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RESUMEN

El surgimiento de un nuevo coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo
(SARS-CoV-2), del cual no existe ain un tratamiento efectivo, por lo que la
enzima ARN polimerasa ARN dependiente (RdRp) del SARS-CoV-2, es uno de
los principales objetivos para desarrollar compuestos con actividad antiviral.
Partiendo de este principio, analogos estructurales de los nucledsidos como el
Favipiravir, Ribavirin y Remdesivir, particularmente, este Gltimo es un eficaz
inhibidor de RdRp del SARS-CoV-2 y de otros virus de ARN como el MERS

siendo gran candidato como opcion terapéutica para el tratamiento del COVID-19.

Se identificd los residuos clave de RdRp del virus, que asisten en la union de
Remdesivir que mantiene interacciones no covalentes. El grado de conservacion
de estos residuos se analizd mediante un alineamiento multiple de secuencias con
RdRps. Permitiendo modelar variantes mutantes en tres posiciones, Val557lle,
Ala688Gly y Ser759Thr, y evaluar el efecto de estas mutaciones sobre la union del
inhibidor. La afinidad y la energia libre fue determinada mediante acoplamiento
molecular en el programa GOLD. Los resultados muestran que las tres mutaciones
disminuyen la afinidad tedrica de Remdesivir por el sitio activo de RdRp. La
mutacion mas perjudicial para la union de Remdesivir con la enzima fue la variante
Val5571le, con un Score de afinidad 1.4 veces menor que el observado para la
enzima nativa. Estos resultados permiten preveer el efecto de posibles cambios que
puedan ocurrir en la polimerasa viral de forma natural y generar alternativas
terapéuticas para contrarrestar el efecto de resistencias a inhibidores de RdRp,

como Remdesivir.

Palabras claves: Modelado de mutaciones, RdRp, acoplamiento molecular,
Remdesivir, SARS-CoV-2.
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Abstract

The emergence of a new severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV-
2), of which there is not yet effective treatment, so the SARS-CoV-2 dependent RNA
polymerase (RdRp) enzyme, is one of the main goals for developing compounds with
antiviral activity. Based on this principle, structural analogues of nucleosides such as
Favipiravir, Ribavirin and Remdesivir, particularly, the latter is an effective SARS-
CoV-2 RdRp inhibitor and other RNA viruses such as MERS being a major candidate
as a therapeutic option for the treatment of COVID-109.

Key RdRp residues of the virus, which assist in the junction of Remdesivir that
maintain non-covalent interactions, were identified. The degree of conservation of
these residues was analyzed by multiple sequence alignment with RdRps. This analysis
allowed mutant variants to be modeled in three specific positions of the enzyme's
active site, Val5571le, Ala688Gly and Ser759Thr, and evaluate the effect of these
mutations on the binding properties of the inhibitor. Affinity and free energy was
determined by molecular coupling in the GOLD program. The results show that all
three mutations decrease Remdesivir's theoretical affinity for the active RdRp site. The
most harmful mutation for the binding of Remdesivir with the enzyme was the
Val5571le variant with an affinity Score 1.4 times lower than that observed for the
native enzyme. These results allow us to foresee the effect of possible changes that
may occur in the viral polymerase in a natural way and to generate therapeutic
alternatives to counteract the effect of resistance to RdRp inhibitors, such as

Remdesivir.

Keywords: Mutation modeling, RdRp, molecular coupling, Remdesivir, SARS-
CoV-2.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes Investigativos

1.1.1 Enfermedades Respiratorias Emergentes

En los ultimos 25 afios han surgido nuevos virus respiratorios de alta transmision que,
por su alcance territorial y elevada tasa de mortalidad, han llegado a considerarse
pandemias. En el siglo pasado, las pandemias mas importantes se registraron en los
afos de 1918, 1957 y 1968, todas ellas causadas por el virus de la influenza. En lo que
va del presente siglo, durante el afio 2003 surgié una nueva enfermedad viral
denominada sindrome respiratorio agudo severo (SARS), la cual es provocada por un
coronavirus (SARS-CoV). Se conoce que esta enfermedad alcanzd 30 paises y causd
mas de 8000 casos confirmados, con un indice de mortalidad de aproximadamente el
10%. Posteriormente, surgieron otras enfermedades respiratorias causadas por virus
emergentes, tales como aquellas causadas por el coronavirus que provoca el Sindrome
Respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV) (descubierto en Arabia Saudita en el afio
2012) y el adenovirus-14 (descubierto en 2008) (Van der Hoek, y otros, 2004). Entre
estos virus, el MERS-CoV es el mas letal ya que, segin datos de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), hasta el 2018 se confirmaron 2.279 casos, con 806

muertes, lo cual equivale al 35.3% de los contagios.

1.1.2 Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS-CoV-2)

A finales del afio 2019 se descubrié un nuevo coronavirus del sindrome respiratorio
agudo severo (SARS-CoV-2), también conocida como COVID-19, que hasta el 18 de
octubre de 2020 ha causado alrededor de 40 millones de casos confirmados y 1.1
millones de fallecidos en todo el mundo (WHO, 2020). Estos datos indican que este
nuevo virus tiene una tasa de mortalidad del 2,75%, lo cual es 3.6 veces menor a la
observada para el SARS-CoV. En el contexto local, en el Ecuador se registré la tasa
mas alta de contagio por el virus SARS-CoV-2 de América del Sur con el 13.15 por
cada 100 000 habitantes (WHO, 2020). Este fendmeno se produjo por el desacato de
la poblacidn a las medidas de prevencidon, especialmente el uso de tapabocas y evitar

aglomeraciones, y a la diseminacion del virus en los nacleos familiares.
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Debido al reciente descubrimiento de esta enfermedad ain no existe un tratamiento
efectivo para combatirla, por lo que paises como China, Italia y Estados Unidos
tomaron medidas de distanciamiento social y cuarentena, las cuales también se
implementaron en la mayoria de los paises que confirmaron casos positivos. Segun la
Organizacién Mundial de la Salud (2020), la incapacidad de las diferentes naciones de
detener el SARS-CoV-2 provocO una crisis sanitaria de escala global. Hasta el
momento se desconoce el origen del SARS-CoV-2. Sin embargo, se cree que es una
enfermedad zoondética por la alta identidad de secuencia que presenta con respecto al
genoma del coronavirus de murciélago BatCoV RaTG13 (96%) y el SARS- CoV
(79,6%) (Xiaolu Tang, 2020). En contraste, estudios de secuenciacion de genomas de
virus que infectan pangolines y su posterior comparacion con el genoma del SARS-
CoV-2 sugieren una identidad de hasta el 99%. Estos resultados levantan una nueva
hipotesis, la cual ubica a los pangolines como animales hospederos intermediarios para
la transmision del SARS-CoV-2 a los seres humanos. Adicionalmente, estos estudios
descartan a los murciélagos como animales intermediarios de este virus basandose en
el hecho de que el brote de SARS-CoV-2 ocurrio durante el invierno, periodo en el
cual estos mamiferos hibernan. De esta forma existiria una menor probabilidad de que
los murciélagos transfieran directamente el virus a personas (Alviso, Gémez, Garcia,
& Velazquez, 2020). De todas formas, esta claro que, gracias a un proceso evolutivo
llevado a cabo en animales hospederos intermediarios, el virus SARS-CoV-2
consiguio infectar a los seres humanos mediante la adaptacion de su proteina espiga

para reconocer el receptor ACE2 de las células humanas (Lam, y otros, 2020).

