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Resumen

A finales del 2019, se reporto el descubrimiento de un nuevo coronavirus con capacidad
para infectar a los humanos. Este coronavirus causa el Sindrome Agudo Respiratorio
Severo 2 (SARS-CoV-2). Siendo el séptimo virus de esta familia que ha ingresado al ser
humano, nace la inquietud sobre las capacidades que poseen estos virus para adaptarse a
nuevos huéspedes. Es asi como se analizé las proteinas espiga, de los hCoV, haciendo un
principal hincapié en aquellos con capacidades patégenas y virulentas, sin dejar de lado
a los hCoVs. La proteina espiga es la encargada del reconocimiento de receptores, a la
vez que es parte del genoma que posee la tendencia a mutar frecuentemente en todo los
CoVs. Por esta razdn se analizaron los sitios conservados de aquellos HCoVs. En el
presente trabajo se analizaron los sitios conservados de los dominios de union a receptor
(RBD). Se realizo un analisis filogenético para determinar la cercania con otros CoVs de

origen animal e hipotetizar los CoVs con capacidad zoonética.

Palabras claves: Bioinformatica, analisis filogenético, proteinas espiga, coronavirus,
MERS COV, SARS COV, SARS-COV-2, zoonosis viral
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Abstract

At the end of 2019, the discovery of a new coronavirus with the capacity to infect humans
was reported. This coronavirus causes Severe Acute Respiratory Syndrome 2 (SARS-
CoV-2). Being the seventh virus of this family that has entered the human being, concern
arises about the capacities that these viruses have to adapt to new hosts. This is how the
spike proteins of hCoVs were analyzed, with a main emphasis on those with pathogenic
and virulent capacities, without neglecting hCoVs. The spike protein is responsible for
receptor recognition, as well as being part of the genome that mutates the most in all
CoVs. For this reason, the conserved sites of those hCoVs were analyzed. In the present
work, the conserved sites of the receptor binding domains (RBD) were analyzed. A
phylogenetic analysis was carried out to determine the proximity with other CoVs of

animal origin and hypothesize the CoVs with zoonotic capacity.

Keywords: Bioinformatic, phylogenetic analysis, spike proteins, coronavirus, MERS
CoV, SARS CoV, SARS-CoV-2, viral zoonosis
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Introduccion

Los virus ocasionan una gran variedad de enfermedades en la naturaleza, y a la vez que
participa en el intercambio genético inter e intra-especies y sirve como mediador en el
equilibrio ecoldgico. Estas capacidades les han permitido evolucionar a la par con la
naturaleza (Santos, Borraz, & Reyes, 2004). A medida que el sistema inmune de los
hospederos evoluciona y se fortifica, también se modifican los mecanismos de infeccion
de los virus. Permitiendo a los virus aumentar su virulencia y su farmaco-resistencia,
razén por la cual dejan de ser sensibles a determinados tratamientos. JustificAndose la
necesidad de entender la tendencia de su evolucion para desarrollar vacunas efectivas que
controlen y diezmen los virus que provocan las enfermedades emergentes (Katsuhisa,
2020).

Entre las principales enfermedades emergentes se puede resaltar las ocasionadas por los
coronavirus (CoV), los mismo que poseen una alta variabilidad genética, especialmente
en su proteina espiga, que se encarga del reconocimiento de receptores de diferentes
especies para su posterior infeccion celular. Esta variabilidad les ha permitido infectar
animales e incluso a los seres humanos (Gallagher & Buchmeier, 2001). Los
coronavirus humanos no estaban considerados como patégenos debido a que las especies
conocidas gque ocasionan infecciones leves. Esta perspectiva cambio en los altimos 20
afios con la identificacion de tres especimenes (los coronavirus del Sindrome Respiratorio
Agudo Severo (Sars-CoV), del Sindrome Respiratorio Agudo De Medio Oriente (Mers-
CoV), y del Sindrome Respiratorio Agudo Severo 2 (Sars-CoV 2)) que ocasionaron
enfermedades alrededor de todo el mundo. El Sars-CoV, Mers-CoV, Sars-CoV-2 han
demostrado ser altamente transmisibles, causando enfermedades respiratorias e

intestinales en animales y humanos (Cui, Li, & Shi, 2019a).

El SARS CoV aparecié en 2002 y ocasiono alrededor de 8500 casos diagnosticados en
29 paises de Asia (92% en China), Europa, Africa, Norte y Sudamérica. Presentandose
tan solo 4 casos entre Brasil y Colombia (Garcia, Maguifia, & Gutierrez, 2003). La tasa
de letalidad de este CoV fue aproximada de 11%. Estos datos fueron obtenidos hasta el
momento que dejaron de diagnosticarse casos. Se determin6 que el reservorio mas

probable y fuente del brote fueron los murciélagos (Zhong et al., 2003). El Mers CoV
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aparecio en 2012 y a pesar de que no se disemino tanto como su predecesor, la mayoria
de los casos diagnosticados pertenecen a paises de medio oriente. Alcanzo alrededor de
2500 casos, pero cabe recalcar que su tasa de mortalidad ronda el 35%. El reservorio

directo se establecid en los dromedarios, pero se origind en los murciélagos (OMS, 2019).

En 2019, aparecio el SARS-CoV-2 causante del COVID-19. Dadas sus caracteristicas
para transmitirse entre personas, crecio desde un brote hasta convertirse en emergencia
sanitaria a nivel mundial. Hasta mediados de octubre del presente afio se han
contabilizado alrededor de 38 millones de personas infectadas, y aproximadamente 1
millon de muertes a nivel mundial (OMS, 2020). En América Latina y Caribe se han
contabilizado hasta el 9 de octubre de 2020, un total de 9.876.651 casos confirmados.
Brasil , con alrededor de 5 millones posee mas casos confirmados en la region , seguidos
de Colombia, y México con mas de 88600 y 804488 casos respectivamente (Statista
GmbH, 2020).

Se utilizo andlisis filogenéticos para develar como varian las proteinas espiga de CoVs, y
como varian sus parientes cercanos en el reconocimiento de receptores. Segun Mattar &
Gonzélez (2018), se tiene como ejemplo a distintos CoVs (Bovino, Respiratorio Canino,
Dromedario, humano OC43) que provienen potencialmente de un mismo ancestro comun
y que difieren en cierto porcentaje la composicion de aminoécidos que conforman la
proteina espiga. Segun Jacqui Wise (2020), la existente variabilidad presente en cada
“nueva cepa” descubierta, estd asociada a mutaciones en las secuencias genomicas,
incluyendo a las proteinas espiga. Dicho de otra manera, una o varias mutaciones en las
proteinas espiga puede modificar su nivel de patogenicidad y propagacion. Comprobando
asi la variabilidad de las estructuras espiga de estos virus, el reconocimiento de diferentes
receptores y por tanto la razén por la que se adaptan frecuentemente a nuevos

hospedadores.

No todos los virus que dan un “salto” inter-especie causan un desbordamiento zoonético
detectable debido a diversos factores. Entre los factores principales se pueden resaltar que
no todos los virus poseeran la capacidad de transmitirse entre personas. También se debe
tomar en cuenta que la mayoria de las veces estas infecciones se dan en zonas remotas,
dificultando su diagnostico (Johnson et al., 2020). Cabe mencionar la existencia de casos
especiales, en los cuales los virus adquieren la capacidad de infectar a las personas, altos

rangos de patogenicidad e incluso llegar a ser mortales. No se descarta la posibilidad que



los CoV de animales domésticos se propaguen en los humanos como fue el caso del
MERS CoV Sanchez & Pajuelo (2020).

Se emplearan herramientas bioinformaticas debido a la facilidad para acceder a la
informacidn genética de las proteinas espiga (Serrano-barrera, 2020), las cuales
permitiran comparar Yy concluir similitudes que ayuden a predecir cuadros
epidemioldgicos cercanos a los reales, optimizando el tiempo y recursos econémicos, que
normalmente son empleados en experimentos in vitro e in vivo. El anélisis comparativo
se empleara dadas las facilidades para acceder al genoma de estos virus, asi como la
informacidn pertinente de las proteinas espiga y sus receptores debidamente almacenadas
en bases de datos. Aprovechando la actual emergencia sanitaria y la consecutiva
liberacion de informacion sobre el SARS-CoV-2, se pretende recolectar informacion
relevante que permita alcanzar resultados cercanos a la realidad, optimizando el tiempo y

recursos econémicos.

El impacto que el presente trabajo tiene como utilidad servir de soporte para futuras
investigaciones y ayudar a predecir coronavirus patdgenos con potencial zoonoético para
los seres humanos. Cabe destacar que en el futuro la transmision zoonética de coronavirus
puede continuar ya que se tiene como evidencia el aparecimiento de continuos derrames
virales en humanos, y la identificacion en murciélagos de relacionados con el SARS
(SARSr-CoV) (Walls et al., 2020). A la vez que el anélisis filogenético permite adquirir
conocimientos de los receptores para determinar su origen, evolucion y variabilidad
genética (Jaiswal & Saxena, 2020). Dicha informacion es necesaria para estudios
posteriores como es la etiopatogenia viral, manifestaciones clinicas y desarrollo de

vacunas.



