AAG, en su mayoria el andlisis desarrollado en los dos programas muestra

36



resultados que confirmaban el cambio de estabilidad en la estructura. En total 146 de 194
mutaciones muestran concordancias entre los programas (MCP). En total, las mutaciones MCP
D614G, L452R, N501Y, D950N, T951, T11171, A570D, S982A, D1118H, G142D, R190S, K417T,
S735A, R346K, F1052Y, W64R, A263S, A701V, Q779K, T732A, N440Y, K417N, S98F,
G1124V, T859N, L452Q, V120L, D936Y, S494P, G769R, L948I, V5031, A67V, V213A, Q675H,
A879S, E583D, L560Q, N658D, S46L, S939F, F888L, A899S, A27V, D80G, L141Y, A348S,
Ab22V, A1078S, D950H, N1074S, N188K, N30H, V308L, E96G, T5471, P384L, V143F, T3071,
K558N, R214G, L212A, R346S, G769V, L226V, V11221, T618l, V8601, Q613H, 1714V, K786Q,
V1104L, V4071, L141F, V367L, A419S, T307S, F59S, V1133F, K1073N, A1070V, K1073M,
1210T, V367F, Y2661, V171D, A93T, F32L, P82H, L118I, F490L, Q52H, A67D, Y265N, A411S,
E554G, F306L, V143S, G142S, V503F, F220L, E309Q, V227L, Q218H, G142L, P812S, E340G,
L270H, F238C, N211S, A67S, A1022S, V5341, G142P, L242F, S112L, E309A, V143G, E583Q,
Y508H, V5121, K378R, T2741, T95S, D1118Y, V5111, P812L, S659L, N658T, V1129L, A647S,
E654V, V608lI, 11114L, S6891, S940F, K304R, A942V, A1080S, S929N, E654Q, L582F, A1087S,
1896T y T778A presentan un efecto desestabilizante en la proteina, mientras que una sola MCP,
T791l, tiene efecto estabilizante en la proteina (Cuadro 5).

Las mutaciones G35C, N439K, T29I, K97E, F342L, D215G, D215H, D215Y, R408T, Q957R,
D796H, T7191, D1127H, D80Y, D287H, Q52R, H49Y, D88H, D80H, D80A, P209R, N211R,
D138V, H1101Y, H1058Y, A222V, N440K, S221L, N1074D, Q1071L, E324K, H655Y, D138Y,
D936N, H69Y, T716l, D138N, F490S, T5721, V289l, T10271, A570S, T8591, V911l, S704L,
S50L, T5731 y D215N presentan una discordancia entre los dos programas, en el sentido de que
uno de los resultados es positivo, mientras que el otro es negativo (Cuadro 5). Es por ello por lo
gue estos no fueron considerados. Cabe notar que en su mayoria estan presentes Gnicamente en un
porcentaje menor a 1%, a excepcion de D215Y (21.8%), H655Y (4.7%), D138Y (4.4%), T716l
(7.4%) y T10271 (6.4%). A pesar de que D215Y si esta significativamente presente, los resultados
de AAG son muy diferentes, variando 1.30 kcal/mol entre si. Adicionalmente, la mutacién D215N
no puede ser tomada en cuenta dado que no es congruente con el resto de las mutaciones o entre
programas el resultado de DeepDGG, 508 kcal/mol en comparacion con -0.07 kcal/mol en mCSM.

Cuadro 5: El efecto de la sustitucion de aminodcidos en la proteina S del SARS-CoV-2 sobre la estabilidad de su
microambiente. DeepDGG y mCSM miden el cambio en la estabilidad por energia libre en kcal/mol, dando una
accion desestabilizante (D) o estabilizante (E). El resultado resume si existe una concordancia entre ambos
programas, dando un Si o No.

Cambio en AAG (kcal/mol) Prediccion

Mutacion DeepDGG mCSM DeepDGG mCSM Resultado
D614G -0.13 -0.23 D D Si
L452R -0.83 -0.78 D D Si
D215Y -0.71 2.01 D E No
N501Y -0.73 -0.48 D D Si
D950N -0.28 -0.242 D D Si

T95I -0.85 -0.689 D D Si
T11171 -0.13 0.00 D D Si

T716l -0.02 0.08 D E No
A570D -1.49 -1.40 D D Si
S982A -0.20 -0.62 D D Si
D1118H -0.26 -0.47 D D Si
T10271 0.09 -0.40 E D No
G142D -0.84 -0.198 D D Si
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Cambio en AAG (kcal/mol) Prediccion

Mutacion DeepDGG _mCSM___DeepDGG __mCsm_ esultado
HE55Y 014 121 D E No
D138Y 0.14 0.05 D E No
R190S 2.01 233 D D Si
KA417T 062 -0.92 D D Si
S735A 053 076 D D Si
R346K 0.07 -0.04 D D Si
F1052Y 439 -1.09 D D Si
W64R 1350 1135 D D Si
A263S 0.77 11568 D D Si
A70LV 0.15 -0.38 D D Si
D215G 0.85 0.60 D E No
Q779K 0.24 0.184 D D Si
T732A -0.08 -0.70 D D Si
N440Y 032 -0.56 D D Si
KA417N 043 -0.68 D D Si
D80A 035 0.22 D E No

S98F 0.23 -0.79 D D Si
G1124V 112 -0.20 D D Si
T859N -3.04 -0.18 D D Si
A222V 0.25 0.249 D E No
L452Q 2,62 -0.98 D D Si
F490S 0.03 -0.93 E D No
V1201 -1.08 0.391 D D Si
D936Y 0.19 -0.48 D D Si
S494P 031 -0.24 D D Si
N440K 022 0.223 D E No
G769R 0.24 -0.63 D D Si
Lo4s8l 035 115 D D Si
V5031 0.03 -0.24 D D Si
A7V 0.18 021 D D Si
V213A 0.93 0617 D D Si
Q675H 0.04 -0.79 D D Si
A879S -0.49 1169 D D Si
E583D 0.88 -0.90 D D Si
L560Q 0.62 1.47 D D Si
52211 021 0.07 D E No
T5731 1.28 -0.40 E D No
N658D 0.23 -0.90 D D Si
Q52R 0.41 0.17 D E No
N439K 2.14 0.24 D E No
S46L 0.20 0.253 D D Si
T5721 0.07 -0.24 E D No
S939F 0.17 1.23 D D Si
F88sL -1.56 1.47 D D Si
A899S -0.05 11.93 D D Si
A27V 0.84 031 D D Si
D80G 0.34 0.12 D D Si
D8OY 0.42 1.13 D E No
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Cambio en AAG (kcal/mol) Prediccion

Mutacion =5 5GG ~ mCSM__ DeepDGG __mCsm_ esultado
L141Y 0.79 20.48 D D Si
A3485S 11.28 1.124 D D Si
A522V 0.48 0683 D D Si
A1078S 1.27 11.83 D D Si
D950H 0.78 -0.85 D D Si
N1074S 0.23 -0.28 D D Si
N188K 055 -0.49 D D Si
H49Y 10.40 0.84 D E No
N30H 11.87 112 D D Si

T20I 142 0.20 D E No
V308L 114 077 D D Si
E96G 454 2.05 D D Si
T547] 0.76 -0.60 D D Si
P384L -1.03 0.47 D D Si
V143F 0.82 -0.66 D D Si
D8OH 036 1.035 D E No
T307I 0.44 0.128 D D Si
K558N 0.27 -0.20 D D Si
R214G 0,65 0.13 D D Si
L212A 1169 -1.364 D D Si
R3465 0.27 -0.19 D D Si
G769V 0.64 0385 D D Si
H1101Y 0.26 1.25 D E No
D936N -0.06 0.28 D E No
L226V 0.44 10569 D D Si
T7191 050 0.09 D E No
V11221 1134 0435 D D Si
T618l 0.00 0.052 D D Si
V860 -0.44 0323 D D Si
Q613H 2.84 0.935 D D Si
1714V 0.97 11382 D D Si
K786Q 039 10.207 D D Si
V1104L 2.47 10.696 D D Si
N1074D 021 0.30 D E No
V4071 0.87 053 D D Si
L141F 043 10.659 D D Si
V367L 0.29 -0.26 D D Si
A4195 078 11.82 D D Si
T307S -0.90 041 D D Si
F595 11.96 2131 D D Si
V1133F 132 -1.03 D D Si
H1058Y 0.26 1.14 D E No
K1073N 081 -0.88 D D Si
A1070V 0.27 -0.68 D D Si
K1073M 0.29 0.22 D D Si
1210T -2.00 -1.88 D D Si
V367F 036 -0.68 D D Si
Y2661 491 1159 D D Si
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Cambio en AAG (kcal/mol) Prediccion

Mutacion =5 5GG ~ mCSM__ DeepDGG __mCsm_ Resultados
V171D 301 20.62 D D Si
A93T -3.06 -0.85 D D Si
F32L 1156 1.24 D D Si
P82H 1110 -1.08 D D Si
L118I 0.92 -0.43 D D Si
F490L 0.34 -0.50 D D Si
Q52H 039 -0.50 D D Si
A67D 2.34 0718 D D Si
D138N 0.01 0.132 E D No
D88H 0.36 0.367 D E No
P209R 033 0.039 D E No
Y265N 5.38 -2.88 D D Si
A411S 1170 -1.48 D D Si
E554G -1.01 -0.43 D D Si
VoLl 0.24 -0.34 E D No
F306L 121 113 D D Si
V1435 113 -0.41 D D Si
G1425 091 0.72 D D Si
\V/503F 039 1059 D D Si
F220L 233 11166 D D Si
E309Q 021 -0.25 D D Si
D138V 027 0.05 D E No
V2271 0.44 031 D D Si
Q218H 039 -0.10 D D Si
G35C 2.68 0.38 D E No
H69Y -0.06 0.02 D E No
G142L 10.49 0.229 D D Si
N211R 0.32 0.204 D E No
P812S 0.23 057 D D Si
E340G 111 -0.46 D D Si
L270H 413 -2.84 D D Si
F238C 3.22 11.26 D D Si
N211S 033 -0.06 D D Si
E324K 0.17 0.14 D E No
A570S 0.11 -1.254 E D No
ABT7S -0.65 0.793 D D Si
S704L 0.43 0.17 E D No
T8591 0.22 -0.26 E D No
A10225 -1.89 1.92 D D Si
F342L 0.87 0.57 D E No
V5341 -0.05 -0.54 D D Si
S50L 0.87 -0.02 E D No
G142P 056 021 D D Si
L242F -1.64 11.29 D D Si
S112L 071 10339 D D Si
E309A -0.49 0437 D D Si
V143G -1.90 -0.402 D D Si
D796H 051 0.91 D E No
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Cambio en AAG (kcal/mol) Prediccion