1.1.3 Taxonomia del SARS-CoV-2

Los coronavirus pertenecen a la familia Coronaviridae, que son virus de ARN de
cadena positiva con una longitud de 27 a 32kb, envueltos por una nucleocéapside de
glicoproteinas. ElI nuevo SARS-CoV-2, descubierto en Wuhan en el 2019 en 41
personas que presentaban una infeccion respiratoria atipica, pertenece a la Unica
especie del género Betacoronavirus, subgénero Sarbecovirus, denominada “Severe
acute respiratory syndrome-related coronavirus” (Fig 1) (Jiménez, 2020). Los virus

pertenecientes a esta familia se denominan coronavirus ya que muestran proyecciones

15



proteicas externas que corresponden a la glicoproteina espiga (S) que se observa en

forma de corona bajo el microscopio electrénico (Gordon, 2020).

SUPERREINO
Riboviria

ORDEN
Nidovirales

SUBORDEN
Cornidovirineae

FAMILIA
Coronaviridae

SUBFAMILIA GENERO SUBGENERO ESPECIE
Orthocoronavirinae Betacoronavirus Embecovirus Human coronavirus 229
Human coronavirus HKU1
Hibecovirus

Merbecovirus Middle East respiratory
syndrome-related coronavirus
(MERS-CoV)

Nobecovirus

Sarbecovirus Severe acute respiratory
syndrome-related coronavirus
(SARS-CoV, SARS-CoV-2)

Fig. 1 Taxonomia de las especies de Betacoronavirus que infectan al ser humano
(Lain, Zhou, Liu, & Bi, Epidemiology, Genetic Recombination, and Pathogenesis of
Coronaviruses, 2016).

1.1.4 Coronavirus capaces de infectar seres humanos

Los coronavirus capaces de infectar a los seres humanos (HCoVs) fueron descubiertos
en la década de 1960s por June Almeida (Saisfer, 2020). Con el descubrimiento del
SARS-CoV-2 suman ya seis tipos de coronavirus capaces de causar enfermedades en
los seres humanos y que pueden ser transmitidos de animal a humano y de humano a
humano. Cuatro de estos virus (229E, OC43, NL63 y HKU1) producen sintomas
similares a los de la gripe comun, mientras que dos tipos de coronavirus (SARS-CoV,
MERS-CoV) causan enfermedades severas agudas, con elevadas tasas de mortalidad
(Cui, Li, & Shi, 2018). Se conoce que los coronavirus OC43 y HKU-1 circulan
libremente entre la poblacién humana, en ocasiones incluso sin provocar sintomas. Por
otra parte, esporadicamente se dan brotes de MERS-CoV y el SARS-CoV, ya que estos
virus conservan reservorios en animales como los dromedarios, pangolines y
murciélagos (Fig 2). El ciclo de vida de los coronavirus y su facil circulacion entre
diferentes especies ha facilitado que exista una mayor recombinacion de su ARN en

comparacién con aquellos virus que solo se transmiten una sola vez, otorgandoles asi
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una alta capacidad de adaptacion para infectar a nuevas especies (Lain, Zhou, Liu, &
Bi, 2016).

A Diagrama esquematico de
un coronavirus:

Material genético (ARN)

Proteina espicula ——»

7

Glicoproteina de membrana

N

B
-
N

Civetas

Murciélagos

R 4 Pangolines
Serpientes Camellos y dromedarios

Fig. 2 Representacion de la transmision intra e interespecie de los coronavirus que
afectan a los seres humanos (Cortéz, 2020).

En la familia Coronaviridae existen varias especies que afectan principalmente a
animales. Entre ellos podemos citar a los Alphacoronavirus 1, CCoV y FCoV, que
infectan selectivamente caninos y felinos, respectivamente. Estos virus son incapaces
de infectar a los seres humanos ya que sus proteinas espiga no reconoce ningun

receptor de células humanas (Le Poder, 2011).

1.1.5 Retos que impone el SARS-CoV-2 a los sistemas de salud publica

La CPI (Prevencion y Control de Infecciones) indica que la principal via de contagio
del virus son las secreciones respiratorias o goticulas que una persona infectada
expulsa cuando tose o estornuda (Richard, y otros, 2020). Estas particulas se
mantienen por un tiempo prolongado sobre las superficies o en el aire, favoreciendo
asi el contagio a personas expuestas 0 que mantienen contacto directo con el paciente.
Segun la Organizacion Mundial de la Salud, (2020) casi el 80% de las personas que

padecen la enfermedad son asintomaticas y se recuperan sin la necesidad de un
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tratamiento hospitalario. Sin embargo, una de cada cinco personas contagiadas
presenta un cuadro clinico grave, entre ellas las personas mayores de edad y las que
padecen enfermedades cronicas como asma, diabetes, problemas cardiovasculares y

pulmonares (Giordano, y otros, 2020).

La facilidad de contagio del virus, sumada a la gran cantidad de casos asintomaéticos,
han posado una gran presion en la capacidad de los sistemas publicos de salud. Las
medidas de prevencion, como el uso del tapabocas, el lavado constante de manosy el
distanciamiento social, han sido medianamente efectivas para combatir la pandemia.
Los datos de la Organizacion Mundial de la Salud (2020) muestran inflexiones en
la curva de contagios que coinciden con la imposicion y levantamiento de medidas de
confinamiento, cierre y apertura de escuelas, universidades y negocios y a la pérdida
de flexibilidad de teletrabajo (Fig. 3). Al no contar con un tratamiento o vacuna que
ayude a contrarrestar los contagios por el COVID-19, se han agudizado las condiciones
en los hospitales y centros asistenciales. A nivel global se han reportado picos de
ingreso de pacientes con necesidades de hospitalizacién y cuidados intensivos,
Ilegando en algunos casos a una ocupacion de camas del 100%. Se han hecho esfuerzos
para reutilizar medicamentos que han sido desarrollados para otras enfermedades y de
los cuales existe datos de su actividad farmacolégica para asi evaluar su posible
actividad contra el SARS CoV-2 (Tedijanto, Kissler, Goldstein, Grad, & Lipsitch,

2020). Ninguno de estos tratamientos ha demostrado ser completamente efectivo.
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Fig. 3 Curva de crecimiento de nuevos contagios confirmados por COVID-19 a
escala global. A) Gréfico de barras del nimero de nuevos casos confirmados por
dia. B) Escala logaritmica del nimero de casos totales por dia (Dong, Du, &
Gardner, 2020).

1.1.6 Estructura del SARS-CoV-2

El genoma del SARS-CoV-2 estd conformado por ARN de cadena sencilla con una
longitud aproximada de 30.0000 nucledtidos, los que codifican para 14 marcos de
lectura abiertos (ORFs). Una vez depositado en la célula hospedera, el genoma viral
es reconocido como ARNm y procesado por su maquinaria molecular. En el extremo
5’ se localizan los ORFla y ORFlab, que codifican para las poliproteinas ppla y
pplab, respectivamente. Estas poliproteinas son procesadas extensivamente por
proteasas virales, como la proteasa MP, y dan lugar a 16 proteinas no estructurales
(NSPs) que participan en la mediacion de la replicacion y la transcripcion viral y
obstruyen la respuesta inmune del hospedero (Jin, y otros, 2020). EI complejo de
replicacion/transcripcion (RTC) estad conformado por varias subunidades de NSPs. La
proteina principal de este complejo es la subunidad nspl2 que corresponde a una

enzima ARN polimerasa ARN dependiente (RdRp), que para su funcionamiento
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necesita de dos cofactores, nsp7 y nsp8 (Fig. 4), los que permiten la union de RdRp al
ARN viral (Wanchao, y otros, 2020).