Capitulo 1

Marco tedrico
1.1.Antecedentes investigativos

Durante los ultimos afios, ha ido en aumentando la frecuencia en la que virus zoonoticos,
que normalmente afectan a animales infectan a los seres humanos (Jiménez-Clavero,
2010). En la mayoria de los casos este “salto” es producto de diversas actividades
antropomorficas, incluyendo el incremento poblacional mundial, a la invasién de habitats

silvestres, y expansion de redes comerciales (Carroll et al., 2018a).

A menudo los virus nuevos que infectan a los humanos son dificiles de detectar a menos
que causen enfermedades clinicas (Olival et al., 2017). Cada infeccion causa serias
repercusiones en la salud publica, la economia, y seguridad mundial, debido a la dificultad
que acarrea contrarrestar enfermedades emergentes, de las que se posee poca informacion
(ONU, 2020). Por tal motivo se debe tener un enfoque especial en el lugar de origen, para
asi evitar que se expanda a nivel regional, previniendo el aparecimiento de pandemias
(Carroll et al., 2018b).

1.1.1. Zoonosis viral.

Los derrames zoondticos requieren que el virus supere ciertas barreras jerarquicas para
establecer la infeccion. Segin Fermin (2018), entre estas barreras se contempla la
cantidad de virus disponible, la dosis de exposicion y las caracteristicas (genéticas,
fisiologicas e inmunoldgicas) del receptor del huésped, las mismas que permitiran

determinar la gravedad de la infeccidn ya sea en epidemia, o eventualmente en pandemia.

Segun Carroll et al. (2018a), existen mas de 1,6 millones de virus mamiferos y aves
acuaticas de 28 familias virales con potencial zoonético, de los cuales alrededor de 260
virus han sido ya identificados en humanos. Adicionando la alta capacidad de
mutagénesis de los virus, para adaptarse al cambio ambiental (Wong et al., 2017), se
vuelve un reto identificar a tiempo virus con potencial infeccioso para humanos. Mucho

mas aun, elaborar una vacuna, que evite su diseminacion y proliferacion.

Coronaviridae, Paramyxoviridae y los virus de la influencia son tres de las familias
virales mas monitoreadas a nivel mundial por su estrecha relacion con enfermedades
emergentes (Monchatre et al., 2017). Para el presente estudio nos enfocaremos en la

subfamilia Orthocoronavirinae, de la familia Coronaviridae, incluyendo los coronavirus
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que infectan a animales “domesticados” y especificamente en los virus SARS-CoV,
MERS-CoV, y SARS-CoV-2.

1.1.2. Los Coronavirus (CoVs)

Los coronavirus son denominados asi, ya que poseen proteinas con forma de espiga que
sobresalen en su envoltura, que otorgan la apariencia de corona solar a los viriones (F. Li,
2015). Tienen la capacidad natural de ser patdgenos respiratorios virales, que expresan
sintomas en el tracto respiratorio superior, asi como a nivel gastrointestinal (Zhou et al.,
2020).

Pertenecen a la subfamilia Orthocoronavirinae, de la familia Coronaviridae, de la
suborden Cornidovirineae del orden Nidovirales (International Committee on
Taxonomy of Viruses, 2020). Generalmente son clasificados en cuatro géneros, en base
a sus estructuras genéticas y relaciones filogenéticas, comprendidos entre
Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Deltacoronavirus y Gammacoronavirus (Cui, Li, &
Shi, 2019b). Los primeros dos generalmente infectan a mamiferos, siendo los
murciélagos importantes reservorios de estos. Mientras los dos Gltimos mantienen a las
aves como reservorios responsables, pero no se descarta la capacidad de infectar también
a mamiferos (Wu et al., 2020).

Entre los Alfacoronavirus, icOnicamente se encuentran coronavirus como el
Alphacoronavirus 1, que incluye a especies que infectan a caninos, felinos y porcinos
(International Committee on Taxonomy of Viruses, 2020), por otra parte estan 229E
(HCoV-229E) y NL63 (HCoV-NL63) que afectan a humanos (F. Li, 2015). En el género
Betacoronavirus, se pueden identificar a 5 de los 7 coronavirus identificados en humanos
(HKUL1, OC43, SARS-CoV, MERS-CoV & SARS-CoV-2) (Lau et al., 2019).

En cuanto al género Gammacoronavirus, el coronavirus aviar, causante de la bronquitis
infecciosa aviar (IBV).La enfermedad ocasionada por esta especie, es la primera
relacionada con los coronavirus a lo largo de la historia (Acevedo Ana, 2017). Y por
ultimo en el género Deltacoronavirus virus como: Bulbul HKU11, el coronavirus porcino
HKU15, entre otros (Jaiswal & Saxena, 2020).

1.1.3. Caracteristicas estructurales de los CoV.

Los coronavirus poseen formas esféricas o pleomorficas que rondan desde los 60nm,

hasta 140 nm (Calvo, Lopez, Vicente, & Martinez, 2020). Son virus de genoma de



ARN monocatenario (sSARN) de gran tamafio (27- 32kb) y de sentido positivo (F. Li,
2016). Su genoma esta constituido siquiera por 6 ORF que codifican para proteinas no
estructurales y estructurales. En el extremo 5’ se pueden encontrar a ORFla y ORFlab
que representan las dos terceras partes de su genoma total (Chen, Liu, & Guo, 2020).
Estos ORF (la y 1lab) se traducen en poliproteinas replicasa ppla y pplb,
respectivamente. Posteriormente son procesados por proteasas virales (3CLpro, proteasa
principal) y otras proteinasas virales en 16 proteinas no estructurales (Du et al., 2017).

Una excepcidn son los Gammacoronavirus que no poseen nspl (Chen et al., 2020).

El tercio sobrante de su genoma viral (extremo 3’) posee ORFs que codifican las proteinas
estructurales principales como son las proteinas de pico (S), membrana (M), envoltura
(E) y la nucleocapside (N) necesarias para el ensamblaje del virién (Palacios, Santos,
Velazquez, & Ledn, 2020).

La proteina de pico (S) tiene una masa aproximada de 150kDa. Adquiere este nombre ya
que forma homotrimeros con forma de “espiga” (en inglés “Spike”), protuberancias
faciles de reconocer en la superficie del virus (Fehr & Perlman, 2015). Esta proteina
estd conformada por tres dominios: ectodominio, ancla transmembrana de paso Unico, y
cola intracelular corta (F. Li, 2015). El ectodominio se puede dividir en dos polipéptidos,
S1 amino (N) terminal y S2 carboxilo (C) terminal. S1 cumple la funcién de unién al
receptor del huésped, mientras S2 brinda soporte para la actividad de fusion (Alsaadi &
Jones, 2019).

S1 se conserva entre miembros de cada género, pero difiere entre géneros. S1 se puede
dividir en dos dominios terminales (S1-NTD y S1-CTD).Se debe destacar la
independencia de cada dominio de S1 para funcionar como un dominio de unién al
receptor (RBD) (F. Li, 2015). En la S2, se divide en regiones de repeticion de heptada
(HR). En el caso del MERS-CoV, se pliegan en una estructura helicoidal intra-horquilla
que puede ensamblarse triméricamente en un paquete de seis hélices (un trimero del
heterodimero HR1 / HR2). Se ha demostrado la eficiencia de inhibidores a estas regiones
(Yuanetal., 2017).

La proteina E tiene de 8 a 12 kDa, y es importante para el ensamblaje de la membrana, la
gemacion, la patogenia viral, la apoptosis e incluso autofagia viral. Interviene muchas
veces durante el ciclo de vida de los CoVs. En ausencia de la proteina E, proteinas

accesorias pueden suplirla casi completamente. A pesar de que estas proteinas accesorias
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estan en capacidad de suplirla, utilizan diferentes vias metabolicas, por lo cual, no es de
extrafiar que aparezcan efectos secundarios en la produccion y maduracién viral
(Schoeman & Fielding, 2019). La proteina N participa en la formacion de la
nucleocapside, en la replicacion de CoV, y en la respuesta inmune del huésped ante
infecciones virales. Esta proteina tiene la capacidad para unirse al ARN viral de forma
helicoidal, lo que le permite protegerlo de la degradacion (Palacios et al., 2020). También
se especula su importancia en la formacién completa del virion sobre la formacién de
envoltura (Chen et al., 2020).