Mutacion =5 5GG ~ mCSM__ DeepDGG _mesm | eeultado
E583Q 20.04 0.73 D D Si
D215N 508.00 -0.07 E D No
Y508H 473 12,50 D D Si
V5121 0.79 -0.05 D D Si
K378R 0.64 -0.396 D D Si
T2741 121 10.303 D D Si
K97E 0.94 0.225 D E No
T955 2.38 11.634 D D Si

D1118Y 0.28 -0.26 D D Si
V511l 1.27 -0.07 D D Si
P812L 0.28 -0.40 D D Si
S659L 0.23 -0.43 D D Si
N658T 0.18 -0.08 D D Si

V11291 173 -0.43 D D Si

D1127H 0.44 0.417 D E No
AB4TS 0.93 -1.465 D D Si
E654V 0.42 0.17 D D Si
V608 117 -0.70 D D Si
111141 10.09 053 D D Si

QL071L 020 0.15 D E No
R408T 0.70 0.121 D E No
5689 0.00 037 D D Si
D287H 0.42 1.182 D E No
D215H 072 1.525 D E No
S940F 0.01 11.05 D D Si
V289 0.07 0111 E D No
Q957R -0.68 0.192 D E No
K304R 0.63 0.283 D D Si
AQ42V 0.13 0.13 D D Si
T7911 0.04 0.05 E E Si

A1080S 2.88 11539 D D Si
S929N 0.02 10.496 D D Si
E654Q -0.46 0.427 D D Si
L582F -0.08 -0.896 D D Si

A1087S 333 2.15 D D Si
1896T 2.05 -3.053 D D Si
T778A 11,65 115 D D Si
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Figura 6: Representacion molecular de las 20 posiciones donde ocurren mas frecuentemente mutaciones en las
secuencias de Centroamérica de una cadena de la proteina S del SARS-CoV-2 glicosilada utilizando el modelo de
referencia 6V XX de Woo y compafiia (Woo et al., 2020). La representacion esta separada por colores, siendo gris
el péptido de sefial, Naranja la subunidad S1, verde el dominio amino terminal (NTD) y, azul el domino de union
al receptor (RDB); en Morado subunidad S2, en magenta el péptido de fusion (FP) y en rojo la secuencia repetida
de heptapéptidos 1 (HR1). Las letras (A-T) representan las posiciones con las mutaciones mas frecuentes (en color
cian) en orden descendente, 614, 452, 215, 501, 681, 478, 950, 19, 95, 1117, 484, 716, 158, 570, 982, 1118, 1027,

142, 655, 18, respectivamente. Para ver una lista completa de las mutaciones y su ubicacion ver Anexo 19 y 20

B. MODELAJE MOLECULAR Y ANALISIS DE ACOPLAMIENTO

MOLECULAR

Los resultados de los complejos creados de las secuencias EPI_ISL_ 509713,
EPI_ISL_914803, EPI_ISL_1533989, EPI_ISL_2103385, EPI_ISL_1533987,
EPI_ISL_1503045, EPI_ISL_1502972, EPI_ISL_1225487, EPI_ISL_1502847,
EPI_ISL_1225554, EPI_ISL_4029413, EPI_ISL_4029275, EPI_ISL_3761785 vy
EPI_ISL_3275315 no pueden ser considerados como resultados representativos entre los
analisis de acoplamiento dado al valor en angstroms de RMSD (Anexo 11). Este valor es
una medida de medida de similitud en la estructura tridimensionales; aguellos modelos con
un valor muy grande (>3 A) describe estructuras que son diferentes y cero significa que
son idénticas en conformacién con respecto a la pose de unién verdadera. Un valor 4 A no
es mejor que uno de 6 A, ninguno fue realmente significativo (Kufareva & Abagyan, 2012;
Maiorov & Crippen, 1994). Es por ello por lo que no estaran presentes en los andlisis de
interacciones moleculares y afinidad de unién.

De los complejos creados, Unicamente EPI_ISL_1517411, EPI_ISL_1225513,

EPI_ISL_1811226, EPI_ISL_1196430 presentan una menor energia de afinidad por ACE2 que la
secuencia de referencia. Por los valores tan similares que presenta, EPI_ISL_3319047 también esta
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dentro de este grupo. El resto de los complejos son mas estables o presentan valores mayores en
los resultados de acoplamiento. Cabe notar que todos estos modelos muestran resultados bastante
cercanos a 0 en cuando a RMSD, lo que indica que los modelos se acoplan muy bien a la realidad.

Cuadro 6: Analisis de acoplamiento molecular realizado con HADDOCK. Se presenta el promedio de la desviacién
cuadratica media (RMSD) de atomos de Ca en Angstroms, energia de Van der Waals (EVdW) en kcal/mol, energia
electrostética (EE) en kcal/mol, energia de desolvatacion (ED) en kcal/mol, y Energia de Union (EU) en kcal/mol.
NC_045512 es la secuencia de referencia.

Codigo RMSD EvVdw EE ED EU
(A) (kcal/mol)  (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

NC_045512 08+0.6 -674+54 -371.3+305 -17.3+4.7 -378.024
EPI_ISL_527757 1.3+1 -67.1£10.6 -2741+28.6 -20.3t4.3 -317.011
EPI_ISL_1196430 0.4+0.3 -50.4+5.3 -4025+335 -18.1+16 -383.841
EPI_ISL_3275184 0.5+0.3 -60.5+6 -398.6+325 -17.6+2.7 -372.941
EPI_ISL_3275178 0.6+£04 -67.8£6.9 -299.7£449 -114+19 -334.931
EPI_ISL_2157577 0.9+0.6 -75.6+12.7 -182.3+185 -144+3.6 -209.313
EPI_ISL_1822780 1.4+0.8 -825+81 -149.8+38 -21.9+39 -157.344
EPI_ISL_1811226 0.8+0.6 -60.9+12.4 -4045+49.2 -13.8+28 -388.744
EPI_ISL_1527015 0.7+05 -72.8+15 -238.8+314 -19.8+1.6 -242.608
EPI_ISL_1517411 0.7£04 -82.3+3.6 -217.4+483 -29.4+7.2 -32849.7
EPI_ISL_1502946 0.8+05 -74.7+9 -188.3+43.1 -21.6+3.1 -178.145
EPI_ISL_1502939 0.8+04 -63.2+85 -395.2+518 -17.4+39 -337.129
EPI_ISL_1502908 0.7+0.6 -74.6+3.6 -237.5+204 -16.5+3.3 -245.882
EPI_ISL_1225513 0.6£04 -60.9+3.6 -407.8+38 -152+4.8 -429.147
EPI_ISL_4029280 0.4+0.2 -63.4+24 -304.1+29.7 -19.6£35 -264.91
EPI_ISL_4029266 0.6+£04 -725+4.9 -357.4+575 -10.7+29 -360.401
EPI_ISL_3835382 0.5+04 -63.1+75 -363.6+28.8 -18.1+3.8 -313.92
EPI_ISL_3319047 0.8+0.5 -72.2+43 -324.6+28.1 -258+4.4 -377.856
EPI_ISL_3275319 1.2+11 -81.2+3 -1474+17.2 -22.8+4.1 -199.402
EPI_ISL_3275226 1.4+0.8 -77.6£7 -256.3+414 -132+4.7 -209.647

C. ANALISIS PREDICTIVO DEL PANORAMA DE GLICOSILACION

AUn no esta claro el panorama de glicosilaciones ligadas a O (GLO) de la proteina S del nuevo
coronavirus, pero en este estudio realizd una prediccion de los 3 sitios potenciales de GLO, 673,
678y 686, que concuerdan con la literatura y que estan presentes en la mayoria de las secuencias
(Wand et al., 2021; Xu et al., 2020; Zhao et al., 2021) (Cuadro 7 y 9, Anexo 8). Adicionalmente,
fue posible identificar sitios de potenciales de GLO adicionales, que en su mayoria estan en la
posicion 29 (n=45), mientras que el resto de sequones, 19, 22, 26, 250, 688 y 689, estan presentes
Gnicamente una o dos veces (Cuadro 7, 9, y Anexo). Cabe notar que no todas la secuencias cuentan
con las tres sitios potenciales GLO de referencia (Cuadro 8).

43



Cuadro 7: Frecuencia de glicosilaciones ligadas a O en la proteina S de las secuencias de Centroamérica de SARS-
CoV-2.

Posicion Frecuencia Porcentaje

673 200 97.1
678 174 84.5
686 200 97.1
19 1 0.5
22 5 24
26 1 0.5
29 45 21.8
250 1 0.5
688 1 0.5
689 2 1.0

Cuadro 8: Secuencias de SARS-CoV-2 de la proteina S de Centroamérica que no presentan glicosilaciones ligadas a O
en las posiciones 673, 678 y/o 686 basandose en un puntaje menor a 0.5 de NetOGlyc.

Secuencia Posicibn  Puntaje Secuencia Posicibn  Puntaje  Secuencia Posiciébn  Puntaje

EPL_ISL_ EPI_ISL_ EPL_ISL_

182278 678 0.311 106760 673 0.488 303783 678 0.328
0 6 8

EPL_ISL_ EPI_ISL_ EPI_ISL_

150294 673 0.481 106760 686 0.482 250272 673 0.475
6 6 9

EPI_ISL_ EPI_ISL_ EPI_ISL_

383538 673 0.491 402934 686 0.464 265767 678 0.317
2. 5 7

EPI_ISL_ EPI ISL EPI_ISL_

402928 686 0.492 914828 678 0.318 171239 678 0.351
0 0

EPL_ISL_ EPI_ISL_ EPI_ISL_

383539 678 0.416 402932 678 0.316 265768 678 0.315
3 9 8

EPI_ISL_ EPI_ISL_ EPI_ISL_

215734 678 0.424 402930 678 0.322 171238 673 0.473
4 4 4

EPI_ISL_ EPI_ISL_ EPI_ISL_

402926 678 0.395 402932 678 0.423 171238 678 0.269
9 0 4

EPI_ISL_ EPI_ISL_ EPI_ISL_

215734 678 0.421 402932 678 0.325 171238 686 0.464
5 8 4

EPI_ISL_ EPI_ISL_ EPI_ISL_

215758 678 0.484 327532 678 0.406 327436 678 0.331
3 8 7

EPI_ISL_ EPI_ISL_ EPI_ISL_

215735 678 0.440 119643 678 0.325 327435 678 0.337
0 0 2

EPL_ISL_ EPI_ISL_ EPI_ISL_

402928 678 0.443 106762 678 0.319 327435 678 0.331
7 0 1
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Secuencia Posicion  Puntaje Secuencia Posicion  Puntaje  Secuencia Posicién  Puntaje
EPI_ISL_ EPI_ISL_ EPI_ISL_
402927 678 0.315 106762 673 0.485 327435 678 0.317
4 2 8
EPL_ISL_ EPL_ISL_ EPL_ISL_
402927 678 0.443 106762 686 0.478 327435 678 0.321
5 2 6
EPL_ISL_ EPL_ISL_ EPL_ISL_
402930 678 0.397 282799 678 0.329 327435 678 0.312
9 5 5
EPI_ISL_ EPI_ISL_ EPI_ISL_
106758 678 0.323 227296 686 0.473 303783 678 0.328
9 7 8

Cuadro 9: Presencia de glicosilaciones ligadas a O en las secuencias de la proteina S del SARS-CoV-2 en
Centroamérica basandose en un puntaje mayor a o igual a 0.5 de NetOGlyc. Aqui se encuentran Unicamente aquellas
secuencias con predicciones de glicosilaciones adicionales a las de las posiciones 673, 678 y 686. Para ver los

resultados de dichas posiciones ver anexo 14.