Fig. 4 Estructura del complejo nsp12-nsp7-nsp8 del complejo RARp en Cryo-EM
(Jin, y otros, 2020)

Adicionalmente, el genoma viral codifica para 4 proteinas esenciales estructurales
como la glicoproteina espiga (S), que se encarga de la unién y funcién del virus; la
proteina de membrana (M), que sirve para el transporte transmembranal; la

nucleocapside (N) y la proteina de envoltura (E) (Fig. 5) (Wit, van Doremalen, &
Falzarano, 2006).

E envalope
protein

SARS-CoV-2 Fuente Centers for Disease
Control and Prevention (CDC)

M transmembrane glycoprotein

Source Prepared by us

Fig. 5 Estructura del SARS-CoV-2

(Wit, van Doremalen, & Falzarano, 2006).
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1.1.7 Mecanismo de infeccion del SARS-CoV-2

Para la replicacion del SARS-CoV-2 es necesario que el virus reproduzca su genoma
y proteinas estructurales y ensamble estos componentes mediante la maquinaria
molecular de la célula hospedera. Para ello, el virus debe primeramente interactuar con
la célula e introducir su genoma. Este proceso es facilitado por el reconocimiento de
un receptor, la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2), la cual se encuentra
ubicada en la superficie de la membrana celular y se encarga de la regulacion de la
presion sanguinea (Li, y otros, 2003). Esta proteina se encuentra principalmente en
células epiteliales del pulmon, intestino delgado, células del tracto respiratorio y
cavidad oral, células del corazon, rifion y estbmago. Zhang et. Al., 2020 sefiala que
para que comience la infeccion viral, la subunidad S1 de la proteina S del SARS-CoV-
2 debe reconocer el dominio receptor (RBD) de la proteina ACE2. Una vez que se ha
dado esta interaccién, la subunidad S2 de la proteina S induce la fusién de las
membranas viral y celular por escision de la subunidad S2. El ingreso del genoma viral
a la célula hospedera se da por endocitosis y, como se menciond anteriormente, es
reconocido por la célulacomo ARNm propio. De esta forma inicia la traduccion de los
genes virales y el ensamblaje de las nuevas particulas virales (Fig 6).

CITOPLASMA
o= ANAAANY Proteinas
AAANANY estructurales o ¢

ey R Ensamsilil
hijos (+) o/ a

‘ >

;AT

Liberacién de los
viriones hijos

MEMBRANA
CITOPLASMICA

Fig. 6 Replicacion del coronavirus SARS-CoV-2. Proceso de unién de la
glicoproteina S (Subunidad 1) del virion al receptor celular (enzima convertidora de
angiotensina 2) (Ruiz & Jiménez, 2020).
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El mecanismo de accion del SARS-CoV-2 es aun desconocido debido a su reciente
descubrimiento, pero se cree que opera como otros coronavirus, como por ejemplo el
BatCoV RaTG13 y SARS- CoV, debido a la alta similitud de sus secuencias de ARN.
Varios estudios han demostrado que el nivel de expresion del gen ACE2 afecta
directamente a la afinidad y reconocimiento del virus SARS-CoV-2, explicando la
gran diferencia de la agresividad de la enfermedad en diferentes pacientes o etnias
(Cao, Li, Feng, & Dand, 2020).

1.1.8 Inhibidores de la enzima ARN polimerasa ARN dependiente del SARS-
CoV-2

El reciente descubrimiento del SARS-CoV-2 y el complejo proceso de infeccion que
provoca han sido grandes limitantes para el desarrollo e implementacion de opciones
terapéuticas que permitan tratar o prevenir la enfermedad. En la actualidad, una de las
aproximaciones mas prometedoras para desarrollar farmacos contra el COVID-19 es
la reutilizacion de medicamentos que han sido disefiados para tratar otras
enfermedades como el ébola, la hepatitis, el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), la influenza o enfermedades causadas por parasitos intracelulares (Tabla 1). Un
estudio reciente analizé alrededor de 10000 compuestos farmacologicos aprobados
para el tratamiento de enfermedades en humanos 0 que Se encuentran en ensayos
clinicos, de donde se logrd identificar varios compuestos con alta afinidad por la
proteasa viral MP™. Uno de estos compuestos, el inhibidor N3, presenta ademas una
elevada actividad antiviral y por ende tiene grandes posibilidades de convertirse en un
farmaco contra el COVID-19 (Jin, y otros, 2020). Asi mismo se ha logrado determinar
que la hidroxicloroguina, ivermectina, ritonavir y remdesivir, entre otras moléculas,
gjercen algun grado de actividad antiviral mediante la inhibicién de la replicacion viral
(Kumar, Zhi, Mukherji, & Gerth, 2020).
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Tabla 1 Candidatos a farmacos actuales para el SARS-CoV-2
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Fuente: (Kumar, Zhi, Mukherji, & Gerth, 2020).
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Las enzimas helicasa y RdRp, que forman parte del RTC del SARS-CoV-2, son
elementos importantes en ciclo viral y se consideran atractivas para el descubrimiento
de inhibidores que blogueen la replicacion y la transcripcion. Esta es la base para el
desarrollo de varios proyectos de investigacion que tienen como objetivo descubrir
nuevos medicamentos contra el SARS-CoV-2 que actian mediante la inhibicion del
RTC (Gordon, 2020). Uno de los inhibidores con grandes posibilidades de tratar esta
enfermedad es el Remdesivir (Fig. 7), molécula que fue desarrollada por la compafiia
Gilead Sciences para el tratamiento de infecciones por filovirus, como aquellos
causantes del ébola y marburg (Liu, y otros, 2020). Importantemente, se ha



demostrado que el Remdesivir muestra una alta actividad antiviral contra el SARS-
CoV-2. Asi mismo, el favipiravir, que fue aprobado en el afio 2004 para el tratamiento
de un nuevo brote de influenza, ha demostrado ser efectivo contra el SARS-CoV-1y
MERS-CoV en animales. Tanto el remdesivir como el favipiravir son activos contra
el SARS-CoV-2 en células humanas in vitro (Guy, DiPaola, Romanelli, & Dutch,
2020). Por esta razon, varios estudios clinicos para el tratamiento de COVID-19
mencionan que el Remdesivir podria ser eficaz, siempre y cuando el tratamiento sea

manejado de manera correcta.

Fig. 7 Estructura quimica del remdesivir en su forma pro-droga (Reina J., 2020).

La enzima RdRp del SARS-CoV-2 es hoy en dia uno de los principales objetivos para
desarrollar compuestos con actividad antiviral debido a su rol crucial en el ciclo de
replicacion viral y a la ausencia de enzimas con dominios similares en células humanas
(Chien, y otros, 2020). Partiendo de este principio, inhibidores como el Favipiravir,
Ribavirin, Galidesivir y Remdesivir, que son andlogos estructurales de los nucleésidos
que participan como sustratos de la enzima, inhiben fuertemente RdRp y, por ende, la
replicacion viral. Estos inhibidores se unen quimicamente a la cadena naciente de ARN
provocando la terminacion temprana de la cadena (Yin, y otros, 2020). De forma
particular, mediante la determinacion de la estructura del complejo RdRp-remdesivir
(Fig 8) se ha logrado demostrar que el Remdesivir se incorpora de manera covalente a
la hebra del cebador, demostrando asi el mecanismo por el cual ejerce su actividad

antiviral (Harder, Damm, Maple, & Chuanjie, 2015).
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Fig. 8 Representacion del modelo de incorporacion de Remdesivir en RdRp del
SARS-CoV-2 (Gao, Yan, Huang, Liu, & Zhao, 2020).