La proteina M tiene alrededor de 25 a 30kDa y se encuentra con més abundancia en los
viriones en forma de dimeros. Esta proteina ayuda a unirse a la nucleocapside y mantiene
la curvatura de la membrana, ademas de otorgar la forma del virion. También se lo
considera como principal promotor en la gemacion del virus. Interactia consigo mismo y
el resto de proteinas estructurales importantes durante el ensamblaje del virion (Rabaan
et al., 2020; Schoeman & Fielding, 2019). La proteina M posee tres dominios, dominio
N terminal (exterior de la membrana viral), tres dominios transmembrana y un dominio
C-terminal (dentro de la particula). Esta proteina esta glicosilada con O () 6 N (ay 9),
con funciones en el mantenimiento de la conformacidn bioactiva y el caréacter antigénico
(Alsaadi & Jones, 2019).

Ademas de los genes que codifican proteinas estructurales, existen otros genes accesorios
que son especificos de la especie y prescindibles para la replicacion del virus (Cui et al.,
2019b). Un claro ejemplo son las especies HCoV-0OC43 y HCoV-HKU1, que poseen un
gen que se encuentra solo en algunos Betacoronavirus que expresa la proteina
hemaglutinina-esterasa (HE). Esta proteina al unirse con los acidos sialicos de las
glicoproteinas de superficie, posibilitan el ingreso virico a la célula hospedera (Rabaan
et al., 2020).

1.1.4. Mecanismos de patogénesis

Los virus zoonoticos emergentes, poseen claramente dos vias para infeccion a humanos
desde sus reservorios silvestres. El primero es al transmitirse de forma inusual, y persistir

su transmision entre humanos. Y es aqui donde especificamente ingresa los coronavirus



en estudio. La segunda forma es por medio de vectores, donde los reservorios de infeccion

son los animales silvestres (Cabello C & Cabello C, 2008).

1.1.5. Interaccion virus-huésped

Segin Fermin (2018), la relacion virus-huésped puede tener impactos positivos,
negativos o neutros, independientemente del asociado que se analice y de las condiciones
en las que se desarrolle. Los virus, al secuestrar el metabolismo de su anfitrion para
solventar sus necesidades, generalmente causan deficiencias fisioldgicas que
generalmente provocan el deceso del hospedero. Pero en casos especiales, la interaccion
de virus-huésped no se manifiesta descontroladamente por lo que se establece la relacién
simbiotica. Un claro ejemplo es la relacion entre virus y metazoos, donde la participacion
de los virus restringe la proliferacion de bacterias en las superficies mucosas de los

metazoos.

El tropismo del huésped y los cambios en el mismo estan determinados particularmente
por la susceptibilidad de las células huésped a la infeccidn. Si bien se cree que los genes
accesorios de CoV, incluidas las proteinas HE, desempefian un papel en el tropismo del
huésped y la adaptacion a un nuevo huésped, la glicoproteina S parece ser el principal
determinante para el éxito de los eventos iniciales de infeccion cruzada entre especies. En
esta revision, nos centramos en los cambios moleculares en la proteina S que subyacen a
los cambios de tropismo a nivel celular, tisular y de especies hospedadoras (R. Hulswit,
de Haan, & Bosch, 2016).

1.1.6. Interaccion espiga- receptor

Tras la unidn del receptor y la fusién de la membrana, los CoV entran en las células y se
replican en el citoplasma. Los CoV de cada género utilizan diferentes receptores para la
unién (Wong et al., 2017). El reconocimiento de receptores por los CoVs esta mediado
por la proteina espiga, especificamente el dominio de unidn al receptor (RBD). Al unirse
con el receptor permite la fusion de las membranas virales y del huésped. La variedad de
huésped que pueden ser infectados por CoVs esta definido en su mayoria por la interfaz
entre el RBD y sus respectivos receptores (F. Li, 2015) Cabe mencionar que se podria
utilizar los RBD de CoV como vacunas a posibles infecciones dadas sus capacidades de
inducir respuestas inmunitarias en el huésped (Walls et al., 2020).



1.1.7. Receptores de CoV animales

Actualmente se han identificado los receptores proteicos, que son empleados por
Alfacoronavirus para infectar a animales. Segun B. Wang et al. (2018), esos son:
Aminopeptidasa N (APN), molécula de adhesion celular relacionada con el antigeno
carcinoembrionario 1 (CEACAML1), enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2), y
dipeptidil peptidasa 4 (DPP4). En el género Betacoronavirus, utilizan 5-N-acetil-9-O-
acetilneuraminico (Neu5Ac) como receptores de entrada. Ademas, el PHEV es un virus
altamente neurotropico que causa encefalomielitis porcina que emplea como receptor a

la molécula de adhesién de células neurales (NCAM).

A pesar de que los CoV representan impactos a nivel de salud publica, econdémico y
social, la mayoria de estos virus han sido poco estudiados. Tal es el caso del genero
Gammacoronavirus y Deltacoronavirus que se conocen solo algunos receptores. Segun
L. Wang & Zhang (2016), en los Gammacoronavirus el virus de la bronquitis infecciosa
(IBV) reconoce el acido sialico como receptor de union, mientras que el CoV de pavo usa
poli-LacNAc de tipo 2 no dializado. El deltacoronavirus porcino (PDCoV) y emplean la
TGEV aminopeptidasa porcina N (pAPN) lo que demuestra el uso de pAPN como un
receptor funcional CoV de género cruzado.

1.1.8. Receptores de CoV en Humanos.

Segln Pastrian (2020), los HCoVs 229E, HKU1, OC43 y NL63 provocan afecciones
respiratorias leves, capaces de producir cuadros clinicos similares al resfriado comdn en
adultos sanos. Segun Milewska et al. (2016), la patogenicidad aumenta para infantes,
adultos mayores, y personas inmunodeprimidas, ya que estas cepas pueden agravar los
sintomas hasta volverlos mortales. Los HCoVs SARS CoV, SARS CoV 2y MERS CoV,
han sido el foco de importantes infecciones desde su aparecimiento. Han llegado a ser

mortales para los seres humanos en general, por lo que su rango de patogenicidad es alto.

En los Alfacoronavirus encontramos al HCoV-229E que es capaz de reconocer en el
dominio S1 C-terminal a aminopeptidasa humana N (hAPN) (Z. Li et al., 2019). En el
caso del HCoV-NL63 también puede reconocer a hAPN en el dominio S1 C-terminal
ademas de reconocer con S1 N-terminal a la enzima convertidora de angiotensina 2
(ACE2) (Wong et al., 2017) . En cuanto a Betacoronavirus refiere, HCoV-HKUL,

reconoce con el dominio S1 N-terminal al receptor acido 9- O -acetilsalico. En el caso del
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HCoV-0C43 puede reconocer a acido 9- O -acetilsalico al igual que HKU1, ademas de

reconocer a ACE2 con el dominio S1 C-terminal (Ruben Hulswit et al., 2019).

En cuanto al MERS-CoV, usa como receptor la proteina de superficie dipeptidil peptidasa
4 (DPP4) ampliamente conservada entre especies, que justifica amplio rango de infeccidn
zoondtica, asi como su hospedadores (Ison & Lee, 2017). Ademas, la secuencia RBD
de la proteina MERS-CoV S se considera méas conservada en comparacion con la proteina
S de SARS-CoV y SARS-CoV-2. A pesar de la capacidad de la proteina S de rapida
evolucion, la transmision de CoV de murciélago a los humanos parece estar limitada por
una barrera. Entonces, se necesitaria forzosamente intermediarios para superar las
barreras genéticas y favorecer el inicio de brotes de enfermedad por coronavirus humano
(Yuan et al., 2017).

En cuanto al SARS-CoV y SARS-CoV-2, los dos pueden reconocer a la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACEZ2) con el dominio de union al receptor presenten en
S1 N-terminal. La diferencia es que los dos poseen diferencias en el sitio de unién al
dominio de unidn al receptor. Estas diferencias en residuos le permiten a SARS-CoV-2
ser mas eficiente al unirse con su receptor, a comparacién con el SARS-CoV.

1.1.9. Funciones de los Receptores Hospederos de HCoV patogenos.

La DPP4 Es una glucoproteina transmembrana intrinseca de tipo Il y una serina
exopeptidasa. La dipeptidil peptidasa 4 estda muy involucrada en el metabolismo de la
glucosa y la insulina, asi como en la regulacién inmunoldgica (Aceto, 1975). Esta
proteina se expresa en muchos tejidos y tipos de células, incluidos rifién, intestino, higado,
timocitos y varias células de linaje hematopoyético (Meyerholz, Lambertz, & McCray,
2016). Se expresa principalmente en las regiones alveolares y se puede encontrar en
grandes cantidades en personas con enfermedades pulmonares preexistentes (Aceto,
1975).

La enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) es una carboxipeptidasa anclada a la
membrana altamente expresada por el epitelio de las vias respiratorias y las células
epiteliales alveolares (Perrotta, Matera, Cazzola, & Bianco, 2020). Una mayor

expresion de ACE2 se correlaciona con una mayor infectividad viral del pseudotipo
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SARS-CoV-2y del SARS-CoV. Por lo tanto se puede afirmar un aumento en la expresion

de esta proteina contribuye a la transmision de este virus (Oz, Lorke, & Kabbani, 2020).