Secuencia Posicion  Puntaje Secuencia Posicion Puntaje Secuencia Posicién Puntaje
EPL_ISL_ EPI_ISL_
327518 402926
Epiggszgé 22 0.540 4 29 0.530 6 29 0.519
= EPI_ISL_ EPI_ISL_
402926 402934
29 0.565 7 29 0.519 5 29 0.500
EPI_ISL EPI ISL
122548 327517 Epég'zsz';ﬁ
6 29 0.500 8 29 0.509 29 0.500
EP]I_g:)SZIéE EPI_ISL_
5 29 0500 SO 22 0500 087974 o 0.500
EPI_ISL_ i EPI_ISL_
122548 402934
8 29 0.500 29 0.540 4 29 0.500
EPI_ISL_ EPI_ISL_ EPI_ISL_
150312 215734 402933
8 29 0.528 4 29 0.500 4 29 0.500
EPI_ISL_ EPI_ISL_ EPI_ISL_
150290 402926 402929
8 29 0.500 9 29 0.500 6 26 0.589
EPI_ISL_ EPI_ISL_
150284 402927
7 29 0.500 6 29 0500 TSP 19 0.526
EPI_ISL_ EPI_ISL_ 0
150290 402926
0 29 0.523 8 29 0.528 22 0.500
EPI_ISL_ EPI_ISL_ EPI_ISL_
182278 402927 327532
0 29 0.500 3 29 0.519 8 29 0.500
EPI_ISL_ EPLISL_ EPI_ISL_
150289 215736 171242
1 29 0.500 0 29 0.500 0 29 0.510
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Secuencia Posicion  Puntaje Secuencia Posicion  Puntaje Secuencia Posicion  Puntaje

EPI_ISL_ EPI_ISL_ EPI_ISL_
150294 402928 227300
6 29 0.509 4 29 0.500 4 689 0541
EPI_ISL_ EPI_ISL_ EPI_ISL_
122547 153398 151741
8 29 0.500 7 29 0.500 1 29 0.500
EPI_ISL_ EPI_ISL_
327523 120143
Epig:)sz'ég 22 0.541 1 29 0.528 9 29 0.506
; EPI_ISL_ EPI_ISL_
215735 106762
29 0.556 0 689 0511 5 29 0.500
EPI_ISL_ EPI_ISL_
402927 182751
Epz'iggg 22 0.500 0 29 0.528 7 29 0.500
A EPI_ISL_ EPI_ISL_
150308 171239
29 0.542 5 29 0.500 0 29 0.500
EPI ISL EPI ISL
Epég%z 327522 152701
688 0511 0 29 0.500 5 250  0.506
EPI_ISL_ EPI_ISL_
402926 327522
5 29 0.526 6 29 0.514

Todas las secuencias analizadas presentan los 22 sitios potenciales de glicosilaciones ligadas a
N (GLN) que muestra la secuencia de referencia y la literatura. De las 206 secuencias, tres no
presentan el sequdon en la posicion 17 (EPI_ISL_4029275, EPI _ISL 4029287 vy
EPI_ISL_3275319), dos en la posicion 616 (EPI_ISL_4029285 y EPI_ISL_4029286) y una en la|
posicion 657 (EPI_ISL_1502965) y una en la 1074 (EPI_ISL_496834), respectivamente. Fue
posible identificar dos sequones potenciales adicionales para la posicion 20 (EPI_ISL_4029413,
EPI_ISL_3275214, EPI_ISL_3275241, EPI_ISL_3319047, EPI_ISL_3527791,
EPI_ISL_4029319, EPI1_ISL_1712404, EPI_ISL_2103368, EPI_ISL_2272980,
EPI_ISL_2273001, EPI_ISL_2273004, EP1_ISL_2502747, EPI_ISL_3037810 y
EPI_ISL_3037826) y la posicion 188 (EPI_ISL_4029413, EPI_ISL_3275214, EPI_ISL_3275241,
EPI_ISL_3319047, EPI_ISL_3527791, EPI_ISL_3835385, EPI_ISL_1712404,
EPI_ISL_2103368, EPI_ISL_2272980, EPI_ISL_2273001, EPI_ISL_2273004,
EPI_ISL_2502747, EPI_ISL_3037810y EPI_ISL_3037826).

D. ANALISIS DE RECOMBINACION

Los resultados de SimPlot no mostraron evidencia de algun evento de recombinacion entre las
secuencias centroamericanas utilizadas en este estudio. Esto se debe al alto nivel de similitud de
todas las secuencias (>99.7%), por lo que, aunque eventos de entrecruzamiento y recombinacion
hubiesen sucedido, estos quedarian enmascarados. Las diferencias entre las secuencias de genoma
completo (los picos de distintos colores, ver clave) se deben a las pocas mutaciones en las
secuencias y no por eventos de recombinacion.
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Figura 7: Gréfico de similitud utilizando la secuencia de referencia NC_045512 como comparacion entre cada pais.
Todos los grupos muestran una alta similitud entre si, sin siquiera salir del 99%. En el eje X se muestra la posicién en
aminoacidos de las secuencias y en el eje Y el porcentaje de similitud entre las mismas.
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VII. Analisis de resultados

A. ANALISIS MUTAGENOMICO
1. Efecto de las mutaciones en la estabilidad de la proteina S

Dentro de las MPCs encontradas, el mayor efecto desestabilizante es dado por la mutacién
Y 265N con un valor de -5.38 y -2.88 kcal/mol para DeepDDG y mCSM, respectivamente (Cuadro
5). Sin embargo, no esta presente de manera significativa en la poblacién (0.1%) (Anexo 1), lo cual
concuerda con los hallazgos del PSSM que demuestran que N es menos favorable que Y. De manera
similar, Y2661, Y508H, E96G, F1052Y, L270H, W64R, A1087S, F238C, T859N, V171D,
A1080S, Q613H, L452Q, V1104L, T95S, A67D, F220L, I1896T, F59S, A93T, 1210T, W64R y
R190S cuentan con valores de AAG elevados (-2 a -4.5 kcal/mol) (Cuadro 5), pero no estan
presentes de forma significativa en la poblacion (<1%) (Anexo 1) y segun el PSSM es mas probable
gue ocurra otro aminoacido o que ocurra el aminoacido original. La excepcién seria A93T y 1210T,
gue segln el PSSM es mas probable que ocurra el residuo mutado que el original. Este patron nos
podria indicar que las mutaciones mas desestabilizante son las que menor efecto tienen sobre la
poblacién, dado a que no estan presentes de una forma significativa en la poblacion. A pesar de
afectar la estructura tridimensional de la proteina S, realmente no presentan un peligro por la baja
frecuencia en la poblacién. Sin embargo, esto no se puede afirmar ya que solo reflejan que esta en
baja proporcién dentro de la poblacion de estudio dado por la baja disponibilidad de secuencias de
SARS-CoV-2 en la region. Esto pone en evidencia que es necesario aumentar los esfuerzos por
mantener una vigilancia genémica activa.

De manera similar a lo discutido anteriormente, frecuencias >4 y <10% cuentan con un AAG
<-1,5y > 0 kcal/mol, lo que indica que se tiene un efecto levemente desestabilizante. Estas
mutaciones serian A570D, T95l, G142D, K417T, D950N, D1118H, S982A y T11171 y el PSSM
demuestra basicamente lo mismo que antes: otros residuos son mas favorables o el residuo original
es mas probable que ocurra, lo que concuerda con la frecuencia dentro de la poblacion. Una
excepcion es K417T (region RBD, Anexo 9) que el PSSM indica alta conservacion, pero esta
Gnicamente en 70 secuencias, por lo que, si pudiera llegar a verse de una manera mas frecuente,
pero para ello se necesita una muestra de secuencias mas representativa.

Las tres MPCs mas frecuentes, L452R (35.4%), N501Y (13.4%) y D614G (87.8%), se tienen
efectos levemente desestabilizante (<-1 kcal/mol), pero la D614G es mundialmente dominante, la
N501Y es mutacién de alta preocupacion y L452 ha sido descrita que tiene la capacidad de ayudar
a SC2 a evadir el sistema inmune y aumenta la afinidad por ACE2 al estar en la region RBD (Leung
et al., 2021; Motozono et al., 2021; Nelson et al., 2021; Ozono et al., 2021). Estas tres mutaciones
tienen la capacidad de hacer la proteina S més afin a ACE2, indicando que a pesar de ser levemente
desestabilizante si afectan a la estructura de manera significativa, por lo que es necesario estar alerta
por la aparicion de estas mutaciones en las secuencias.

En conjunto estos resultados muestran que a pesar de que los resultados muestran que algunas
mutaciones tienen un AAG levemente negativo si puede llegar a afectar de manera significativa la
estructura tridimensional, llegando a alterar la funcién de la proteina S. Adicionalmente, la baja
frecuencia en la poblacidon de estudio no refleja realmente el comportamiento del virus en la region,
dejando escaso el andlisis espacio temporal y llamando a aumentar los esfuerzos para tener un
programa de vigilancia genémica activa.
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B. ANALISIS DE ACOPLAMIENTO MOLECULAR

Los complejos que pertenecen a las secuencias EPI_ISL_1517411, EPI_ISL_1225513,
EPI_ISL_1811226, EPI_ISL_ 1196430 tienen menor energia de afinidad que el complejo de
referencia. Es importante notar que EPI_ISL_1517411 presenta una EU casi 87 veces menor que
la de referencia. Adicionalmente, este complejo es el mas estable de todos, teniendo una ED de -
29.4 kcal/mol, a comparacién de la referencia (Cuadro 6).