1.1.9 Posibles tratamientos para el SARS-CoV-2

Una de las opciones terapéuticas que tiene grandes posibilidades para tratar el COVID-
19 es la reutilizacion de inhibidores de la enzima ARN polimerasa ARN dependiente
del virus (RdRp). Como se menciond anteriormente, en este contexto destaca el
Remdesivir, que ha demostrado ser un eficaz inhibidor de RdRp del SARS-CoV-2 y
de otros virus de ARN como el ébola, MERS, el virus sincitial respiratorio y el virus
Junin (Liu, y otros, 2020). Estudios estructurales han revelado el mecanismo de
inhibicion de RdRp por Remdesivir a nivel atomico, de los cuales se ha logrado
identificar que el Remdesivir bloguea la sintesis de ARN viral mediante la terminacion
temprana de la nueva cadena (Wanchao Yin, 2020). Asi mismo, otros inhibidores de
RdRp, como el Favipiravir, Ribavirin, Sofosbuvir y Galidesivir, comparten el
mecanismo de inhibicion de Remdesivir y actian como analogos de los nucledsidos
empleados para la sintesis de nuevas cadenas de ARN. Por lo tanto, estas moléculas

también son excelentes candidatos para combatir el COVID-19 (Reina J. , 2020).
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Los inhibidores de proteasas también reunen las caracteristicas para ayudar a combatir
el COVID-19. Por ejemplo, se ha demostrado que lopinavir/ritonavir (inhibidores de
proteasas), en combinacion con el interferon- B, tiene la capacidad de inhibir la
replicacién del virus MERS-CoV. Por otra parte, cuando se realiz6 una monoterapia
con lopinavir y rivabirina; se observd mejores resultados clinicos y una disminucion
del riesgo de muerte en pacientes infectados. Jiang, Du & Zhengli (2020) lograron
inhibir hasta siete tipos de coronavirus, entre estos el SARS-CoV y MERS-CoV,
mediante la fusion del inhibidor pan-CoV, que esta integrado por el peptido EK1.
Todos estos antecedentes indican que existen buenas perspectivas para desarrollar
tratamientos seguros contra el SARS-CoV-2 empleando estos inhibidores (Li, Wang,
Xu, & Cao, 2020).

Otra alternativa para prevenir la diseminacion del COVID-19 es el desarrollo de una
vacuna. Por ejemplo, la vacuna candidata PicoVacc demostrd la capacidad de crear
inmunidad contra 10 diferentes cepas del SARS-CoV-2 en primates no humanos, tanto
en dosis bajas y altas (Gao, y otros, 2020). Sin embargo, pese a estos grandes avances
y a la expectativa mundial sobre el desarrollo de una vacuna, no se sabe con certeza
cuando esta vacuna podra ser distribuida a nivel mundial para su uso en humanos.
Ademas, se desconoce los potenciales efectos secundarios en infantes y en grupos
vulnerables de la poblacién, y es incierto si la vacuna podra proteger eficientemente

de todas las variantes del virus por un tiempo prolongado.

Finalmente, otra medida para contrarrestar los efectos del SARS-CoV-2 en el
organismo es la terapia a base de la fisiopatologia, la cual tiene como enfoque principal
la inyeccion directa de la enzima convertidora de angiotensina 2 recombinante (ECA2)
a los pacientes. Los resutados de esta terapia; han demostrado su efectividad
disminuyendo lesiones pulmonares en ratones. Los inhibidores de esta enzima, como
el lisinopril que actta en el equilibrio de la funcion de ECA/ECA2, también logra

aliviar las lesiones pulmonares causadas por este virus (Wu, 2020).

1.1.10 Mutaciones del SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2, asi como otros coronavirus, presentan una elevada tasa de mutacion
de su genoma. Mediante la secuenciacion del genoma completo del SARS-CoV-2 en
varios paises del mundo se logré evidenciar el répido surgimiento de variantes

mutantes del virus durante los primeros 6 meses de la pandemia. Por ejemplo, estudios
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realizados en el Hospital Metodista de Houston, Estados Unidos, indican que el
analisis de aproximadamente 5085 secuencias genéticas del SARS-CoV-2 revel6 una
acumulacion de mutaciones en el genoma viral (Musser, 2020), especialmente en la
region que codifica para la proteina S. Estos resultados son un testimonio de la
facilidad con la que este virus cambia para adaptarse y ha levantado dudas sobre la
efectividad que tendrian los tratamientos farmacoldgicos a futuro. En efecto, la
posibilidad de la aparicion de mutaciones en las proteinas drogables del SARS-CoV-
2, como la proteina S, la proteasa MP y la enzima RdRp es de especial preocupacion.
Proyectar el efecto de estas mutaciones sobre potenciales farmacos y desarrollar
nuevos inhibidores mediante disefio racional basado en biologia estructural es la mejor

alternativa ante esta amenaza.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo General

¢ Identificar y modelar mutaciones que otorgan resistencia a inhibidores de la
enzima ARN polimerasa ARN dependiente del virus SARS-CoV-2.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Identificar variaciones en los restos de aminoacidos del sitio de union de
inhibidores de la enzima ARN polimerasa ARN dependiente del virus SARS-
CoV-2.

e Construir modelos tridimensionales de la enzima ARN polimerasa ARN
dependiente del virus SARS-CoV-2 resistente a inhibidores.

e Predecir el efecto de mutaciones en los restos de aminoacidos del sitio de unién
de inhibidores de la enzima ARN polimerasa ARN dependiente del virus

SARS-CoV-2y el grado de resistencia sobre inhibidores de la enzima.

1.3 Hipdtesis
1.3.1 Hipdtesis Nula
Mutaciones en la enzima ARN polimerasa ARN dependiente del SARS-CoV-2 no

otorgan resistencia contra inhibidores de esta enzima.

1.3.2 Hipdtesis Alternativa
Mutaciones en la enzima ARN polimerasa ARN dependiente del SARS-CoV-2

otorgan resistencia contra inhibidores de esta enzima.
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1.4 Sefialamiento de las variables de hipétesis
1.4.1 Variable Dependiente

e Valor ChemPLP

e Valor S(PLP)

1.4.2 Variable Independiente
e Modelos tridimensionales de la enzima RdARp y sus variantes mutantes

e Libreria de ligandos (remdesivir).
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CAPITULO II
METODOLOGIA

2.1 Materiales y equipos

2.1.1 Materiales

e Software Bioinformético y bases de datos publicas:

o

o

©)

©)

o

PDB (Protein Data Bank)

Unitprot (Datos de proteina)

GenBank

Blast (Basic Local Alignment Sequence Tool)

T-Coffe (software para el alineamiento multiple de secuencias)
Wincoot (software para la visualizacion de sistemas bioldgicos y
moléculas)

Boxshade (impresiones de salida de alineamiento multiple)
PyMol

YASSARA

GOLD - Protein Ligand Docking Software

Mercury

ApE1

e Archivo PDB y fasta

o 7BTF

o 7BV2

o  5IPE
2.1.2 Equipos

e Computadora personal

2.2 Métodos

2.2.1 Analisis de la estructura de RdRP del SARS-CoV-2
Para este estudio se emple0 la estructura tridimensional de la enzima ARN polimerasa
ARN dependiente (RdRp) del SARS-CoV-2 que se encuentra depositada en la base de

datos Protein Data Bank (PDB) con cddigo de acceso 7BTF. Las secuencias de

nucledtidos y de aminoacidos de RdRp se extrajeron de las bases de datos de libre

acceso Uniprot y GenBank.
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2.2.2 Analisis de homologia de RdRp del SARS-CoV-2

Para el andlisis de homologia de RdRp se utilizé la base de datos UniProt, la cual
registra una gran cantidad de informacion sobre proteinas, incluyendo su secuencia de
aminoécidos. Uniprot esta enlazada con GenBank y hace uso de las secuenciaciones
gendmicas publicadas en revistas cientificas y depositadas en esta base de datos. El
analisis de homologia de secuencia de RdRp se realiz6 mediante el algoritmo BLAST,
que es una herramienta de busqueda mediante alineacion local basica. BLAST
permitio localizar regiones similares entre la secuencia objetivo RdRp del SARS-CoV-
2y las secuencias disponibles en UniProt.