1.1.10. Gendémica comparativa.

La gendmica comparativa emplea los genomas de diferentes organismos para analizar
como la evolucidn actu6 sobre ellos (Millo et al., 2014). Este andlisis puede realizarse
con la utilizaciéon del alineamiento de las secuencias multiples (MSA), con el fin de
encontrar dominios conservados. Existen dos algoritmos mas difundidos para alinear
secuencias, CLUSTAL W y MUSCLE. Ambos logaritmos poseen resultados similares,
exceptuando que MUSCLE es mas rapido en obtener resultados (Sutton & Subbarao,
2015), mientras CLUSTAL W es mucho mas sensible (Sievers & Higgins, 2021).

Los métodos de reconstruccion filogenética se pueden dividir en 2 grupos. EI primer
grupo emplea distancias genéticas (método neighbor- joining (NJ), método de minima
evolucion (ME)). El segundo grupo esta basado en los caracteres (maxima parsimonia
(MP), de maxima verosimilitud (MV) y de inferencia Bayesiana (IB)) (Valencia &
Zambrano, 2019).

El primer grupo, construyen arboles filogenéticos basandose en encontrar pares de
unidades taxondémicas operacionales que infieren en un solo arbol (Ferrera Rodriguez,
2014). En el presente estudio se empled el método de neighbor- joining (NJ). Este
algoritmo emplea pocas suposiciones, es rapido, preciso, y se basa en la distancia de
taxones (Hong, Guo, & Wang, 2021). El segundo grupo se caracteriza por optimizar la
distribucion de los patrones para cada caracter (Martinez, 2007). mientras que otros
implementan busquedas en el espacio de topologias posibles como: el método de maxima
parsimonia (MP) (Valencia & Zambrano, 2019).

1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo general

Analizar y comparar las proteinas espiga y respectivo receptor de MERS- CoV, SARS-
CoV y SARS-CoV-2.
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1.2.2. Objetivos especificos

Analizar filogenéticamente las proteinas espiga de los coronavirus méas representativos
de cada género y compararlos con los hCoV en estudio.

Analizar dominios conservados de las proteinas S en hCoV utilizando modelos
bioinformaticos.

Interpretar como influye los sitios conservados con el tipo de receptor que reconocen los
CoV.

1.3. Hipotesis
1.3.1. Hipotesis Nula

Los sitios altamente conservados entre secuencias dentro de un clado otorgan el

reconocimiento de receptores en huéspedes.

1.3.2. Hipotesis Alternativa

Los sitios altamente conservados entre secuencias dentro de un clado no otorgan el

reconocimiento de receptores en huéspedes.
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Capitulo 11

2.1. Materiales y equipos:
2.1.1. Materiales

2.1.1.1. P&ginas Web para bases de datos
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Uniprot (https://www.uniprot.org/)

2.1.1.2. Software Bioinformatico

Mega X software v 10.2.4

Batch CD-Search (on line)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd_help.shtml)

Blast P (on line) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

Escript 3.0 (online) (http://espript.ibcp.fr/ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi)

2.1.2. Equipos
Computador de uso personal

2.2.  Metodologia
Para realizar el anélisis filogenético y todo lo relacionado a estudios bioinforméticos

comparativos se requiere de herramientas informaticas sumamente poderosas, no
obstante, al reducir el campo de estudio del genoma completo a tan solo las proteinas

espiga (S), facilito el trabajo notablemente.

2.2.1. Compendio y preparacion de las bases de datos de las secuencias de
proteinas espiga de librerias.
Se trabajé con las bases de datos de: The National Center for Biotechnology Information

(NCBI), Protein Information Resource (PIR), The Universal Protein Resource (UniProt).
Se consideraron las secuencias de referencia ( Refseq) de proteinas tipo S (spike) en

formato “ .fasta ”, incluyendo coronavirus humanos y de animales domesticados.
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2.2.2. Analisis de dominios conservados.

El andlisis de dominios conservados se efectuard en diferentes clados, obtenidos
previamente en el arbol filogenético. Para esto se compararon los miembros de cada clado
con cada HCoV. Se obtuvo el porcentaje de identidad con la ayuda de Blast P
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Aquellos miembros que poseian alto grado de
identidad se los alineo con Mega X, para su posterior descarga en Escript 3.0
(http://espript.ibcp.fr/ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi).

Posterior a esto se realizo un analisis de los dominios conservados con la herramienta en
linea Batch CD-Search (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsh/bwrpsb.cgi).
Se subio las secuencias a analizarse en formato “.fasta” para analizarlos. Se descargo la
informacién de los dominios conservados con los cuales se podra visualizar que los
aminoacidos conservados entre las proteinas. Se tomara en cuenta el sitio de union a

inhibidores que se conserva entre secuencias.

2.2.3. Andlisis filogenético.

Los archivos fasta obtenidos de las paginas previamente descritas, se import6 al programa
MEGA X, justificando que este programa posee la capacidad para analizar estas
secuencias.

Una vez cargados, se procedi6 a alinear las secuencias utilizando ALIGN BY CLUSTAL
W, que permitira el alineamiento de todas las secuencias, y las alineara por pares
similares.

Seguido de esta alineacion, se procedid a elaborar el arbol filogenético por el método de
unién de vecinos (NJ). Para probar la significancia estadistica del arbol filogenético (NJ),
se empleara la prueba de Bootstrap, usando 1000 repeticiones.

Las distancias evolutivas se calcularon siguiendo el modelo de distancias de P, mientras
los vacios excesivos / datos faltantes fueron eliminados completamente. EI método
considera las longitudes de las ramas interiores y proporciona los niveles de probabilidad
de confianza de cada nodo en la topologia de arbol dada. Finalizado este proceso se
guardaron los datos obtenidos, mismos que serviran para el analisis comparativo y

descifrar los patrones evolutivos y funcionales.
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2.2.4. Interpretar sitios conservados con el tipo de receptor que reconoce.

Se elaborar una matriz en donde se incluyo el porcentaje de similaridad entre dominios
conservados en cada clado analizado.

En la matriz previamente elaborada se incluy6 los dominios de cada secuencia y los
recetores conocidos. De los cuales se hipotetizara la capacidad de las secuencias para
reconocer receptores humanos y por tanto la representacion de posibles CoV patégenos

para el ser humano.
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Resultados y discusion

Capitulo 111

Se emplearon 63 secuencias pertenecientes a proteinas espiga de CoVs. Estas secuencias

se encuentran divididas en 4 subgéneros que son: Alphacoronavirus, Betacoronavirus,

Gammacoronavirus y Deltacoronavirus reportados en la tabla N°1.

Tabla N°1: Proteinas S de CoV analizados.

Secuencia de Lonaitud
Referencia (aa)g Organismo Abreviacion
NCBI
YP_009380521. | ;¢ Coronavirus AcCoV- a AcCoV-JC34
1 JC34
IP—001718605' 1375 Bat coronavirus 1A a Bat CoV_1A
YP_008439202. 1364 Bat coronavirus a_Bat_CoV_CDPHE15/USA/200
1 CDPHE15/USA/2006 6
Alphacoronavirus Bat- .
IP_OO9755890. 1399 CoV/PkuhliiItaly/3398- i@/BzzgicsloV/P.kuth/ Italy/3398-
19/2015
YP_0091996009. BtMr-
1 1387 AlphaCoV/SAX2011 a_BtMr-AlphaCoV/SAX2011
YP_009201730. BtNv-
1 1343 AlphaCoV/SC2013 a_BtNv-AlphaCoV/SC2013
YP_009200735. BtRf-
1 1132 AlphaCoV/YN2012 a_BtRf-AlphaCoV/YN2012
IP—009194639' 1169 Camel alphacoronavirus | a_Camel_alphaCoV
Canine coronavirus .
Q65984 1453 (strain K378) a_CCoV _strain K378
YP_004070194. 1452 Fel!ne |_n_fec'g|ous a EeCV
1 peritonitis virus -
IP—009256197' 1438 Ferret coronavirus a_Ferret CoV
NP_073551.1 | 1173 ?Zlgga” coronavirus a_HCoV_229E
YP 003767.1 | 1356 E‘Eg‘g” coronavirus a_HCoV_NL63
YP_009336484. 1134 Lucheng Rn rat a_Lucheng_Rn,_rat_CoV
1 coronavirus
YP_001718612. 1375 Miniopterus ba a_Miniopterus_bat CoV_HKUS8
1 coronavirus HKU8
YP_009019182. Mink coronavirus strain ) .
1 1438 WD1127 a_Mink_CoV_strain_WD1127
NP_508310.1 | 1383 Porcine epidemic a_PEDV
- diarrhea virus -
YP_001552236. 1128 Rhlnolo_phus bat a_Rhinolophus_bat_CoV_HKU2
1 coronavirus HKU?2 - - = -
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YP_006908642.