La mutacién en EPI _ISL_1517411, V503F, es levemente desestabilizante (>1 kcal/mol)
(Cuadro 5), siendo menos favorable que se produzca la mutaciébn a comparacion de otros
aminodacidos segln el PSSM. Esto es confirmado al estar presente (nicamente en una sola secuencia
(siendo el 0.1% de la poblacion) (Anexo 1). Segun la herramienta de CoV-Glue este cambio si
afecta la estructura, ya que F es mas grande que V e introduce aromaticidad, pero junto con los
resultados de GISAID nos indica que esta en baja frecuencia (0.01% de las secuencias) (CoV-Glue,
n.d.). Adicional a dicha mutacion, esta secuencia también cuenta con D614G y T11171 que D614G
se sabe que puede llegar a aumentar la afinidad por ACE2, llevando a una elevada infectividad
(Ozono et al., 2021). Ambas presentan un efecto levemente desestabilizante (Cuadro 5), lo que
podria explicar la elevada afinidad por ACE2, llegando a afectar la estructura tridimensional de la
proteina S de forma que alteran su conformacion. En conjunto estas tres mutaciones parecieran
funcionar en sinergia para elevar su afinidad por el receptor, y a pesar de ser alarmante estas
mutaciones no constituyen por si mismas una razén para clasificarlas como variante de interés
(\VdlI). La mutacion D614G es mundialmente dominante, pero la V503F se ve muy raramente, sin
embargo, es necesario mantener en vigilancia la aparicion de esta mutacién, porque no se puede
afirmar o negar si la elevada afinidad es a causa de una sinergia entre estas tres sustituciones o por
la mutacion V503F por si sola.

EPI_ISL 1225513 presenta la mutacién en RBD S459F, pero dicha mutacion no pudo ser
encontrada en la estructura cristalina 6V XX, por lo que no pudo ser evaluada el cambio de
estabilidad (Anexo 1). Sin embargo, no cuenta con otra mutacion en la proteina S, lo cual significa
gue estos efectos de afinidad elevada se deben exclusivamente a la mutacion, y a pesar de ser una
mutacion de peligro, no estéd presente en la poblacidn de una manera significativa (0.1%) (Anexo
1). De igual manera, a nivel mundial solo ha sido registrada en un total de 1930 secuencias segin
GISAID, indicando que es de bajo peligro. Sin embargo, no es debe tomarse a la ligera, ya que si
cuenta con mayor afinidad por ACE2, por lo que seria de tomar en cuenta a la hora de realizar una
vigilancia genémica

EPI_ISL 1811226 cuenta con la mutacion en RDB E484Q, que al igual que la mutacién
anteriormente mencionada, no pudo ser evaluada (ocurre lo mismo con otra mutacién en su
secuencia, A845S) (Anexo 1). Sin embargo, también cuenta con D614G que se ha demostrado que
presenta una mayor afinidad por ACE2, y es levemente desestabilizante; lo que es parte de la causa
del efecto de mayor afinidad por ACE2, pero muy posiblemente es a causa de una sinergia de estas
tres mutaciones (Cuadro 5) (Ozono et al., 2021). Por otro lado, esta secuencia es del linaje
B.1.1.328 (de mediados del 2020) estd en su mayoria en Costa Rica, pero realmente no es de
preocupacion, dado a que a nivel mundial se han detectado 46 secuencias (Emily Scher, n.d.;
Rambaut et al., 2020).

EPI_ISL_1196430 ademés de la mutacion levemente desestabilizante S494P (>1 kcal/mol)
(Cuadro 5), cuenta con D614G, P681H y T716l. De estas, es levemente desestabilizante (>1
kcal/mol) (Cuadro 5), P681H no esta en el estudio (Anexo 1), y T7161 presenta descoordinacion
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entre DeepDgg (-0.02 kcal/mol) y mCSM (0.08 kcal/mol). Sin embargo, el efecto del cambio de
estabilidad de esta Gltima es tan bajo en cualquiera de los programas que realmente no podria ser
significativo en la elevada afinidad sobre ACE2. Es por ello por lo que la mejorada afinidad por
ACE2 podria deberse a un efecto sinérgico de S494P y D614G (y P681H, pero no fue posible
determinar su efecto en la estructura). Muy probablemente esta mejora en la afinidad se debe a la
presencia de prolina en la posicion 494, llegando a afectar la estructura secundaria (la hélice o).
Esta desestabilizacion es el resultado de la falta del atomo de H de la amida en su estructura
principal, lo que evita que la prolina participe en la estabilizacion de los enlaces de hidrogeno
(Deller et al., 2016; Nick Pace et al., 2014; Sticke et al., 1992). Esta secuencia pertenece al linaje
B.1.575, pero realmente no es de importancia en la region, siendo identificada Unicamente 6 veces
(solamente en Costa Rica) y 3 veces en este estudio (Anexo 1) (Emily Scher, n.d.; Rambaut et al.,
2020). A pesar de la elevada afinidad por ACE2 que el complejo de referencia, no hay necesidad
de mantener una vigilancia de este linaje en Centroamérica.

Al tratarse de EVAW, EPI_ISL 4029266, EPI_ISL_1502939, EPI_ISL_3275178,
EPI_ISL_527757, EPI_ISL_3835382, EPI_ISL_4029280, EPI_ISL_1502908, EPI_ISL_1527015,
EPI_ISL_3275226, EPI_ISL_2157577, EPI1_ISL_3275319, EPI_ISL_1502946 y
EPI_ISL_1822780 se muestran resultados menores al complejo. En estos casos la EE es mayor, lo
que indica que las atracciones mas débiles juegan un papel mayor en estos complejos que las fuerzas
hidrofdbicas, creando un posible efecto desestabilizante. Un caso similar, es posible observarse con
EPI_ISL_3275184, EP1_ISL_4029266, EPI_ISL_1502939, EPI_ISL_3275178, EPI_ISL_527757,
EPI_ISL_3835382, EPI_ISL_4029280, EPI_ISL_1502908, EPI_ISL_1527015,
EPI_ISL_3275226, EPI_ISL_2157577, EPI_ISL_3275319, EPI_ISL_1502946 y
EPI_ISL_1822780, donde tienen menor EE y mayor EVdW, pero en su mayoria son mas inestables
(estando las diferencias dentro del rango de incertidumbre). De igual modo, estos ultimos
complejos todos tienen una mayor EU que el complejo de referencia, posiblemente por este efecto
de inestabilidad dentro de la estructura.

C. ANALISIS PREDICTIVO DEL PANORAMA DE GLICOSILACION

A excepcion de 6 secuencias, todas presentan GLO en las posiciones 673y 686 (97.1%, Cuadro
10). Sin embargo, la tercera posicion de referencia 673 esta presente Unicamente un 84.5%. Esto
coincide con lo que reporta la literatura, donde no siempre todos los sequones presentes estaran
glicosilados, dando un panorama de microheterogeneidad en la proteina S. No es posible determinar
que fue lo que causo esta falta de GLO, debido a que no siempre se presentan mutaciones proximas
a los sequones. Una causa probable es la presencia de mutaciones desestabilizantes en la proteina
(Cuadro 7), afectando la conformacién del péptido y asi afectando la disponibilidad superficial
hacia las glicosiltransferasas. Adicionalmente, podria ser efecto del metabolismo propio de cada
célula lo que afect6 el panorama de glicosilacidn, dando un efecto deletéreo de las GLO (Freeze &
Ng, 2013; Varki et al., 2017). Esto podria afectar de forma negativa al reconocimiento celular de
esta proteina, posiblemente llegando a evadir el sistema inmune. Dicho fendmeno es observado
para los sitios adicionales predichos 19, 22, 26, 29, 250, 688 y 689 (Cuadro 12). De manera similar
como con las GLO, las GLN también fueron afectadas, dando 203/206 sequones de referencia
glicosilados. Adicionalmente, se detectaron como positivos 2 sequones, en la posicion 20 y 188,
dando asi un patron modificado de GLN en la proteina S, aunque en menor grado que GLO. Sin
embargo, estas PTM juegan un rol muy importante en la funcion de la proteina S, dado a que esta
altamente glicosilada (en mayor grado GLN que GLO) puede afectar su interaccion a nivel
extracelular e intracelular (Walls et al., 2020; Zhao et al., 2021).
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Como es evidente, las mutaciones no solo influyen directamente en la afinidad con ACE2,
también influyen en el patrén de glicosilacién de la proteina S. En gran medida el principal efecto
gue tiene las mutaciones es afectar la conformacién de la proteina al desestabilizarla llevando a
cambios en torcion, area disponible para interaccion, y cambiando la disponibilidad de interaccion
de algunos residuos al afectar al estructura secundaria (Kazlauskas, 2018; Kuroda & Tsumoto,
2020; Nick Pace et al., 2014). Esto tiene grandes implicaciones, ya que los oligosacaridos
contribuyen al plegamiento de la proteina S, inciden en el cebado de las proteasas del huésped y
regulan el reconocimiento de anticuerpos (Shajahan et al., 2021; Walls et al., 2020; Yuan et al.,
2020). Los glucanos también desempefian diversas funciones en las superficies de las células
huésped y los virus. Aunque varios mecanismos de union virus-hospedador incluyen directamente
la interaccidn proteina-proteina, los carbohidratos sirven de manera similar como receptores
primarios o correceptores que contribuyen al tropismo celular y la restriccion del virus por parte
del hospedador (Raman et al., 2016). Esto quiere decir que las interacciones entre superficies
enriquecidas por glucanos complejos y también son reconocidas como proteinas de unién a
glucanos (GBP), jugando un papel sustancial en la infeccién por varios virus (Lin et al., 2020). Se
ha informado de una glicosilacién extensa en la interfaz del complejo RBD-ACE2, lo que
demuestra que los glicanos desempefian un papel en la modulacion de las interacciones. La entrada
viral en las células hospedadoras se inicia mediante la interaccidn del virion con factores de unién
a la superficie celular y los glucanos de la célula hospedadora a menudo sirven como las lineas
frontales de los contactos iniciales para facilitar la union de alta afinidad siguiente a los receptores
especificos del virus (Koehler et al., 2020). Esto expresa la preocupacion por los cambios en la
modulacion del patron de glicosilacion afectados en parte por las mutaciones encontradas.