Para identificar la secuencia nativa de RdRp y su codigo de acceso en Uniprot, primero
se realizo un andlisis BLAST tomando como referencia la secuencia de aminoacidos
de la estructura de la enzima RdRp (7BTF) disponible en el Protein Data Bank (PDB).
Este paso tuvo como objetivo evitar posibles errores que podrian ser introducidos en
el analisis de homologia debido a modificiaciones introducidas en RdRp para su
produccién y purificacion en laboratorio, tales como la introduccion de colas de
afinidad, sitios de corte por proteasas, 0 mutaciones para mejorar su solubilidad y
rendimiento y que podrian estar presentes en la secuencia de aminoacidos obtenida de
7BTF. Este paso permitid identificar que la secuencia nativa de RdRp se encuentra
entre las posiciones 4393-5324 de pplab con cddigo de acceso PODTD1
(R1AB_SARS?2).

El procedimiento para realizar el BLAST en UniProt inicié accediendo a la pagina
https://www.uniprot.org/, en donde se selecciond la opcion “BLAST”. Luego, en el
espacio en blanco disponible en la herramienta se coloco la secuencia de aminoacidos
de RdRp, descargada de UniProt, en su formato FASTA. Los parametros de busqueda
se mantuvieron en los valores preestablecidos por defecto, excepto la opcion “Hits”
para la cual se seleccion6 50. Por ultimo, se dio clic en el boton “Run BLAST” para
iniciar el algoritmo de alineamiento y posteriormente se analiz6 los datos desplegados
de acuerdo con su Score (puntuacién de alineamiento) y el porcentaje de identidad de
secuencia. A continuacion, se seleccion6 los 50 primeros resultados de la lista de
acuerdo con la similitud presentada y se procedié a descargar las secuencias de las
proteinas homologas en su formato FASTA, dando clic en el codigo de cada proteina

y copiando la secuencia a una hoja de texto de Word.
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Para el analisis de resultados se evalud el valor E, el cual representa la homologia entre
dos secuencias dadas. Si E es menor o igual a 0,02 indica que las secuencias son
probablemente homdlogas, mientras que, si este se encuentra entre 0,2 y 1 significa
homologia no descartable. Si el valor de E sobrepasa a 1 quiere decir que la homologia
de las secuencias no es significativa. Asi mismo se analiz6 el porcentaje de identidad
de secuencia con valores superiores al 45%, valores que sugieren gque la secuencia, la
estructura y la funcion de las secuencias analizadas son similares a la de la secuencia

objetivo.
2.2.3 Alineamiento multiple de secuencias

Para el alineamiento de la secuencia de la polimerasa del SARS-CoV-2 se empled las
secuencias en el formato FASTA, descargadas previamente de Uniprot. Luego se
alined las 50 primeras secuencias con mayor similitud con RdRp de forma descendente
de acuerdo con el porcentaje de similitud. Luego, se realizd el alineamiento multiple
de secuencias mediante la herramienta T-Coffee
(http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:regular), donde se colocé las secuencias en su
formato FASTA en el espacio disponible. Finalmente, se seleccion0 “Submit”, y una

vez terminado el alineamiento se descargo los resultados en formato “fasta_aln”.

Para la generacion de ilustraciones coloreadas que faciliten el analisis del alineamiento
mdaltiple se empled la herramienta Boxshade
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html). En la ventana en blanco
disponible se ingreso los resultados descargados de T-Coffee, y luego se descargo los
resultados en formato “RTF new”. El alineamiento obtenido se analizé en Word. Con
este procedimiento se logro identificar aminoacidos que se encuentran conservados de
las proteinas alineadas de los diferentes organismos, especificamente aquellos que
estan relacionados con el sitio de unién a inhibidores. Finalmente, de acuerdo con el
alineamiento de secuencias, se identifico los residuos del sitio activo que pueden ser
susceptibles de sufrir mutaciones de forma natural o que el modelamiento de su
mutacion pueda proporcionar mas informacion sobre el mecanismo de inhibicion de
RdRp.
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2.2.4 ldentificacion de los residuos que forman interacciones no covalentes con
el inhibidor

La identificacion de los residuos de RdRp que interactuan directamente con el
inhibidor Remdesivir se realiz6 en el programa Wincoot. Para ello, se abrira la
estructura del complejo RdRp-Remdesivir (codigo PDB: 7BV2) en Wincoot y se
definiran las distancias entre los atomos de Remdesivir y los atomos de aminoacidos
de su entorno ubicados en un rango de distancias de 1.8 — 4.2A que incluye
interacciones electrostaticas (aprox. 1.8 A), puentes de hidrogeno (2.2 — 3.2 A) e
interacciones hidrofobicas (3.2 - 4.2 A).

2.2.5 Construccion de modelos tridimensionales de variantes mutantes de la
enzima RdRp de SARS-CoV-.2.5.1 Identificacion de las mutaciones de la
polimerasa del SARS-CoV-2

Para realizar las mutaciones dirigidas de los residuos de aminoacidos que interactiian
con el inhibidor Remdesivir, primero se obtuvo la secuencia de nucle6tidos que
codifica para el ORFlab del SARS-CoV-2, el cual incluye a RdRp. La secuencia fue
obtenida de la base de datos GenBank. Los codones que codifican para los
aminoacidos de RdRp fueron identificados mediante la traduccion de la secuencia de
proteina mediante el programa ApEL. Para llevar a cabo este paso, se selecciono la
region del ORF1ab comprendida entre las posiciones 13,442y 16,237 y se pegd en la
ventana en blanco del programa ApE1. A continuacion, se eligio la opcion “ORFs” de
la barra principal, y la opcion “traslate” de su submend. En la ventana emergente se

seleccionaron los siguientes parametros:

e Code: “1 letter” and “codon spacing”,
e Line number: “both”y,

e DNA: Above, y finalmente “OK”

Una vez traducida la proteina de RdARp se identificd los codones de los tres residuos
seleccionados para introducir mutaciones puntuales y se los compar6 con la Tabla 2
de codones. Las mutaciones se eligieron tomando en consideracion, la ocurrencia de

un solo cambio puntual en uno de los nucle6tidos que conforman el codon.
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Tabla 2 Frecuencia de codones en Escherichia coli.