Rousettus bat

1 1349 coronavirus HKU10 a_Rousettus_bat CoV_HKU10
YP_001351684. 1371 Scotoph'|lus bat a_Scotophilus_bat CoV_512
1 coronavirus 512
YP_009199242. 1382 Swine epterlc a Se_CoV
1 coronavirus
IP—009755839' 1221 Shrew coronavirus a_Shrew_CoV
NP 058424.1 | 1447 Transmissible a TGEV
gastroenteritis virus
YP_009389425. 1134 Wencheng Sm shrew a_Wencheng_Sm_shrew_CoV_42
1 coronavirus 5
YP_009199790. BtRf-
1 1370 AlphaCoV/HuB2013 a-AlphaCoV/HuB2013
YP_003858584. Bat coronavirus BM48-
1 1259 31/BGR/2008 b_Bat_CoV_BM48-31/BGR/2008
YP_001039953. 1352 Tylonyc_terls bat b_bat_CoV_HKU4
1 coronavirus HKU4
YP_001039962. 1352 Plplstrel_lus bat b_bat_CoV_HKUS
1 coronavirus HKU5
YP_009072440 BatHp- b_Bat_Hp-betaCoV/
1 - | 1317 betacoronavirus/ Zheiiana2013
Zhejiang2013 Jlang
Q2EF02 1363 Bovine coronavirus b Bovine CoV 02
QB6W355 1363 ﬁqcus;ge coronavirus b_Equine_CoV_NC99
IP—009513010' 1330 5{'2”""09“3/ VMCIDEUIZ |, e finaceus/VMCIDEU/2012
QL4EBO.1 1351 H%OV HKUL (isolate | ) ooy HKU isolate N2
YP_009555241. Human coronavirus
1 1353 0C43 b_HCoV_0C43
YP_009113025. Betacoronavirus
1 1358 HKU24 b HKU24
Bat SARS coronavirus
Q3LZT7 1242 HKU3-3 b_HKU3
YP_007188579. 1353 Betacoronavirus b_MERS_CoV_England_ 1
1 England 1
Middle East respiratory
IP—009047204' 1353 syndrome-related b _MERSr _CoV
coronavirus
Murine strain
ACNB89689.1 1324 RA59/R13 b_MHV_RA59/R13
Virus de la
Q2QKN3 1349 encefalomielitis b_PHVE
hemaglutinante porcina
IP—003029848' 1360 Rat coronavirus Parker | b PRC
YP_005454245. Rabbit coronavirus .
1 1362 HKU14 b_Rabbit_CoV_HKU14
Bat
QHR63300.2 1269 coronavirus RaTG13 b_RaTG13
YP_001039971. 1274 Rousettus bat b_Rousettus_bat CoV_HKU9

1

coronavirus HKU9
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YP_009724390. 1973 Severe acute resplr_atory b SARS CoV 2
1 syndrome coronavirus 2 | "— - =
YP_009825051. 1955 SARS coronavirus b SARS CoV Tor2
1 strain Tor2 - - -

Severe acute respiratory
P59594.1 1255 syndrome-related b_SARSr CoV

coronavirus
YP_002308479. Bulbul coronavirus
1 1165 HKU11-934 d_Bulbul_CoV_HKU11-934
YP_005352881. 1214 Common moorhen d_Common_moorhen_CoV_HKU
1 coronavirus HKU21 21
YP_005352854. Magpie-robin . .
1 1217 coronavirus HKU18 d_Magpie-robin_CoV_HKU18
YP_002308506. Munia coronavirus .
1 1156 HKU13-3514 d_Munia_CoV_HKU13-3514
YP_005352863. Night heron coronavirus .
1 1254 HKUL9 d_Night_heron_CoV_HKU19
YP_009513021. Porcine coronavirus .
1 1159 HKU15 d_Porcine_CoV_HKU15
YP_005352846. Sparrow coronavirus
1 1206 HKULT d_Sparrow_CoV_HKU17
YP_002308497. Thrush coronavirus
1 1192 HKU12-600 d_Thrush_CoV_HKU12-600
YP_005352838. White-eye coronavirus .
1 1179 HKUL6 d_White-eye_CoV_HKU16
YP_005352871. Wigeon coronavirus .
1 1212 HKU20 d_Wigeon_CoV_HKU20
YP_009755897. 1184 Canada goose g_Canada_goose_CoV.
1 coronavirus
IP—009825008' 1191 Duck coronavirus g_Duck CoV
YP_009824998. 1153 Im‘ectlous bronchitis g_IBV
1 Virus
P11223.1 1153 IBV_strain Beaudette g_IBV_B
IP—001941166' 1226 Turkey coronavirus g_Turkey CoV
YP_001876437. Beluga whale
1 1472 coronavirus SW1 g_whale_CoV_SW1

En la presente tabla se incluyé el codigo de referencia para cada secuencia espiga utilizada en este
analisis. Ademas, se agregdé la longitud de cada secuencia y se puede observar que la longitud
varia entre especies. Se agrego el organismo del cual fue aislado el CoV, asi como la abreviacién
con la que generalmente se conoce y ayudara a identificar facilmente en el presente trabajo a los
CoVs.
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3.1. Analisis de dominios conservados

Se realizo el anlisis de dominios conservados, en los cuales se incluy6 a cada una de las
proteinas anteriormente nombradas. Se puede sefialar que todas las proteinas poseen una
region altamente conservada (S2) tal como se puede observar en la tabla N°2. Al ser el
segmento S2, un dominio que brinda soporte durante la fusion de las membranas virales
y la célula huésped se omitid. Esta accidn es debido a que esta es una zona altamente
conservada dentro de los CoVs, y no aportara informacion relevante en cuanto al

reconocimiento de receptores.

Para el anélisis de dominios conservados se subid estas secuencias a la herramienta en
linea Batch CD-Search (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/owrpsb/bwrpsb.cgi),
donde bajo los criterios de basqueda en plataformas NIH/NLM/NCBI, se obtuvieron los

siguientes resultados para tipo de datos concisos.

TablaN°® 2: Criterios de busqueda para Dominios conservados

Herramienta de busqueda- Batch NIH/NLM/NCBI

CD

Id. De busqueda QM3-gcdsearch-356648324FCB3263
Fuente de datos CDSEARCH)/oasis_pfam

Tipo de Datos Resultados concisos (solo superfamilias)

Se encontraron 4 superfamilias: Dominio S2, Dominio S1, Dominio N-terminal, y el
Dominio de Unidn al receptor de proteina espiga que se encuentran reportados en las
tablas N°3, N°4, N°5 y N°6 respectivamente. En cada tabla se encuentran el cddigo de
acceso a la superfamilia correspondiente, el identificador Unico para la matriz de
puntuacion especifica de posicion (PSSM), la ubicacion en la que se encuentran dentro
de la secuencia analizada, y el Valor E. El valor E determina su importancia estadistica,
y mientras mas cercanos a 0 se encuentren es mas significativo su alineamiento con la

superfamilia asociada (Hernandez & Valdez, 2018)
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Tabla 3: Dominio S2 de Proteina Espiga de Coronavirus

Acceso: ¢l20218

PSSM-ID 279881

Consulta desde |hasta |Valor E

a AcCoV-JC34 609| 1176| 1,90E-99
a Bat coronavirus 1A 791 1397 0
a Bat CoV CDPHE15/USA/2006 779 | 1422 0
a Bat-CoV/P.kuhlii/ltaly/3398-19/2015 799 | 1432 0
a BtMr-AlphaCoV/SAX2011 799| 1445 0
a BtNv-AlphaCoV/SC2013 751| 1382 0
a BtRf-AlphaCoV/YN2012 607| 1179| 9,17E-106
a Camel alphaCoV 570| 1218 0
a CCoV strain K378 837| 1503 0
a FECV 836| 1502 0
a Ferret CoV 818 1490 0
a HCoV 229E 572| 1220 0
a HCoV NL63 763| 1406 0
a Lucheng Rn rat CoV 614 1146 3,96E-97
a Miniopterus bat coronavirus HKU8 796| 1397 0
a Mink CoV strain WD1127 819 1487 0
a PEDV 787 | 1405 0
a Rhinolophus bat CoV HKU2 599 1176| 6,19E-109
a Rousettus bat CoV HKU10 770 1373 0
a Scotophilus bat CoV 512 786 | 1429 0
a SeCoV 787 | 1405 0
a Shrew CoV 670 | 1247| 9,99E-112
a TGEV 833 | 1499 0
a Wencheng Sm shrew CoV 425 632| 1180| 5,22E-99
a-AlphaCoV/HuB2013 786 | 1400 0
b Bat CoV BM48-31/BGR/2008 682| 1296 0
b bat CoV HKU4 802| 1394| 1,39E-154
b bat CoV HKU5 799| 1396| 1,05E-150
b Bat Hp-betaCoV/Zhejiang2013 773| 1347 0
b Bovine CoV 02 832| 1375| 1,24E-134
b Equine CoV NC99 821| 1375| 2,45E-134
b Erinaceus/VMC/DEU/2012 784| 1376| 1,15E-150
b HCoV HKUL isolate N2 819| 1382| 2,74E-141
b HCoV OC43 824| 1366| 1,06E-135
b HKU?24 825 1368 | 1,99E-142
b HKU3-3 668 | 1287 0
b MERS CoV England 1 792| 1397| 5,66E-151
b MERSr CoV 792 1397| 1,88E-151
b MHV RA59/R13 756| 1331| 3,19E-133
b PHVE 804 | 1363| 2,06E-134
b Rabbit CoV HKU14 814| 1374| 7,83E-135
b Rat CoV Parker 822| 1369| 1,84E-135
b Rousettus bat CoV HKU9 719| 1293| 4,38E-163
b SARS CoV 2 692| 1314 0
b SARS CoV Tor2 680| 1299 0
b SARSr CoV 680| 1299 0
b RaTG13 692 | 1311 0
d Bulbul CoV HKU11-934 574 1179 0
d Common moorhen CoV HKU21 614 | 1217 0
d Magpie-robin CoV HKU18 615| 1218 0
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d Munia CoV HKU13-3514 568 | 1167 0
d Night heron CoV HKU19 624 | 1239 0
d Porcine CoV HKU15 567| 1167 0
d Sparrow CoV HKU17 606 | 1209 0
d Thrush CoV HKU12-600 597| 1197 0
d White-eye CoV HKU16 590| 1190 0
d Wigeon CoV HKU20 604 | 1204 0
g Canada goose CoV 589 | 1175 0
g Duck CoV 562| 1204 0
g IBV 572 1179 0
gIBVB 572 1204 0
g Turkey CoV 600| 1215| 3,34E-174
g whale CoV SW1 864| 1455| 6,20E-170