D. ANALISIS DE RECOMBINACION

Los resultados de los gréaficos de similitud demuestran que hay evidencia de recombinacién en
las secuencias de Centroamérica utilizadas en esta estudio. No existe realmente una disimilitud
significativa, siendo en mas de 99.7% similares entre si. Esto concuerda con la literatura, donde
estudios recientes de SC2 muestran niveles bajos de recombinacion. Un estudio del 2021 con gran
parte de las secuencias disponibles en la base de datos de GISAID encontrdé eventos de
recombinacién a nivel mundial, pero en Unicamente 606 secuencias. Ellos utilizaron 1.6 millones
de secuencias, y si se usa esta razon para predecir recombinacion en la poblacién de Centroamérica,
se tendria un total de 0.7 secuencias (Turkahia et al., 2021; VanInsberghe et al., 2021). En otras
palabras, no seria detectable de ninguna manera, por lo que se puede decir no existe evidencia de
que haya eventos de recombinacion detectables. Sin embargo, dado a la baja cantidad de secuencias
disponibles de alta calidad no se puede decir con certeza esto, por lo que es necesario tener mas
informacion genética de cada pais de manera continua, para tener asi un panorama completo en el
tiempo.
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VIIl. CONCLUSIONES

A. Lamutacién que presenta un mayor efecto desestabilizante se encuentra en muy baja frecuencia
en la poblacion. De manera inversa, las mutaciones con un AAG cercano a 0 estan en mayor
proporcion. Sin embargo, esto no significa que no puedan afectar a la estructura tridimensional,
sino que pueden tener un efecto de manera mas leve en la region de Centroamérica, pero como
mencionado anteriormente, los resultados pueden ser afectados por la cantidad de secuencias
disponibles por pais.

B. Al analizar el comportamiento de las mutaciones a nivel de interaccion proteina-proteina fue
posible identificar que si hay modelos que presentan mayor afinidad al receptor ACE2.
Evidenciado por los anélisis de acoplamiento, la combinacion de V503F, D614G y T11171
tienen un efecto significativo sobre la proteina S, llevando a 87 veces menor tener energia de
unién la secuencia de referencia de SARS-CoV-2. Nuevamente, se encuentra en baja
proporcidn, pero no significa que no esté presente en la region, sino que dentro de las muestras
utilizadas para secuenciacién estuvo una Unica vez. Adicional a esto, se puede decir que S459F
eleva la afinidad por ACE2, dado por la falta de otras mutaciones en la secuencia. Sin embargo,
esta en baja proporcion en la poblacion, pero como mencionado anteriormente, no significa
gue no esté presente en la region. Las mutaciones en el linaje B.1.1.328 llevaron a una unién
maés estable y fuerte con ACE2, pero se han detectado pocas secuencias, por lo que no es de
preocupacion. Adicionalmente, el linaje B.1.575 también es mas afin por ACE2, denotando
nuevamente que a pesar de que las mutaciones tienen un efecto levemente desestabilizante
pueden afectar la estructura y funcion de la proteina S.

C. Se pudo observar un panorama modificado de glicosilaciones ligadas a N y a O, dando patrén
de microheterogeneidad en la proteina S. Una causa probable es la presencia de mutaciones
desestabilizantes en la proteina, lo cual podria afectar la disponibilidad por glicosiltransferasas.
Estos cambios son preocupantes, dado a los posibles efectos sobre la antigenicidad de la
proteina S y su interaccion con ACE2.

D. No fue posible identificar ningin evento de recombinacion en las secuencias de Centroamérica,
dado por una alta similitud entre las mismas. Esto concuerda con los hallazgos mundiales, que
revelan que las tasas de recombinacién son bajas y dificiles detectar.

IX. RECOMENDACIONES

Multiples resultados llevaban a la misma conclusidn, el efecto que se observd se encuentra en
baja proporcion, pero no refleja que no esté de manera significativa en la region, sino que pocas
secuencias muestran este efecto. La cantidad secuencias de SARS-CoV-2 generadas para la region
centroamericana es baja, por lo que no permite realizar una evaluacion significativa del patron de
comportamiento del SARS-CoV-2 en el tiempo. Es un desafio para la region aumentar los esfuerzos
en la vigilancia gendmica. Sin embargo, los resultados de este estudio refuerzan la importancia de
mantener un programa de vigilancia gendémica de manera activa, que genere informacién
epidemioldgica que ayude a mitigar amenazas y controlar la dispersion del virus.
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XI.  ANEXOS

Anexo 1: Lista completa de frecuencia de mutaciones en la proteina S en las secuencias de Centroamérica del SARS-
Cov-2. * Estas secuencias no pudieron ser analizadas con las estructuras cristalinas disponibles por los distintos
programas (algunos residuos no pudieron ser resueltos dentro de los modelos), es por ello por lo que no estan presentes
en el estudio.

Mutacion Frecuencia  Porcentaje Mutacion Frecuencia  Porcentaje Mutacion Frecuencia  Porcentaje

D614G 1516 87.8 A348S 3 0.2 V227L 1 0.1
L452R 611 354 A522V 3 0.2 Q218H 1 0.1
D215Y 377 218  A1078S 3 0.2 G35C 1 0.1
N501Y 231 134 D253N 3 0.2 H69Y 1 0.1
P681H* 205 119 E1195A 3 0.2 Gl42L 1 0.1
T478K 161 9.3 G1219v 3 0.2 N211R 1 0.1
D950N 158 9.1 D950H 3 0.2 L922F 1 0.1
T19R 151 8.7 N1074S 3 0.2 AG26V 1 0.1
P681R 149 8.6 N188K 2 0.1 P812S 1 0.1
T951 146 8.5 H49Y 2 0.1 E340G 1 0.1
T11171 133 7.7 N30H 2 0.1 L270H 1 0.1
E484K* 131 7.6 T291 2 0.1 F238C 1 0.1
T716l 128 7.4 P174S 2 0.1 G261V 1 0.1
R158G 124 7.2 T201 2 0.1 N211S 1 0.1
A570D 121 7.0 T73I 2 0.1 E324K 1 0.1
S982A 121 7.0 V308L 2 0.1 N185D 1 0.1
D1118H 121 7.0 E96G 2 0.1 Y248C 1 0.1
T10271 111 6.4 Y144D 2 0.1 K77T 1 0.1
G142D 106 6.1 T5471 2 0.1 A570S 1 0.1
H655Y 81 4.7 POL 2 0.1 AG7S 1 0.1
L18F* 80 4.6 F157L 2 0.1 G446S 1 0.1
V1176F* 79 4.6 P384L 2 0.1 S704L 1 0.1
P26S* 78 4.5 V11F 2 0.1 T8591 1 0.1
D138Y 76 4.4 E484Q 2 0.1 E1195Q 1 0.1
T20N* 71 4.1 S1511 2 0.1 E156A 1 0.1
R190S 70 4.1 V143F 2 0.1 A1022S 1 0.1
K417T 69 4.0 D80H 2 0.1 G181R 1 0.1
G1219C* 42 24 N1187S 2 0.1 E180V 1 0.1
AG8BV* 40 2.3 G446V 2 0.1 V6221 1 0.1
S131* 39 2.3 T3071 2 0.1 F342L 1 0.1
W152R 33 1.9 A623S 2 0.1 V5341 1 0.1
M153T* 33 19 D1163Y 2 0.1 S50L 1 0.1
S735A 33 1.9 AB52S 2 0.1 W258C 1 0.1
W152C* 31 1.8 K558N 2 0.1 G142P 1 0.1
K1191IN* 29 1.7 R214G 2 0.1 L242F 1 0.1
R346K 27 16 L212A 2 0.1 S112L 1 0.1
F1052Y 26 1.5 A846V 2 0.1 E309A 1 0.1
W64R 24 14 AGB4V 2 0.1 V143G 1 0.1
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Mutacion Frecuencia  Porcentaje Mutacion Frecuencia Porcentaje Mutacion Frecuencia  Porcentaje

V213A 5 0.3 K1073M 1 0.1 Y145D 1 0.1
Q675H 5 0.3 R21T 1 0.1 V2891 1 0.1
A879S 5 0.3 1210T 1 0.1 Q957R 1 0.1
Y144T 5 0.3 V367F 1 0.1 K304R 1 0.1
ES83D 5 0.3 Y2661 1 0.1 P1263L 1 0.1
F157V 5 0.3 V171D 1 0.1 L938F 1 0.1
L560Q 5 0.3 A93T 1 0.1 T1231A 1 0.1
S221L 4 0.2 F32L 1 0.1 A942V 1 0.1
V622F 4 0.2 P82H 1 0.1 T7911 1 0.1
T573I 4 0.2 L118I 1 0.1 A1080S 1 0.1
T22] 4 0.2 F490L 1 0.1 D1184E 1 0.1
VG6F 4 0.2 Q52H 1 0.1 S929N 1 0.1
N658D 4 0.2 T191 1 0.1 E654Q 1 0.1
Q52R 4 0.2 A67D 1 0.1 L582F 1 0.1
N439K 4 0.2 D138N 1 0.1 AB846S 1 0.1
S12C 4 0.2 D88H 1 0.1 V1189l 1 0.1
Q23E 4 0.2 P209R 1 0.1 A1087S 1 0.1
P479S 4 0.2 GT72E 1 0.1 Q1201H 1 0.1
S46L 4 0.2 Y265N 1 0.1 A1190S 1 0.1
N679K 4 0.2 A411S 1 0.1 K1157N 1 0.1
T572] 4 0.2 E554G 1 0.1 1896T 1 0.1
M12371 4 0.2 VI11l 1 0.1 T778A 1 0.1
S939F 4 0.2 Y 144F 1 0.1 S1252F 1 0.1
F888L 4 0.2 V1591 1 0.1 11130V 1 0.1
A899S 3 0.2 F306L 1 0.1 V1094| 1 0.1
A27V 3 0.2 V143S 1 0.1 E1151D 1 0.1
P26L 3 0.2 G142S 1 0.1 V1264A 1 0.1
R78K 3 0.2 G75A 1 0.1 ABYAT 1 0.1
D80G 3 0.2 Gr2v 1 0.1 AB23V 1 0.1
D80Y 3 0.2 V503F 1 0.1 V11771 1 0.1
G257V 3 0.2 Y 248F 1 0.1 L828F 1 0.1
S12F 3 0.2 F220L 1 0.1 C1254F 1 0.1
L141Y 3 0.2 E309Q 1 0.1
AB45S 3 0.2 D138V 1 0.1

Anexo 2: Frecuencia de mutaciones en las secuencias de SARS-CoV-2 en Belice. Tal como en el resto de los paises, la
mutacion D614G es la dominante, aunque se presenta en siguiente lugar seria W152R.