Coloa | Anino | ®° |Rei? |Cotoa | Anizo | % | Ratio |Cotoa| Anmimo | ® |[Rwio |Codon | Anmimo | ® | Ruio
sile aeid atil aeil
Ulvw|eed| 19 | 051 Jucu|sem| 11 |0 [vav| tem | 15 | 053 |uou|cwig|os |04 |U
e | Pred) | 18 | 049 |uee | sa@ | 10 [017 |uac| e | 14 | 047 [uce | cpig| 06 |05 [C
UUA | Leay | 10 011 |uca | sa@ |07 |01z |uas| sror | 02 | 062 |uGa| sror |01 |o30 |A
G | Leay | 11 | 011 |uos | sam | 08 [ 015 |uac | sror | 003 Joos |uce | Tpwm| 14 |10 |G
Clcw| Leagy | 10 [ 010 |ccu| Pom | 07 016 |cav| misem | 12 | 052 [cov | agm |24 |oa |U
cuc | Lea [ 09 |00 |coc| pom| 04 [010 |cac| msem | 11 | 048 [coc | agm| 22 0w [C
cuA|Leny [ 03 | 003 |cca| Prom | 08 | 020 |cas |G| 13 | 031 |coa | agm |03 |oos |A
cws | Leum | 52 | 055 [coG | Prom | 24 | 055 [cac | cmey | 29 | 069 |coG | agm |05 |ooe |G
Alaw/| nem |27 [0 |acul muml 12 021 | AaU| Amgn | 16 |03 |acu | sa@ [07 |03 |U
ac! mem |27 |04 |acc | mam| 24 | 043 | Aac| Amen | 25 | 061 |AGc | sam | 15 |o027 |C
AUA| nem |04 | 007 |AcA|™um| 01 [030 |AMA|Lysm | 35 |07 [AGA | Arem |02 |00¢ [A
AUG [ Metpg | 26 | 100 |AcG | Tem | 13 [023 |AaG | Ly | 12 | 024 |ace | Aem |02 003 |G
G|low | vam |20 |02 |lecu 18 | 019 |cAu| Apm | 33 | 05 |gou 28 |03z |U
cuc | vam | 14 | 020 |eee | an@ | 23 [ 025 |cac| apm | 23 | 041 |oee | iy |30 0w |C
GUA| vaim | 12 | 017 |oca | an@ | 21 |02 |GaA| Glum | ¢4 | 070 |GoA| Gy |07 [0 |A
GUG | vaiw | 24 | 03¢ |cee | an@ | 32 03¢ |cac| e | 19 | 030 |6eG | Gy |09 |0 |G

U C A

Fuente: (Gémez, 2014)

Nota: Los codones resaltados en rectangulos indican las tres mutaciones que fueron
analizadas en el presente proyecto tomando como consideracion la ocurrencia de una

mutacion puntual en cada codon.

2.2.5.2 Mutaciones dirigidas en el sitio activo de RdRp

Los modelos de las tres mutaciones seleccionadas (Val5571le, Ala688Gly y
Ser759Thr), se realizaron mediante el programa WinCoot versién 8.9.1, software que
es utilizado para revelar y manejar modelos espaciales de proteinas o &cidos nucleicos,
empleando graficos 3D por computadora (Emsley & Lohkamp, 2010).

Para ilustrar el proceso de mutacion virtual, primeramente, se abrid la estructura del
complejo RdRp-remdesivir (7BV2) en WinCoot y se identifico el residuo Val557. A
continuacién, se selecciond en la barra de menu derecha el boton “mutate simple” y
luego se escogid el residuo isoleucina (lle) de la ventana emergente. Finalmente se
elimind el ligando Remdesivir del sitio activo y se guardo las coordenadas de la enzima
mutante como un nuevo archivo .pdb. La optimizacion de energia de los mutantes
generados se realizd mediante el servidor de minimizacion YASARA. Este proceso se

repitié para introducir la mutacion deseada en los dos residuos restantes.
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2.2.6 Determinacion de la resistencia de las variantes mutantes de la enzima
RdRp de SARS-CoV-2

Los ensayos de acoplamiento molecular se realizaron empleando los programas de
docking GOLD - Protein Ligand Docking Software que se basan en un algoritmo
genético para caracterizar y puntuar las posibles posiciones que puede adoptar una
molécula (ligando) en un sitio determinado de la proteina y las interacciones que se
puede formar (Granados, Arias, Pacheco, Valdiris, & Vivas, 2010). Para ello se
empled la estructura de RdRp-remdesivir (7BV2) y las variantes mutantes de la enzima

construidas anteriormente.

2.2.6.1 Preparacion de Ligandos

Para generar el ligando Remdesivir, se extrajo el codigo SMILES de esta molécula de
la pagina del PDB, la cual esta disponible en la estructura con el codigo 7BV2 y bajo
el ligando con codigo F86. La estructura tridimensional de Remdesivir se generd
introduciendo el cédigo SMILES en el servidor PRODRG. Una vez generada la
molécula, se descargdé el archivo “DRGFIN” con extension .MOL2.
Consecuentemente, se optimizé la estructura de la molécula mediante la herramienta
“Auto edit structure” del programa Mercury - Crystal Structure Visualisation,

Exploration que forma parte del paquete CSD ( Cambridge Structural Database )

https://www.ccdc.cam.ac.uk/.

2.2.6.2 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular de Remdesivir se realizo en el sitio activo de la estructura
7BV2y en las 3 variantes mutantes generadas. Estos experimentos se llevaron a cabo
en el programa GOLD. Primeramente, se cargaron las coordenadas tridimensionales
de RdRp en formato .pdb en GOLD. A continuacién, se prepar6 la proteina mediante
la adicion de hidrégenos, la eliminacién de moléculas de agua y la extraccion de los
ligandos o cofactores. En un tercer paso, se definid el sitio de acoplamiento molecular
mediante las opciones: “define the binding site” y “one more ligands or cofactors”;
donde se escogio el ligando F86 que corresponde a Remdesivir en la estructura de
RdRp. Finalmente, el sitio de docking se limit6 a todos los amino4cidos en un radio
de 3.5 A alrededor del ligando.

La configuracion del docking se realizd6 empleando las opciones por defecto. El

ligando acoplado en el sitio de activo de RdRp fue el ligando Remdesivir preparado
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anteriormente (archivo .MOL2) y se utilizd la molécula de Remdesivir presente en la
estructura 7BV2 como ligando de referencia. La funcion de evaluacion seleccionada
fue CHEMPLP con una terminacion temprana del algoritmo cuando se determine tres
soluciones con un RMSD menor o igual a 1 A. No se asignd flexibilidad para ningdn
residuo durante el acoplamiento molecular. Este proceso se realizd para cada mutacion

de estudio.

Las mejores soluciones fueron definidas con base a los resultados arrojados por la
funcion CHEMPLP. Se seleccionaron las mejores soluciones de cada mutante para su
posterior analisis y comparacion con el control, que en este caso fue el resultado
obtenido del acoplamiento molecular de Remdesivir en su sitio de union en RdRp sin
ninguna modificaciéon (Wild type, WT).

2.2.7 Elaboracion de figuras enzima-ligando
Las ilustraciones de los resultados del acoplamiento molecular se realizaron en el
programa bioinformatico PyMol. Las distancias entre los residuos claves y el ligando

se dibujaron mediante el siguiente procedimiento:

e Seleccionar el inhibidor Remdesivir.
e Dar clic en la pestafa “Wizard” del ment principal.
e Seleccionar la opcion “measurement” en el menu desplegado.
e Seleccionar los dos &tomos gque generan una interaccion no covalente.
Este proceso se realizd para cada interaccion de interés.
Mediante el proceso anterior se logré identificar las interacciones existentes del

inhibidor con los residuos especificos de la polimerasa.