Se encontro un alto porcentaje de reconocimiento de dominios S2 de Proteina espiga, encontrando
ademas que este dominio tiene poca divergencia en cuanto a los aminoécidos que lo conforman.

Tabla N°4: Dominio S1 de Proteina Espiga de Coronavirus

Acceso: cl03276 PSSM-1D 279880

Consulta desde |hasta |Valor E

a Camel alphaCoV 32 561 0
a CCoV strain K378 270 813 0
a Bat coronavirus 1A 241 780 3,68E-61
a Bat CoV CDPHE15/USA/2006 240 770 5,56E-58
a Bat-CoV/P.kuhlii/ltaly/3398-19/2015 247 790 4,16E-65
a BtMr-AlphaCoV/SAX2011 236 790 6,59E-65
a BtNv-AlphaCoV/SC2013 208 742 9,03E-68
a FECV 269 812 0
a Ferret CoV 256 792 4,63E-95
a HCoV 229E 33 563 0
a HCoV NL63 221 754 4,55E-94
a Miniopterus bat coronavirus HKU8 252 787 1,22E-73
a Mink CoV strain WD1127 263 792| 7,16E-108
a PEDV 245 778 3,26E-61
a Rousettus bat CoV HKU10 242 761 1,50E-67
a Scotophilus bat CoV 512 246 777 1,46E-58
a SeCoV 245 778 4,37E-61
a TGEV 267 809 0
a-AlphaCoV/HuB2013 256 777 1,29E-71
d Bulbul CoV HKU11-934 207 564 1,41E-14
d Common moorhen CoV HKU21 98 606 2,35E-30
d Magpie-robin CoV HKU18 70 606 1,57E-52
d Munia CoV HKU13-3514 199 556 1,91E-20
d Night heron CoV HKU19 220 596 3,26E-21
d Porcine CoV HKU15 201 557 9,83E-14
d Sparrow CoV HKU17 52 597 2,19E-46
d Thrush CoV HKU12-600 190 585 4,48E-17
d White-eye CoV HKU16 219 581 4,35E-15
d Wigeon CoV HKU20 59 564 1,09E-36
g Canada goose CoV 217 563 3,96E-18
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g IBV 34 546| 1,88E-107
glIBVB 34 546| 3,06E-128
g whale CoV SW1 480 725 5,54E-02
En cuanto al dominio S1, solo se reconocio para una fraccion de Alfacoronavirus, esto debido a

los pardmetros de busqueda que se utilizd, ya que no se encuentran aquellos CoVs que excedian
el umbral de valor E de 0,01. Al modificar este umbral se corre el riesgo de obtener valores falsos
positivos putativos. En cuanto a las secuencias analizadas de Gammacoronavirus y

Deltacoronavirus se encuentran todas reportadas en este dominio.

Tabla N°5: Dominio N-terminal de glicoproteina Espiga

Acceso: cl24879 PSSM-ID 318618

Consulta desde hasta Valor E

b MHV RA59/R13 19 302 2,20E-148
b HCoV HKU1 isolate N2 18 301 2,87E-143
b Bovine CoV 02 19 305 5,97E-142
b Equine CoV NC99 19 305 6,03E-142
b Rabbit CoV HKU14 19 304 9,18E-140
b Rat CoV Parker 19 302 1,85E-137
b PHVE 19 305 6,64E-133
b HCoV OC43 19 308 1,02E-132
b HKU24 20 306 4,37E-104
b Bat Hp-betaCoV/Zhejiang2013 57 322 8,16E+00

Se reconoci6 un reducido nimero de virus para este dominio. Esto es debido a que las inserciones
0 deleciones propias de cada CoV no permiten el reconocimiento adecuado con el dominio
analizado.

Tabla N°6: Dominio de Unién al receptor de proteina espiga

Acceso: cl09656 PSSM-ID 370471

Consulta desde hasta Valor E

b Bat Hp-betaCoV/Zhejiang2013 367 468 6,90E-04
b MHV RA59/R13 337 556 2,53E-89
b Erinaceus/VMC/DEU/2012 404 510 6,24E-06
b Rat CoV Parker 336 551 1,15E-89
b Rousettus bat CoV HKU9 376 561 1,95E-01
b HCoV OC43 342 553 2,69E-85
b HKU24 340 509 1,28E-67
b Bat CoV BM48-31/BGR/2008 338 597 5,41E-62
b HKU3-3 337 584 8,24E-77
b bat CoV HKU4 413 511 1,78E-06
b bat CoV HKU5 415 528 1,04E-08
b Bovine CoV 02 339 560 4,43E-95
b Equine CoV NC99 339 560 2,53E-93
b HCoV HKUL1 isolate N2 335 546 2,41E-92
b MERS CoV England 1 408 519 3,81E-06
b MERSr CoV 408 519 3,74E-06
b PHVE 339 549 4,27E-91
b Rabbit CoV HKU14 338 558 1,06E-92
b SARS CoV 2 344 608 3,35E-62
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b SARS CoV Tor2 333 596 3,43E-80

b SARSr CoV 333 596 4,03E-80

b_RaTG13 344 608 7,27E-63

El valor E para las secuencias que se reconocio el dominio de union al receptor difiere mucho
entre proteinas, esto debido a que no poseen una significativa alineacion con el segmento
asociada.

En la tabla N°6, se puede apreciar el dominio de union al receptor identificado por la
pagina NCBI. En esta tabla encontramos Betacoronavirus que han sido aislados en
animales silvestres, animales domesticados y personas. De estos HCoV cabe mencionar
su relacion con CoV de animales silvestres y algunos domesticados (MERS-CoV). Si
bien no se puede aislar por completo al ser humano de los animales con el fin de evitar la
propagacion de enfermedades, se puede restringir el comercio ilegal de animales que
utilizados como alimento y medicinas, o regular las condiciones sanitarias en las que son
criados, transportados y preparados (lannacone, Tejada, Alvarifio, & Castafieda,
2020).

3.2.Alineamiento multiple de secuencias.

El alineamiento multiple de secuencias permite el estudio de las secuencias que han sido
alteradas. Por tanto se asume que las secuencias que poseen una alineacion alta en
determinadas posiciones comparten relaciones evolutivas (Solanilla, Arturo, Teshima,
& Munera, 2005). Estas relaciones evolutivas representan regiones conservadas las
cuales cumplen funciones necesarias para la proteina que en este caso son la transmision
y propagacion del virus. En el caso de las regiones variables se debe a mutaciones en las
que los aminoacidos mutan. La mutacion de aminoacidos es debido a los intercambios en

los nucledtidos, ya sea con uno, dos o tres (Yampolsky & Stoltzfus, 2005).

En la Figura 1, perteneciente a un fragmento del alineamiento total se puede apreciar en
la parte superior de cada imagen se encuentran aminoacidos que representan un consenso
sobre el 70% de coincidencias para cada puesto. Las “X” representan los sitios que se

(Y324

encuentran semiconservados, mientras los representan los sitios que no estan

conservados. El alineamiento completo se puede encontrar en Anexo 1.