Mutacion Frecuencia Porcentaje

D614G 29 100.0
W152R 7 241
N188K 2 6.9
T732A 2 6.9
H655Y 1 3.4
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Mutaciéon Frecuencia Porcentaje

T478K 1 3.4
V4071 1 3.4
P681H 1 3.4

Anexo 3: Frecuencia de mutaciones en las secuencias de SARS-CoV-2 en El Salvador. Al igual que el resto de los
paises, la mutacion mas frecuente es D614G. La siguiente mutacion mas frecuente es L452R

Mutacion  Frecuencia Porcentaje  Mutacion  Frecuencia Porcentaje  Mutacion  Frecuencia  Porcentaje

D614G 53 100.0 W64R 5 9.4 S982A 2 3.8
L452R 32 60.4 T19K 3 5.7 D1118H 2 3.8
W152C 15 28.3 L452Q 3 5.7 T29I 1 1.9

S13l 14 26.4 F490S 3 5.7 K1191N 1 1.9
M153T 9 17.0 T859N 3 5.7 E96G 1 1.9
P681H 9 17.0 T716l 2 3.8 D80Y 1 1.9
D215Y 7 13.2 N501Y 2 3.8 G446S 1 1.9
AG88V 7 13.2 G75vV 2 3.8 A623S 1 1.9
T10271 7 13.2  A570D 2 3.8 S704L 1 1.9
F1052Y 7 13.2 S46L 2 3.8 AB4TS 1 1.9
S735A 6 11.3 T761 2 3.8 A845V 1 1.9

Anexo 4: Frecuencia de mutaciones en las secuencias de SARS-CoV-2 en Guatemala. Al igual que los otros paises la
mutacion D614G es la dominante. De igual modo que El Salvador, la siguiente mutacion mas frecuente es L452R.

Frecuenci  Porcentaj Frecuenci Porcentaj Frecuenci Porcentaj

Mutacion a o Mutacion a o Mutacion A N
D614G 329 99.7 A348S 3 0.9 P209R 1 0.3
L452R 198 60.0 T76l 3 0.9 GT72E 1 0.3
D215Y 95 28.8 L452Q 3 0.9 S254F 1 0.3
T478K 82 24.8 A522V 3 0.9 D80H 1 0.3
D950N 81 245 F490S 3 0.9 A845S 1 0.3
T19R 79 23.9 D253N 3 0.9 E324K 1 0.3
G142D 23.3 K1191 0.6 N185D 0.3
77 N 2 1

P681R 77 23.3 P26L 2 0.6 Y248C 1 0.3
R158G 76 23.0 T573I 2 0.6 K77T 1 0.3
T95I 72 21.8 R78K 2 0.6 A570S 1 0.3
N501Y 35 10.6 T221 2 0.6 T3071 1 0.3
P681H 30 9.1 D80G 2 0.6 AGB7S 1 0.3
E484K 29 8.8 Y144D 2 0.6 A879S 1 0.3
T10271 29 8.8 V6F 2 0.6 A688S 1 0.3
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Anexo 5: Frecuencia de mutaciones en las secuencias de SARS-CoV-2 en Honduras. Tal como en el resto de los paises,
la mutacién mas frecuentes es D614G. Sin embargo, a comparacion del resto, la siguiente seria T10271.

Mutacion  Frecuencia Porcentaje  Mutacion  Frecuencia Porcentaje  Mutacion  Frecuencia Porcentaje

D614G 40 100.0 D138Y 2 5.0 D215G 1 2.5
T10271 22 55.0 P26S 2 5.0 P82H 1 2.5
AG8B8V 20 50.0 TI19R 2 5.0 L118I 1 2.5
P681H 16 40.0 T951 2 5.0 L18R 1 2.5
S735A 14 35.0 E484K 2 5.0 A570D 1 2.5
M153T 13 325 T20N 2 5.0 N211S 1 25
W64R 13 325 Gl42D 2 5.0 Q677/H 1 2.5
F1052Y 13 325 R158G 2 5.0 Q675H 1 2.5
L18F 8 20.0 V1176F 2 5.0 N440K 1 25
L452R 7 17.5 R190S 2 5.0 T732A 1 2.5
N148T 6 15.0 K417T 2 5.0 N679K 1 2.5
G769R 6 15.0 P681IR 2 5.0 D215N 1 25
D215Y 5 12.5 D950ON 2 5.0 Y508H 1 2.5
T478K 3 7.5 R158S 1 2.5 V5121 1 2.5
N501Y 3 7.5 T7161 1 2.5 A701V 1 25
Q677P 3 7.5 T22] 1 2.5 S982A 1 2.5
H655Y 2 5.0 F32L 1 2.5 D1118H 1 2.5

Anexo 6: Frecuencia de mutaciones en las secuencias de SARS-CoV-2 en Panama. Al igual que El Salvador y
Guatemala las mutaciones més frecuentes son D614G y L452R.

Frecuenci Porcentaj . Frecuenci Porcentaj . Frecuenci Porcentaj
a e Mutacion a e Mutacion a e

Mutacién

D614G 266 56.7 G181A 1 3.4 E96G 1 3.4
L452R 121 417.2 V367L 1 3.4 T221 1 3.4
D215Y 107 369.0 K1191IN 1 3.4 V171D 1 3.4
G842S 9 31.0 A419S 1 3.4 A93T 1 3.4
H655Y 5 17.2 T470N 1 3.4 P384L 1 3.4
L9481 5 17.2 T307S 1 3.4 L922F 1 3.4
S221L 3 10.3 T73I 1 3.4 AB26V 1 3.4
V1176F 3 10.3 T573I 1 3.4 A845S 1 3.4
N30H 2 6.9 M153T 1 3.4 P812S 1 3.4
P174S 2 6.9 AB688V 1 3.4 Q677P 1 3.4
T201 2 6.9 E1188Q 1 3.4 E340G 1 3.4
V622F 2 6.9 H1058Y 1 3.4 L270H 1 3.4
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Mutacién

Frecuenci
a

Porcentaj
e

Mutacion

Frecuenci
a

Porcentaj
e

Mutacion

Frecuenci
a

Porcentaj
e

A27V 2 6.9 K1073N 1 3.4 F238C 1 34
L5F 2 6.9 F565L 1 3.4 G261V 1 3.4
N1187S 2 6.9 Q23L 1 3.4 K558N 1 34
G446V 2 6.9 T7161 1 3.4 D796H 1 34
T5721 2 6.9 S459F 1 3.4 A846V 1 3.4
H49Y 1 3.4 A1070V 1 3.4 E583Q 1 34
N1074 K1073
D 1 3.4 M 1 3.4 A1078S 1 3.4
Q1180L 1 34 R21T 1 3.4 S659L 1 34
M1L 1 3.4 1210T 1 3.4 N658T 1 3.4
V1129
A899S 1 34 V367F 1 3.4 L 1 34
T29I 1 34 R78K 1 3.4 T719I 1 3.4
C1253Y 1 3.4 Y2661 1 3.4 S689I 1 34
L141F 1 3.4
Anexo 7: Frecuencia de mutaciones en las secuencias de SARS-CoV-2 en Costa Rica. Al igual que El Salvador y
Guatemala las mutaciones mas frecuentes son D614G y L452R.
Mutacion Frecuenci Porcentaj Mutacion Frecuenci Porcentaj Mutacion Frecuenci Porcentaj
a e a e a e
D614G 799 99.1 W152R 3 04 D80H 1 0.1
L452R 253 314 G257V 3 04 N211R 1 0.1
N501Y 191 23.7 S12F 3 0.4 A845S 1 0.1
D215Y 163 20.2 L141Y 3 0.4 N440K 1 0.1
P681H 149 18.5 L452Q 3 0.4 A263S 1 0.1
T11171 131 16.3 N679K 3 0.4 T3071 1 0.1
T716l 112 13.9 F490S 3 0.4 AB623S 1 0.1
A570D 106 13.2 E1195A 3 0.4 T8591 1 0.1
S982A 106 13.2 S939F 3 0.4 E1195Q 1 0.1
D1118
H 106 13.2 T859N 3 0.4 E156A 1 0.1
E484K 100 124 N1074S 3 0.4 A1022S 1 0.1
T478K 75 9.3 A899S 2 0.2 G181R 1 0.1
D950N 75 9.3 V622F 2 0.2 E180V 1 0.1
T95I 72 8.9 V6F 2 0.2 V6221 1 0.1
T19R 70 8.7 G75v 2 0.2 F342L 1 0.1
P681R 70 8.7 D80Y 2 0.2 K558N 1 0.1
P26S 55 6.8 V11F 2 0.2 V534] 1 0.1
V1176F 55 6.8 E484Q 2 0.2 S50L 1 0.1
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Anexo 8: Presencia de glicosilaciones ligadas a O en las secuencias de Centroamérica. Aqui se encuentran Unicamente
aquellas secuencias con predicciones de en las posiciones 673, 678 y/o 686.

Secuencia Posicion  Puntaje Secuencia Posicion  Puntaje Secuencia Posicién  Puntaje
EPI_ISL_ EPL_ISL_
673 0.500 327517 686 0.567 402933 686 0.532
EPI_ISL_ 8 6
93 678 0557 EPLISL. 673 0588 o 673 0586
686 0.525 215755 678 0.634 914803 678 0.635
EPI ISL 673 0.574 1 686 0.529 686 0.563
122554 678 0.616  EPI_ISL_ 673 0.595 EPI ISL 673 0.531
215734 P
8 686 0.519 4 686 0.575 914828 686 0.537
150297 678 0.665 327521 678 0.678 402933 678 0.597
2 686 0.603 4 686 0.632 3 686 0.517
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Secuencia Posicion Puntaje Secuencia Posicion Puntaje Secuencia Posicién  Puntaje
sl 673 0574 EPLBL T 673 0S80 g 673 0603
182276 678  0.617 ] 686 0544 402029 678  0.628
3 686 0519 EPLISL. 673 0595 6 686 0527
EPLISL. 673 0571 S o' 686 0572 _, o 673 0530
1507298 678  0.606 EPIISL_ 673  0.562 434536 678  0.618
686 0516 402027 678 0597 686  0.612
EPLISL. 673  0.629 6 686 0518 EPILISL_ 673  0.630
122554 678 0666 EPIISL_ 673 0578 106760 678  0.671
0 686  0.603 402926 678  0.620 5 686  0.612
673 0547 8 686 0513 EPLISL. 673 0513