Las ilustraciones de los complejos enzima — ligando fueron representadas mediante
modelos de “cartoon” y “sticks”, para RdRp y el ligando, respectivamente.
Imégenes de alta resolucién fueron obtenidas mediante la opcion Ray tracing, con

una resolucion de 5000 pixeles.
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CAPITULO I
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Anélisis y discusion de resultados

3.1.1 Analisis de homologia de RdRp del SARS-CoV-2

Producto del andlisis de la estructura primaria de la enzima RdRp del SARS-CoV-2
mediante la herramienta BLAST se logr6 determinar su homologia con 141 proteinas
de diferentes organismos. Las cincuenta primeras secuencias presentaron una
identidad mayor al 60% (Tabla 3), Los resultados sugieren que existe una alta
identidad de secuencia (96.4%) con la enzima RdRp del virus SARS-CoV. Estos
resultados fueron esperados, ya que los virus SARS-CoV y SARS-CoV-2 pertenecen
al mismo género (Betacoronavirus) (Pastrian, 2020). Sin embargo, los resultados
también revelan que varias especies de coronavirus que infectan animales (murciélago
y varios murinos) presentan una identidad superior al 70% con la secuencia de RdRp
del SARS-CoV-2, lo cual sugiere una estrecha conexion del SARS-CoV-2 con virus
de animales y sustentan la hip6tesis de que el virus tuvo un origen zoonético (Xiaolu
Tang, 2020).

Tabla 3. Valores de similitud de secuencia entre RdRp del SARS-CoV-2 y proteinas

homologas.
CODIGO NOMBRE DE ESPECIE VALORES DE
SIMILITUD
POC6X7 R1AB_CVHSA - Replicase polyprotein 1ab E-value : 0.0
Coronavirus del SARS human Score: 4,867
Ident .: 96.4%
Q6UZF5 Q6UZF5 _CVHSA - 2'-O-methyltransferase - E-value : 0.0
SARS coronavirus Score: 4,867
Ident.: 96.4%
AOAQUIWHGO AOAQUIWHGO_CVHSA - 2'-0O- E-value: 0.0
methyltransferase BtRf-BetaCoV /JL2012 Score: 4,867
Ident .: 96.2%
AOA166ZL.34 A0A166ZL34_9NIDO - 2'-O-methyltransferase E-value : 0.0
Bat coronavirus Score: 4.867
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Ident .: 96,2%

AOAOK1YZY7 AOAOK1YZY7 _SARS - 2'-O- E-value : 0.0
methyltransferase-Bat SARS-like coronavirus Score: 4,863
YNLF_31C Ident .: 96.2%
AOAQUIWHGS AOAOUIWHG8_CVHSA - 2'-O- E-value : 0.0
metiltransferasa BtRf-BetaCoV / HeB2013 Score: 4.860
Ident .: 96,1%
POC6W6 R1AB_BCRP3 - Replicase polyprotein 1ab Bat E-value: 0.0
coronavirus Rp3/2004 Score: 4,858
Ident.: 96.2%
POC6W?2 R1AB_BCHKSQ - Replicase polyprotein lab- E-value : 0.0
Bat coronavirus HKU3 Score: 4,851
Ident .: 95.6%
POC6V9 R1AB_BC279 - Replicase polyprotein 1ab - E-value: 0.0
Bat coronavirus 279/2005 Score: 4,850
Ident.: 95.9%
RIQTAL RIQTAL _CVHSA - ORF1b protein - Bat E-value: 0.0
coronavirus Rp/Shaanxi2011 Score: 4,482
Ident.: 96.6%
AOA088DIE1 AOA088DIE1_9BETC - Non-structural E-value: 0.0
polyprotein - Bat Hp- Score: 4,005
betacoronavirus/Zhejiang2013 Ident.: 77.8%
POC6WS R1AB_BCHKS9 - Replicase polyprotein lab- E-value : 0.0
Bat coronavirus HKU9 Score: 3,703
Ident .: 72.7%
AOA1B3Q5W8 AO0A1B3Q5W8_9BETC - 2'-O- E-value: 0.0
methyltransferase-Rousettus bat coronavirus Score: 3,687
Ident .: 72.2%
A3EXI9 A3EXI9_BCHKQ - 2'-O-methyltransferase-Bat E-value : 0.0
coronavirus HKU9-4 Score: 3,686
Ident .: 72.4%
EO0ZN59 E0ZN59 BCHKQ - 2'-O-methyltransferase-Bat E-value : 0.0
coronavirus HKU9-10-2 Score: 3,680

Ident .: 72.2%
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E0ZN43 E0ZN43_BCHKQ - Orflab polyprotein -Bat E-value: 0.0
coronavirus HKU9-5-2 Score: 3,673
Ident.: 72.1%
EO0ZN35 E0ZN35_BCHKQ - Orflab polyprotein -Bat E-value: 0.0
coronavirus HKU9-5-1 Score: 3,668
Ident.: 72.2%
US5KNA9 US5KNA9 9BETC - Orflab -Betacoronavirus E-value: 0.0
Erinaceus/VMC/DEU/2012 Score: 3,667
Ident.: 71.5%
A3EXDS8 AOAOUIWHL2_BCHKS5 - ORFlab E-value: 0.0
polyprotein-BtPa-BetaCoV/GD2013 Score: 3,645
Ident.: 71.0%
AOA023YA54 A0A023YA54_MERS - 2'-O-methyltransferase E-value : 0.0
BtVs-BetaCoV/SC2013 Score: 3,641
Ident .: 71.6%
POC6W4 R1AB_BCHKS5 - Replicase polyprotein lab- E-value : 0.0
Bat coronavirus HKU5 Score: 3,638
Ident .: 70.9%
T2B9UO T2B9UO_MERS - 2'-O-methyltransferase - E-value : 0.0
Middle East respiratory syndrome-related Score: 3,621
coronavirus Ident .: 71.4%
A3EXD8 3EXD8 BCHKS5 - 2'-O-methyltransferase - E-value: 0.0
Bat coronavirus Score: 3,645
Ident.: 71.0%
A3EXA2 A3EXA2 BCHK4 - 2'-O-methyltransferase- E-value: 0.0
Bat coronavirus HKU4-2 Score: 3,617
Ident.: 71.0%
KION7C7 R1AB_MERSLI - Replicase polyprotein 1ab- E-value: 0.0
Middle East respiratory syndrome-related Score: 3,615
coronavirus (isolate United Ident.: 71.3%
Kingdom/H123990006/2012)
POC6W1 R1AB BC133 - Replicase polyprotein lab-Bat E-value: 0.0
coronavirus 133/2005 Score: 3,612

Ident.: 71.0%
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POC6X8 R1AB_CVM2 - Replicase polyprotein 1ab - E-value: 0.0
Murine coronavirus (strain 2) Score: 3,346

Ident.: 66.6%

POC6X2 R1AB_CVHNLI - Replicase polyprotein lab- E-value: 0.0
Human coronavirus HKUL1 (isolate N1) Score: 3,338

Ident.: 67.1%

POC6X3 R1AB_CVHN2 - Replicase polyprotein lab- E-value: 0.0
Human coronavirus HKU1 (isolate N2) Score: 3,337

Ident.: 67.0%

AO0A140H1G9 AO0A140H1G9_CVHK1 - 3C-like proteinase- E-value: 0.0
Human coronavirus HKU1 Score: 3,337