La tasa de mutacion esta relacionada con los sesgos de mutacion, donde predominan las
mutaciones de transicion sobre las de transversion. Un claro ejemplo es el intercambio de
Ala por Val (GCN<>GTN), que posee una tasa de mutacion de transicion de nucleotidos
superior al intercambio de Ala por Gly (GCN<«>GGN) que posee una tasa de mutacion

de transversion de nucledtidos (Yampolsky & Stoltzfus, 2005). Esto justifica la
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conservacion de propiedades similares. De color celeste estan resaltados los aminoacidos
Leu, Phe, Ala, Val, lle, Met, Cys, los cuales poseen propiedades hidrofdbicas. Thr, Ser,
Asn, con propiedades polares. Tyr, His con propiedades arométicas, Arg positivo, y Asp
negativo. Por otra parte, tenemos alineamientos de Gly y Ala, las cuales no conservan

propiedades quimicas similares.
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Figura 1:Segmento representativo de alineamiento

3.3.Arbol Filogenético

La historia evolutiva para las proteinas espiga completas se infiri6 mediante el método
de unidn de vecinos (NJ) (Saitou & Nei, 1987). Junto a las ramas se puede apreciar el
porcentaje de arboles replicados en los que los taxones asociados se agruparon en la
prueba de Bootstrap con 1000 repeticiones (Felsenstein, 1985). El arbol esta dibujado a
escala, con la longitud de las ramas en las mismas unidades que las distancias evolutivas
utilizadas para inferir el arbol filogenético. Las distancias evolutivas se calcularon
utilizando el método de la distancia p (Zuckerkandl & Pauling, 1965) y estan en las
unidades del nimero de diferencias de aminoacidos por sitio. Todas las posiciones
ambiguas se eliminaron para cada par de secuencias (opcion de eliminacién por pares)
Hubo un total de 771 posiciones en el conjunto de datos final. Los analisis evolutivos se
realizaron en MEGA X (Kumar, Stecher, Li, Knyaz, & Tamura, 2018).
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Figura 2: Arbol filogenético elaborado a partir de proteinas espiga de CoV
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Figura 3: Arbol filogenético circular de las de proteinas espiga de CoV

Este arbol filogenético fue dividido taxondmicamente en 2 ramas. Mostrando la primera
rama una relativa cercania evolutiva de Gammacoronavirus, a Deltacoronavirus y una
fraccion de Alfacoronavirus. La segunda rama mostro una cercania evolutiva entre

Betacoronavirus y la fraccion restante de Alfacoronavirus. Se puede inferir que la

proteina espiga de Alfacoronavirus posee diferentes sesgos evolutivos.
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3.4.Anélisis de Clados:

A continuacion, se procedid a analizar los clados que estan relacionados a los HCoV. Este
andlisis se llevd a cabo con el fin de develar informacion relacionada con los CoV
animales con mas probabilidad de infectar al ser humano. Para ello se calculd el
porcentaje de identidad. Este porcentaje se obtiene al alinear cada secuencia proteica de
interés, para identificar las correspondencias residuo-residuo. Si dos secuencias son
idénticas, entonces existe la posibilidad que se conserve la funcién correspondiente a ese
dominio (Gonzalez, 2013). Por tal razén se analizaron los CoV humanos y aquellos que

poseian un elevado porcentaje de similaridad.

Notablemente, al analizar el Clado 1, se puede observar que existe un alto porcentaje de
identidad entre HCoV-229E y Camel-alphaCoV (94,5%). Estudios recientes demostraron
la capacidad conservada de estos dos CoV de unirse a hAPN. Sin embargo existen casos
de CoV que se unen a APN con diferentes residuos (Z. Li et al., 2019). A diferencia de
HCoV-NL63 y HCoV-229E que poseen solo el 64% que estdn relacionados
evolutivamente. Estos CoVs reconocen diferentes receptores, ACE2 y APN
respectivamente (Liu & Fung, 2020). Por ende, se asume la existencia de mecanismos
que colaboran en la adquisicion de nuevas interacciones, para el reconocimiento de
nuevos receptores. Independientemente si estas interacciones son 0 no conservadas,
permiten los “saltos” interespecies (Z. Li et al., 2019).

En el clado 2, se puede encontrar al SARS-CoV, relacionado directamente con HKUS3.
La distancia entre estos CoV es relativamente lejana y siendo la identidad de 78,51%, se
asume que HKU3-3 y SARS-CoV poseen ancestros en comun relativamente cercanos.
Como se puede apreciar en la Figura 4, se encontré que HKU3 posee dos deleciones de 5
y 12 aminoacidos en el RBD en comparacion con SARS-CoV, que no posee ninguna. Los
5 residuos necesarios para la union de ACE2 (Y441, L459, N466, T474, Y478) con
SARSr-CoV, solo el Y478 se conservd HKU3-3, por lo tanto se prevé una reduccion o
nula afinidad con ACE2 (Lau et al., 2015).
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Figura 4: Alineacion de proteinas espiga pertenecientes a SARSr-CoV y HKU3-3.
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Para cada proteina se muestra el organismo al que representa segun la abreviatura de la tabla N°1.
La posicion de aminoacidos entre las secuencias se encuentra resaltados por colores, siendo el
rojo una alta conservacion, el amarillo una mutacion en la que conservan propiedades similares y

sin color aquellos no estan conservados.

Para el Caso del SARS CoV 2 y RatG13 CoV guarda una identidad elevada del 97.41%.
En este caso se sume un ancestro en comdn mas cercano, asi como la capacidad de
reconocer ACE2. La presencia del sitio de escision polibasico (PRRAR) se encuentra solo
en SARS-CoV-2 por lo que se asume RatG13 no posee la misma capacidad de escision
en S1/S2. ElI RBD de SARS-COV-2 y RatG13 poseen en comun solo 1 de los 6
aminoacidos fundamentales (L455, F486, Q493, S494, N501 e Y505) para el
reconocimiento de ACE2 (Malaiyan, Arumugam, Mohan, & Gomathi
Radhakrishnan, 2021).
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Figura 5: Alineamiento de proteinas espiga pertenecientes a SARS-CoV-2 y RatG13.

Para cada proteina se muestra el organismo al que representa segun la abreviatura de la tabla N°1.
La posicion de aminoacidos entre las secuencias se encuentra resaltados por colores, siendo el
rojo una alta conservacion, el amarillo una mutacion en la que conservan propiedades similares y

sin color aquellos no estan conservados.

En el caso del SARS-CoV y SARS-CoV-2 a pesar de que el porcentaje de identidad para
proteinas espiga es de 76.04% los amino&cidos situados en el dominio de reconocimiento
de receptor poseen una mayor afinidad para reconocer la ACE-2 humana. Los residuos
necesarios para que SARS-CoV-2 reconozca a ACE2 son L455, F486, Q493, S494, N501
e Y505. Estos aminoacidos difieren con SARS-CoV, razén por la cual la afinidad con
ACE2 difiere entre estos dos CoVs. Cinco residuos en las mismas posiciones poseen
propiedades bioquimicas similares en SARS-CoV y SARS-CoV-2( L455 /Y442, F456 /
L443, F486 / L472, Q493 / N479 y N501 / T487) (Lan et al., 2020).
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Figura 6: Alineamiento de proteinas espiga pertenecientes a SARS-CoV-2 y SARS-CoV.

Para cada proteina se muestra el organismo al que representa segun la abreviatura de la tabla N°1.
La posicion de aminoécidos entre las secuencias se encuentra resaltados por colores, siendo el
rojo una alta conservacion, el amarillo una mutacion en la que conservan propiedades similares y

sin color aquellos no estan conservados.

La Leu 455 de SARS-CoV-2 mejora la interaccion con el punto de acceso-31 de ACE2
humana, a comparacion de la Lys en SARS-CoV-2 que genera una interferencia. El
residuo 394 (glutamina) en el dominio de unién al receptor de SARS-CoV-2 (RBD),
correspondiente al residuo 479 en SARS-CoV, puede ser reconocido por la lys-31 en el
receptor ECA2 humano (Gutierrez & Aruquipa, 2020).

En cuanto al MERS-CoV vy su clado, se puede observar que la distancia filogenética mas
cercana es HKU4, y HKU5. Se ha demostrado que HKU4 y MERS-COV poseen la
capacidad para reconocer DPP4, sin embargo, se han especializado en reconocer el
receptor de murciélagos y personas respectivamente. Esto sugiere a su vez que los CoV
que poseen la capacidad para reconocer receptores idénticos a los humanos, amenazan a
la salud humana dada la facilidad con la que pueden mutar la proteina espiga y

transmitirse entre especies (Yang et al., 2014).

Si bien se puede apreciar aquellos CoVs cercanos filogenéticamente que pueden
reconocer receptores similares, también se aprecia que CoV de diferentes clados tienen
la capacidad de reconocer los mismos receptores a pesar de poseer altas diferencias en
cuanto a identidad y relacién filogenética. Esto se debe a la conformacion tridimensional

que adquiere la proteina espiga la cual le permite identificar los mismos receptores. Un
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claro ejemplo es la proteina espiga de HCoV-NL63, que a pesar de encontrarse
filogenéticamente lejos aun posee la capacidad de reconocer a ACE2 al igual que SARS-
CoV y SARS-CoV-2.