EPI_ISL_ EP| ISL 402932
12058 678 0625 - 673 0546 5 686 0523
6 686  0.536 3 686 050 . 673 0584
EPIISL_ 673 0574 FEPIISL_ 673 0556 oo 678 0630
122551 678 0617 402927 678  0.612 686  0.536
4 686 0521 3 686 0527 . 673 0640
EPLISL 673 0528 EPIISL_ 673 0558 oooo 678 0.652
122539 678 0625 215736 678 0574 686  0.546
7 686  0.526 0 686 0550 EPILISL 673  0.640
EPLISL 673 0516 EPLISL. 673 0571 106758 678  0.670
150296 678 0566 402928 678  0.607 8 686  0.572
5 686  0.500 4 686 0516 FEPILISL_ 673  0.599
EPI_ISL_ 673 0.593 EPI_ISL_ 673 0.537 402931 678 0.672
122548 678 0681 402028 678 0581 9 686  0.625
8 686  0.632 5 686 0519 EPLISL. 673 0516

402930
eplisL 678 0831 g 673 0538 p 686 0525
122543 678 0617 215758 678 0583 EPLISL. 673 0594

9 0 402932
686  0.611 686  0.506 5 686  0.574
673 0574 673 0592 EPLISL. 673 0530

EPLISL_ EPI_ISL 402932
122548 678 0616 gz 678 0636 A 686  0.514

7

686 0521 686 0527 . 673 0500
EPLISL_ 673 0514 EPIISL. 673 0550 o ,oo-o 678 0555
150291 678 0563 344672 678 0573 686 0525
3 686  0.500 2 686 0500 EPLISL. 673 0591
673 0578 673 0570 % 686 0556
EPIISL. 678 0619 EPLISL. 678  0.609 673 0592

150312 215757 EPI_ISL_
8 686  0.513 ! 686 0525 0% g8 0671
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Secuencia Posicion Puntaje Secuencia Posicion Puntaje Secuencia Posicién  Puntaje
EPIISL__ 673 0575 EPILISL___ 673  0.574 686  0.604
182277 678  0.616 153398 678  0.608 EPIISL_ 673  0.662
9 686  0.517 7 686  0.523 303779 678  0.713
EPIISL. 673 0561 EPIISL. 673  0.575 8 686  0.648
150290 678  0.595 215757 678  0.617 673  0.574
8 686  0.509 9 686 0522 EPLISL. 678 0617
EPI_ISL_ 181122
150284 673 0.562  EPLISL_ 673 0.575 6 686 0.521
7 402927
678  0.598 2 678 0617 EPLISL_ 673  0.641
686  0.516 686  0.517 152701 678  0.655
EPIISL_ 673 0629 EPIISL_ 673 0551 7 686  0.548
150294 678  0.666 327523 678 0579 EPLISL. 673 0574
1 686  0.603 1 686  0.515 171239 678  0.617
EPIISL_ 673 0574 EPLISL. 673  0.565 8 686 0515
12253 678  0.587 402928 678  0.620 FEPIISL_ 673 0577
5 686 0511 6 686  0.555 137940 678  0.617
EPIISL_ 673 0588 EPLISL_ 673  0.590 5 686  0.520
150290 678  0.632 383538 678  0.672 EPLISL_ 673  0.646
0 686  0.520 5 686  0.634 171240 678  0.713
—_— 673 0500 EPLISL. 673  0.603 3 686  0.640
_ISL_ 215735
182276 678  0.557 ; 686  0.635 EPIISL_ 673  0.590
o 686 0530 EPILISL_ 673 0578 2108336 678  0.672
EPLISL_ 673  0.586 402927 678  0.619 686  0.632
122555 678  0.623 0 686  0.513 673  0.641
2 686 0528 EPLISL_ 673 0541 EPLISL_ 678  0.594
epLisL 673 0501 9% ggs  osea 00 egs 0.5
1509293 678 0633 EPLISL 673 0551 EPLISL_ 673  0.589
686  0.535 150308 678  0.574 137940 678  0.621
— 673  0.574 5 686  0.500 1 686  0.516
0 686 0521 327522 678 0.606 0 686 0.546
EPIISL_ 673  0.502 0 686 0513 EpLISL 673  0.592
122545 678  0.606 EPIISL_ 673  0.575 171239 678  0.631
9 686  0.531 153398 678  0.617 3 686  0.534
EPIISL_ 673  0.588 9 686 0519 EPIISL_ 673  0.588
150294 678  0.626 EPIISL_ 673  0.601 303781 678  0.665
9 686  0.531 331004 678  0.687 0 686  0.624
673  0.609 7 686 0626 EPLISL. 673 0521
EPI_ISL_ EPI ISL 106762
122549 678  0.647 Goep7 673 0513 . 686  0.514
2
686  0.599 4 686  0.525 673  0.585
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Secuencia Posicion Puntaje Secuencia Posicion Puntaje Secuencia Posicién  Puntaje
EPI_ISL_
673 0531 EPI ISL 673 0.565 171240 678 0.646
EPI_ISL _IsL_
496764 327522 4
678 0.620 6 678 0.623 686 0.567
686 0.615 686 0519 o (oL 673 0.635
EPIISL_ 673 0.516 673 0.573 1E1735 678 0.666
182278 g5 0521 EPLISL. 678 0621 5 686 0568
402926
; EPI_ISL_
EPIISL_ 673 0.574 686 0.524 106762 678 0.511
122552 2
6 678 0616 EPIISL_ 673 0.601 EPIISL_ 673 0.603
686 0.520 352779 678 0.686 171242 678 0.656
—_— 673 0.500 1 686 0.626 0 686 0.602
Gosiz 678 0557 EPLISL_ 673 0528 oy oL 673 0.576
402927 _ISL_
3 686 0.531 . 686 0.564 120143 678 0.617
EPIISL_ 673 0604 o 673 0.589 8 636 0.520
150284 678 0.632 oisals 678 0.645 EPIISL_ 673 0.580
4 636 0.533 686 0.548 227300 678 0.640
673 0589 EPLISL_ 673 0.645 1 686 0.556
NCOIS e7s oest P 686 0580 EPiisL. 673 0500
B 686 0577 oo 673 0.585 2105338 678 0.556
EPIISL_ 673 0.574 oiseg; 678 0.631 636 0.518
122538 678 0.587 686 0536 EPIISL_ 673 0.577
2 636 0511 o 673 0.584 171238 678 0.653
—_— 673 0.530 oisecs 678 0.630 3 686 0.563
lEoogg 678 0.570 686 0536 EPLISL_ 673 0.531
282799
1
686 0500 Lo g 673 0.576 s 686 0.513
EPI ISL 673 0.650 491439 678 0.624 EPI ISL 673 0.538
150290 678 0.713 686 0.524 277300 678 0.686
7 686 0.645  EPL_ISL_ 673 0.574 4 686 0.750
EPIISL_ 673 0.576 106760 @78 0.616 EPI_ISL_ 673 0.600
122543 678 0.617 7 686 0.520 303782 678 0.680
7 686 0520 EPLISL_ 673 0.524 6 686 0.627
o oL 678 0539 1058 g6 0538 673  0.586
150294 EPI_ISL_ Epz'ggsz'ﬁ
6 686 0.530 106760 678 0.533 ; 678 0.672
6
—_— 673 0.592 673 0.514 686 0.632
el 678 0.631 EPIISL_ 678 0563 EPLISL_ 673 0.571
769988 227296
7 636 0.534 686 0.500 7 678 0.578
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Secuencia Posicion Puntaje Secuencia Posicion Puntaje Secuencia Posicién  Puntaje
EPL_ISL_ 673 0.575 EPI ISL 673 0.596 EPI_ISL_ 673 0.635
122547 678 0.617 770024 678 0.655 119642 678 0.666
8 686 0.517 686 0.558 5 686 0.570
673 0.590 EPLISL_ 673 0.536 673 0.641

EPI_ISL 402934 EPLISL_
496834 678 0.631 5 678 0.573 265767 678 0.594

8

686 0.577 EPLISL_ 673 0.635 686 0.518
EPI ISL 673 0.574 106760 678 0.666  EPI_ISL_ 673 0.581
496671 678 0.587 3 686 0.570 151741 678 0.639
686 0.511 EPI ISL 673 0.574 1 686 0.583
EPL_ISL_ 673 0.613 557753 678 0.616 EPI_ISL_ 673 0.612
122551 678 0.670 686 0.518 182750 678 0.640
3 686 0.627 673 0.563 9 686 0.595
673 0.588  EPI_ISL_ 678 0.607  EPI_ISL_ 673 0.527

EPLISL_ 914811 303783
122551 678 0.609 686 0.520 8 686 0.513
5 686 0.539 EPI ISL 673 0.574  EPLISL_ 673 0.597
EPL_ISL_ 673 0.592 682236 678 0.616 227298 678 0.664
150292 678 0.631 686 0.520 0 686 0.624
1 686 0.534 EPI ISL 673 0.512 EPLISL_ 673 0.629
EPL_ISL 673 0.574 527746 678 0.560 152701 678 0.666
122550 678 0.617 686 0.526 3 686 0.603
8 686 0.521 EPI ISL 673 0.582 EPLISL_ 673 0.536
EPL_ISL_ 673 0.586 914813 678 0.649 120143 678 0.575
122554 678 0.630 686 0.568 9 686 0.518
6 686 0.534 673 0.579 673 0.574
EPLISL 673 0511 TEblo 678 0632 oobe 678 0616
150285 678 0.556 686 0.580 686 0.515
7 686 0.525 EPI ISL 673 0.574  EPLISL_ 673 0.576
EPL_ISL 673 0.597 434533 678 0.617 210338 678 0.617
122540 678 0.633 686 0.521 3 686 0.520
5 686 0.572  EPLISL_ 673 0.551 EPLISL_ 673 0.590
EPI_ISL_ 673 0.533 327531 678 0.608 106762 678 0.654
215755 678 0.632 9 686 0.505 S 686 0.617
2 686 0.534 673 0.574  EPI_ISL_ 678 0.540

EPI_ISL 250272
EPI ISL 673 0.540 527754 678 0.616 9 686 0.535
837584 678 0.555 686 0.521 EPLISL_ 673 0.589
686 0.554 EPI ISL 673 0.590 182751 678 0.619
EPL_ISL_ 673 0.590 512668 678 0.626 7 686 0.528
402941 678 0.672 686 0.533 673 0.592
3 686 0.632 673 0.604 EPLISL_ 678 0.636