3.5.Verificacion de Hipotesis

Se identificaron los sitios de conservados en las secuencias de cada clado, con lo cual:
Se acepta para los clados analizados la hipétesis alternativa “Los sitios altamente
conservados entre secuencias dentro de un clado no otorgan el reconocimiento de

receptores en huéspedes” y se rechaza la hipotesis nula

Capitulo VI
Conclusiones y recomendaciones

4.1. Conclusiones
Al analizar y comparar las proteinas espiga de SARS-CoV, SARS-CoV-2 y MERS-CoV,

se encontré similaridades con el RBD. Si bien no existen residuos conservados entre estas
secuencias, existen regiones homologas, las cuales difieren en aminoécidos, siendo la

principal razon por la que reconocen a diferentes receptores.

Al analizar filogenéticamente las proteinas espiga, se encontrd que el género
Alfacoronavirus posee dos formas evolutivas diferentes, y bien marcadas. Ademas, las
distancias filogénicas permitieron establecer CoV relativamente cercanos a HCoVs. Esta
relacién permite establecer los posibles CoV con capacidades zoonoéticas. Esta
comparacion permitid prestar atencion a CoV que infectan a animales, con los cuales
estan estrechamente relacionados con la humanidad y que se ha demostrado son
portadores e intermediarios de estos virus. Se debe tener cuidado con el consumo de
animales como el murciélago, camellos, cerdos, entre otros.

Los dominios conservados entre miembros mas cercanos a HCoVs, tiene importancia en
la prediccion de CoV zoonoticos. Ya que a menudo los CoVs que poseen alto grado de
similaridad o corta distancia filogenética tienen pequefias diferencias en su secuencia, por
tal razdn conservan regiones necesarias para el reconocimiento de receptores humanos.
Por otra parte, las regiones conservadas ayudan a comprender el mecanismo de unién de

HCoV, aportando al estudio y comprension de los mecanismos de evolucion de CoVs.
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Se ha inferido que los CoV mas cercanos conservan residuos necesarios para el
reconocimiento de receptores similares, y que los residuos varian de acuerdo con el
huésped en el que se encuentran y el receptor que utiliza. También cabe recalcar la fuerte
tendencia de los CoVs a adquirir nuevas interacciones (Z. Li et al., 2019), las cuales les
permiten adherirse con diferente afinidad a receptores, permitiéndoles asi saltar entre

especies.

Los coronavirus que poseen cortas distancias filogenéticas relacionados a hCoV poseen
la capacidad de reconocer receptores similares en humanos, y al dar por hecho la alta
capacidad de mutar de las proteinas espiga, existe la posibilidad que se transfieran a

humanos causando enfermedades infecciosas.

4.2. Recomendaciones

Se recomienda la continuacion del estudio con enfoque en modelamiento de moléculas

tridimensional.

Se recomienda hacer muestreos con el fin de encontrar CoV, ya que aportaria al estudio
y prediccion de virus zoono6ticos, y posibles reservorios, antes que tengan contacto con el

ser humano, y causen enfermedades infecciosas.

Realizar andlisis sobre los dominios RBD y RBM en Alfacoronavirus, Deltacoronavirus
y Gammacoronavirus, ya que hasta el momento se desconoce la delimitacion adecuada,

asi como las propiedades de estos.
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Anexos
Anexo 1: Resultados del alineamiento:
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Anexo 2: Porcentaje de identidad

Tabla N°7: Similitud de secuencias espiga, respecto a HCoV-229E.

Nombre Pu,nt_. Punt Cobertura Valor | Por. Longitud | Acceso
maxima | total E Ident

a_Camel_alphaCoV | 2262 2262 | 100% 0.0 ]94.46% 1169 YP_009194639.1

a HCoV_NL63 1524 1524 | 98% 0.0 |64.15% |1356 YP_003767.1

Tabla N°8: Similitud de secuencias espiga, respecto a HCoV-NLG63.

Nombre Pu,nt_. Punt Cobertura Valor | Por. Longitud | Acceso
maxima | total E Ident

a_HCoV_229E 1542 1542 |85% 0.0 [64.13% 1173 NP_073551.1

a_Camel_alphaCoV | 1534 1534 | 85% 0.0 |64.60% |1169 YP_009194639.1

Clado 2

Tabla N°9: Similitud de secuencias espiga, respecto a SARS-CoV.

Nombre Pu,nt_. Punt, Cobertura Valor  Por. Longitud | Acceso
maxima | total E Ident

b_SARS_CoV_Tor2 |2600 2600 | 100% 0.0 ]99.92% | 1255 YP_009825051.1

b_HKU3 2050 2050 | 100% 0.0 |78.51% 1242 Q3LZT7

b_RaTG13 2025 2025 | 100% 0.0 |76.67% 1269 QHR63300.2

b_SARS CoV_2 2012 2012 | 100% 0.0 |76.04% |1273 YP_009724390.1

b_Bat_CoV_BM48- 0 0

31/BGR/2008 1954 1954 | 99% 0.0 |75.30% | 1259 YP_003858584.1

b_Bat_Hp-

betaCoV/ 888 888 | 96% 0.0 |41.21% 1317 YP_009072440.1

Zhejiang2013

Tabla N°10: Similitud de secuencias espiga, respecto a SARS-CoV-2.

Punt.

Punt.

Valor

Por.

Zhejiang2013

Nombre i Cobertura Longitud | Acceso

maxima | total E Ident
b RaTG13 2565 2565 | 100% 0.0 97.41% | 1269 QHR63300.2
b SARSr CoV 2039 2039 | 100% 0.0 76.04% | 1255 P59594.1
b SARS CoV Tor2|2038 2038 | 100% 0.0 75.96% | 1255 YP 009825051.1
b HKU3 2001 2001 | 100% 0.0 76.04% | 1242 Q3LZT7
gI/%%TQC/‘Z’%%BM“& 1887 |1887 [100% |00 |71.66%|1259  |YP_003858584.1
b_Bat Hp-
betaCoV/ 884 884 |97% 0.0 41.08% | 1317 YP_009072440.1
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Clado 3

Tabla N°11: Similitud de secuencias espiga, respecto a MERS-CoV.

Nombre Pu,nt_. Punt, Cobertura Valor | Por. Longitud | Acceso
méaxima | total E Ident

b_MERS_CoV_ 15800 2800 |100% |00 |99.85%[1353  |YP_007188579.1

England_1

b_bat CoV_HKU4|1831 1831 |99% 0.0 [67.06% | 1352 YP_001039953.1

b_bat CoV_HKU5|1821 1821 | 100% 0.0 [63.72% |1352 YP_001039962.1

b_Erinaceus/

VMC/DEU/2012 1555 1555 | 100% 0.0 56.08% | 1330 YP_009513010.1

Tabla N°12: Similitud de secuencias espiga, respecto a HCoV-0OC43.

Nombre Pu,nt_. Punt Cobertura Valor  Por. Longitud | Acceso
maxima | total E Ident
b_Bovine_CoV_02 (2529 |2529 |100% 00 |91.81% 1363 Q2EF02
ﬁ{_'agﬂijomna‘”rus 2508 [2508 |100% 00 |90.86%|1362  |YP 005454245.1
b_PHVE 2253|2253 | 100% 0.0 |80.66% | 1349 Q2QKN3
Rg%“'”e—cov— 2240|2240 |100% 00 [79.34%1363 QBW355
Tabla N°13: Similitud de secuencias espiga, respecto a HCoV-HKU1.
Nombre Pu,nt_. Punt, Cobertura Valor | Por. Longitud | Acceso
maxima | total E Ident
F;aatriz:ona‘”rus 1769|1769 |100% 0.0 |63.74% | 1360 YP_003029848.1
Murine
coronavirus 1683 1683 | 100% 00 |61.47% |1324 ACNB89689.1
RA59/R13
B::fffzzo”a‘”rus 1680 1680 |100% 00 |60.72% | 1358 YP_009113025.1
Bat Hp-beta 5 OE-
coronavirus/ 497 579 |83% ; 38.27% | 1317 YP_009072440.1
4 156
Zhejiang2013
b_HKU3 464|580 |76% 1;104'5' 36.04% 1242 |Q3LZT7
SARS-CoV-2  |461 554 | 64% iff‘ 36.83% | 1273 YP_009724390.1
Bat coronavirus 0 9,0E- 0
o1 459 552 |64% Lua | 36.90% | 1269 QHR63300.2
Bat coronavirus 4 0E-
BM48- 457 565 | 82% Lo |36.44% | 1259 YP_003858584.1
31/BGR/2008
SARS-CoV 455  |563 |80% 3.0B- 1358306 1255 | YP_009825051.1
Tor2 141
SARSI-CoV  [455  |563 |80% S |3583% 1255 |P59504.1
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