EPIL_ISL_ 171240
673 0.561 671974 678 0.672 S 686 0.533
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Secuencia Posicion Puntaje Secuencia Posicion Puntaje Secuencia Posicién  Puntaje
o 1oL 678 0597 686 0.609 673 0525
402926 EPLISL_
: 686 0515 673 0584 265767 686  0.526
EPI_ISL_ 7
EPI ISL 673 0.599 914814 678 0.630 EPLISL_ 673 0.553
_ISL_ 171239
327524 678 0.672 686 0536 ; 686  0.544
1 686 0625 o 1oL 673 0640 EPLISL. 673 0520
EPI ISL — = 265768
LS. 678 0537 32759 678 0.670 A 686 0528
2 686 0521 1 686 0573 EPILISL 673  0.640
EPLISL_ 673 0561 o 673 0581 152701 678  0.695
150308 678 0596 egooz 678  0.620 5 686 0615
8 686 0511 686 0518 o 1oL 673 0500
EPLISL 673 0516 o 1o 673 0570  yigg7 678 0.554
402928 - =
A 678 0552 402934 678  0.607 2 686 0525
EPIISL. 673  0.562 4 686 0530 EPILISL_ 673  0.647
27523 678 0606 L, o 673 0500 137942 678  0.605
8 686 0519 “=> 678 0557 4 686 0526
EPIISL. 673 0597 686 0525 EplLISL 673  0.621
27518 678 0627 o 673 0510 151741 678  0.632
4 686 0526 = zo-= 678 0558 2 686 0.500
EPLISL. 673  0.567 686 0530 FEPILISL 673 0574
402928 678 0.604 EPI ISL 673 0.640 151740 678 0.617
3 686 0510 “o-on> 678 0.653 4 686 0521
o s 673 0.596 686 0547 EPLISL. 673  0.556
402929 678 0.640 673 0579 7% egs 0527
4 686 0528 Epgg'%g 678 0620 EPLISL. 673 0538
327435
eplisL 673 0573 686 0517 ) 686 0517
402926 678 0.621 o oL 673 0563 EPLISL. 673  0.552
7 - = 327435
686 0524 402933 678  0.600 A 686 0527
o 1oL 673 0.563 4 686 0519 EPLISL 673 0517
_ISL_ 327435
327504 678 0.600 673 0584 A 686 0515
5 686 0519 EP5'§'757';; 678  0.630 EPLISL 673 0514
EPLISL 573 (504 686 0536 2/ 6gs 0527
383539 : : 6 :
3 686 0562 EPLISL. 673 0564 EPLISL. 673 0518
EPIISL_ 402933 327435
- 673 0587 A 678  0.606 : 686 0515
8 678  0.701
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Anexo 9: Distribucién de las mutaciones en los distintos dominios de Subunidad S1 la proteina S del SARS-Cov2 en
las secuencias de Centroamérica. La mayoria de las mutaciones en las secuencias se encuentran presentes en el dominio
del péptido de sefial (SP, 8), amino terminal (NTD, 141) o la regién de unién al receptor (RBD, 42), mientras que
Unicamente 44 mutaciones estan presentes fuera de la subunidad S1 (FDS1).

Estructura Posicibn Mutacion Estructura Posicion Mutacion Estructura Posicibn  Mutacion

1 M1L 144 Y144V 384 P384L
5 L5F 145 Y 145N 407 V4071
6 V6F 145 Y145S 408 R408T
SP 9 POL 145 Y145D 411 A411S
11 V11F 146 H146N 417 K417T
12 S12C 146 H146Y 417 K417N
12 S12F 147 K147H 419 A419S
13 S13l 148 N148T 439 N439K
18 L18F 151 S1511 440 N440Y
18 L18R 152 WI152R 440 N440K
19 T19R 152 W152C 446 G446V
19 T19K 153 M153T 446 G446S
19 T19S 153 M153I 452 L452R
19 T19I 155 S155M 452 L452Q
20 T20N 156 E156G 459 S459F
20 T20I 156 E156A 470 T470N
21 R21T 157 F157S RBD 477 S4TTN
22 T22] 157 F157VvV 478 T478K
23 Q23E 157 F157L 479 P479S
23 Q23L NTD 158 R158G 483 V483F
25 P25L 158 R158S 484 E484K
26 P26S 159 V1591 484 E484Q
26 P26L 171 V171D 490 F490S
NTD 27 A27V 174 P174S 490 F490L
29 T29I 176 L176F 494 S494pP
30 N30H 177 M1771 501 N501Y
32 F32L 180 E180V 503 V5031
35 G35C 181 G181A 503 V503F
46 S46L 181 G181R 508 YS508H
49 H49Y 185 N185D 511 V5111
50 S50L 188 N188K 512 V5121
52 Q52R 190 R190S 522 A522V
52 Q52H 209 P209R 534 V5341
59 F59S 210 1210T 306 F306L
64 W64R 211 N211R 307 T3071
67 AGTV 211 N211S 307 T307S
67 A67D 212 L212A FDS1 308 V308L
67 AG7S 213 V213A 309 E309Q
69 H69Y 214 R214G 309 E309A
71 S71F 215 D215Y 547 T5471
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Estructura Posicion Mutacion Estructura Posicion Mutacion Estructura Posicion  Mutacion
72 G72E 215 D215G 554 E554G
72 G72Vv 215 D215N 558 K558N
73 T73l 215 D215H 560 L560Q
75 G75V 218 Q218H 565 F565L
75 G75A 220 F220L 570 A570D
76 T76l 221 S221L 570 A570S
77 K77T 222 A222V 572 T5721
78 R78K 226 L226V 573 T573I
80 D80A 227 V227L 582 L582F
80 D80G 238 F238C 583 E583D
80 D80Y 242 L242F 583 E583Q
80 D80OH 246 R246N 608 V608l
82 P82H 248 Y248F 613 Q613H
88 D88H 248 Y?248C 614 D614G
93 A93T NTD 253 D253G 618 T618I
95 T95I 253 D253N 622 V622F
95 T95S 254 S254F 622 V622I
96 E96G 255 S255P 623 A623S
97 K97E 257 G257V 623 A623V

NTD 98 S98F 258 W258L FDS1 625 H625R
112 S112L 258 W258C 626 A626V
118 L118I 261 G261V 647 AB47S
120 V120L 263 A263S 654 E654V
138 D138Y 265 Y265N 654 E654Q
138 D138N 266 Y266l 655 H655Y
138 D138V 270 L270H 658 N658D
141 L141Y 274 T2741 658 N658T
141 L141F 287 D287H 659 S659L
142 G142D 289 V289l 675 Q675H
142 G142S 304 K304R 677 Q677H
142 G142L 324 E324K 677 Q677P
142 G142P 340 E340G 678 T678I
143 V143F 342 F342L 679 N679K
143 V143S 346 R346K 680 S680F
143 V143G RBD 346 R346S 681 P681H
144 Y144S 348 A348S 681 P681R
144 Y144T 367 V367L 684 AB84V
144 Y 144D 367 V367F
144 Y144F 378 K378R
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Anexo 10: Distribucion de las mutaciones en los distintos dominios de Subunidad S2 la proteina S del SARS-Cov2 en
las secuencias de Centroamérica. A comparacion de S1, la mayoria de las mutaciones en las secuencias se encuentran
presentes fuera de la subunidad S2 (FDS2, 63), mientras que solo 2 en el péptido de fusion (FP), 13 en secuencia
repetida de heptapéptidos 1 (HR1), 14 en HR2, 8 en el dominio transmembranal (TM) y 11 en el dominio citoplasmico

Estructura Posicion  Mutacion Estructura  Posicién Mutacién Estructura  Posicion Mutacién

Ep 791 T791I 1250 C1250F 852 A852V
796  D796H 1252 S1252F 859 T859N
922 L922F 1253 C1253Y 859 T859I
929 S929N 1254  C1254F 860 V860l
936  D936Y 1258 E1258D 879 ABT79S
936  D936N CD 1259 D1259Y 888 F888L
938 L938F 1263  P1263L 896 1896 T
939 S939F 1264 V1264L 899 AB99S
HR1 940 S940F 1264 V1264M 911 VO11l
942  A942v 1264 V1264A 1022 A1022S
948 L948I 1267 G1267V 1027  T10271
950 D950N 688 AGB8V 1052 F1052Y
950  D950H 688 A688S 1058 H1058Y
957  Q957R 689 S689I 1070 Al070V
982 S982A 694 AGIAT 1071 Q1071L
1163 D1163Y 701 AT701V 1073 K1073N
1176  V1176F 704 S704L 1073 K1073M
1177 V11771 714 1714V 1074  N1074S
1180 Q1180L 716 T716l FDS2 1074 N1074D
1184 D1184Y 719 T719I1 1078  A1078S
1184 D1184E 732 T732A 1080 A1080S
HR? 1187 N1187S 735 S735A 1087 A1087S
1188 E1188Q 769 G769R 1094 V1094l
1189 V1189l FDS? 769 G769V 1101 H1101Y
1190 A1190S 778 T778A 1104 V1104L
1191 K1191N 779 Q779K 1114 11114L
1195 EI1195A 786 K786Q 1117 T11171
1195 E1195Q 812 P812S 1118 D1118H
1201 Q1201H 812 P812L 1118 D1118Y
1219 G1219C 828 L828F 1122 V11221
1219 G1219v 831 A831V 1124  G1124V
1224 L1224F 842 G842S 1127 D1127H
™ 1228 V1228L 845 AB45S 1129 V1129L
1231 T1231A 845 AB45V 1130 11130V
1235 C1235S 846 A846V 1133  V1133F
1236  C1236F 846 A846S 1151 E1151D
1237 M12371 852 AB852S 1157 K1157N
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Anexo 11: Analisis de acoplamiento molecular realizado con HADDOCK. Se presenta el promedio de la desviacion
cuadratica media (RMSD) de adtomos de Ca en Angstroms de aquellas secuencias cuyos complejos no pueden ser
utilizados por la baja significancia que tendrian los resutlados.

Codigo RMSD (A)
EPI_ISL_509713  12+0.5
EPI_ISL_914803  11+0.2
EPI_ISL_2272967 10.8+0.6
EPI_ISL_2103385 4.4+0.2
EPI_ISL_1533989 13.6+0.7
EPI_ISL_1533987 15.7+0.2
EPI_ISL_1503045 11.8+0.1
EPI_ISL_1502972 16.3+0.2
EPI_ISL_1502847 10.4+0.4
EPI_ISL_1225554  12.4+0.2
EPI_ISL 1225487  12+0.2
EPI_ISL_4029413 12.3+0.2
EPI_ISL_4029275 8.9+0.1
EPI_ISL_3761785 5.5+0.2
EPI_ISL 3275315  4%0.1
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