Ident.: 67.1%

POC6X9 R1AB_CVMAGS - Replicase polyprotein lab- E-value: 0.0
Murine coronavirus (strain A59) Score: 3,336

Ident.: 66.5%

POC6X4 R1AB_CVHNS - Replicase polyprotein lab- E-value: 0.0
Human coronavirus HKUL1 (isolate N5) Score: 3,335

Ident.: 67.0%

I1TMIO_9BETC - 3C-like proteinase-Rat E-value: 0.0

11TMIO coronavirus Score: 3,333
Ident.: 66.4%

COKYRS COKYR8_9BETC - Growth factor-like peptide- E-value: 0.0
Murine coronavirus RIHM/A Score: 3,331

Ident.: 66.1%

AOAO0A7UXRO AOAOA7UXR0O_9BETC - 3C-like proteinase - E-value: 0.0
Betacoronavirus HKU24 Score: 3,328

Ident.: 66.9%

H9BZX5 HI9BZX5_9BETC - 3C-like proteinase-Murine E-value: 0.0
hepatitis virus strain S/3239-17 Score: 3,319

Ident.: 66.3%

POC6X6 R1AB_CVHOC - Replicase polyprotein lab- E-value: 0.0
Human coronavirus OC43 Score: 3,318

Ident.: 66.3%

Q9J3ES Q9J3E8 9BETC - Growth factor-like peptide- E-value: 0.0
Murine hepatitis virus Score: 3,317
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Ident.: 65.8%

H9AAG0 H9AA60_9BETC - 3C-like proteinase -Rabbit E-value: 0.0
coronavirus HKU14 Score: 3,314

Ident.: 66.3%

POC6WS R1AB_CVBLU - Replicase polyprotein 1ab- E-value: 0.0
Bovine coronavirus (strain 98 TXSF-110-LUN) Score: 3,310

Ident.: 66.1%

POC6W?7 R1AB_CVBEN - Replicase polyprotein lab- E-value: 0.0
Bovine coronavirus (strain 98 TXSF-110-ENT) Score: 3,310

Ident.: 66.1%

POC6YO0 R1AB_CVMJH - Replicase polyprotein lab- E-value: 0.0
Murine coronavirus (strain JHM) Score: 3,305

Ident.: 66.1%

POC6X0 R1AB_CVBQ - Replicase polyprotein lab- E-value: 0.0
Bovine coronavirus (strain Quebec) Score: 3,301

Ident.: 66.1%

POC6W9 R1AB_CVBM - Replicase polyprotein lab- E-value: 0.0
Bovine coronavirus (strain Mebus) Score: 3,294

Ident.: 65.9%

QO06BEO QO06BEO_9BETC - Growth factor-like peptide- E-value: 0.0
Bovine coronavirus isolate Alpaca Score: 3,105

Ident.: 67.3%

V5TFR4 V5TFR4_9GAMC - 3C-like E-value: 0.0
proteinase - Bottlenose dolphin coronavirus Score: 3,053

HKU22 Ident.: 61.0%

B2BW31 B2BW31 9GAMC - 3C-like proteinase Beluga E-value: 0.0
whale coronavirus SW1 Score: 3,043

Ident.: 60.8%

POC6WO Replicase polyprotein 1ab Bat coronavirus E-value: 0.0
512/2005 Score: 3,036

Ident.: 60.4%

Fuente: Datos obtenidos del programa GENBANK.

E-value = Valor esperado; Score = Puntacion; Ident = Porcentaje de identidad
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3.1.2 Identificacion de los residuos que forman interacciones no covalentes con el
inhibidor

El Remdesivir es un farmaco con actividad antiviral con grandes oportunidades de ser
empleado para el tratamiento de pacientes que padecen el virus del SARS-CoV-2.
Quimicamente el Remdesivir es un andlogo de nucleétidos, que inhibe la replicacion
de la ARN viral mediante la terminacién temprana de la cadena de ARN (Moneriz &
Castro, 2020). Por lo tanto, se estudié a nivel molecular y atomico es de gran
importancia. El sitio de union de Remdesivir en RdRp ha sido determinado y publicado
en la base de datos PDB con c6digo 7BV2 (Fig 9).

Fig. 9 Remdesivir en el sitio activo de RdRp del SARS-CoV-2 (Codigo PDB: 7BV2).

El analisis de las interacciones que el ligando Remdesivir forma con los amino&cidos
que contornan el sitio activo de la polimerasa muestra que el inhibidor se une a la
enzima mediante una gran cantidad de interacciones no covalentes. Garcia, Pascual
& Fernandez (2004) sefialan que las fuerzas que mayormente participan en la union
ligando-receptor son interacciones hidrofébicas (3.2 - 4.2 A), enlaces de hidrogeno
(2.2 - 3.2 A) y fuerzas de Van der Waals (>3.2 A). Remdesivir se ancla a la enzima
mediante las interacciones que forma con los aminoacidos Lys545, Arg555, Val557,
Asp623, Ser682, Thr687, Ala688, Asn691, Ser759 y Asp760 (Fig. 10), las mismas que
se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4 Aminoacidos que interacttan con el ligando Remdesivir.

AMINOACIDO POSICION DEL DISTANCIA

AMINOACIDO (A)
Lisina (K) Lys545 3.91
Arginina (R) Arg555 2.92
Valina (V) Val557 4.08
Acido aspartico (D) Asp623 3.45
Serina (S) Ser682 3.62
Treonina (T) Thr687 3.42
Alanina (A) Ala688 4.09
Asparagina (N) Asn691 3.61
Serina (S) Ser759 4.17
Acido aspartico (D) Asp760 3.98

Elaborado por: Jaramillo, 2020.

Los aminoacidos Ser682, Asp623, Thr687 y Ser759, actuan como donadores de
oxigeno (O) en los enlaces hidrogenos debido a que en su estructura presenta un -OH,
facilitando el desprendimiento del hidrogeno, por lo tanto, son denominados
donadores tipicos y los residuos Lys545 y Arg555 también actian como donadores de
hidrogenos mediante los grupos amino terminal de su estructura de la cadena lateral
(Wanchao, y otros, 2020).

VaISS7
/
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Fig. 10 Interacciones de los diez residuos del sitio activo de la polimerasa del SARS-
CoV-2 con el remdesivir. Los paneles A) y B) muestran al inhibidor en el sitio activo
de RdRp con un angulo de rotacion de 180° (Jaramillo, 2020).

3.1.3 Alineamiento multiple de secuencias

El alineamiento multiple de secuencias de la polimerasa del SARS-CoV-2 y diversas
RdRp virales, que se presenta en la Fig. 11 (el alineamiento completo se presenta en
el Anexo 1), muestra que los residuos del sitio activo que interacttan con el inhibidor
Remdesivir se encuentran altamente conservados. Esto quiere decir que los 10
aminoacidos que forman interacciones fuertes con este ligando (residuos resaltados
con color amarillo) se encuentra presentes en las cincuenta especies consideradas para
el andlisis. Esto se debe a la relacion que existe entre el SARS-CoV-2 y otros virus
(principalmente coronavirus) que convergen con su origen evolutivo (Robert &
Batzoglou, 2006). Estos resultados fueron de cierta forma inesperados, ya que por lo
general los procesos evolutivos introducen mutaciones al azar a lo largo del genoma
de los organismos, y por ende, en sus proteinas. De hecho, los virus, incluyendo el
COVID-19, son conocidos por su alta tasa de cambio. Sin embargo, la enzima RdRp
parece escapar a esta regla por su rol crucial en el complejo de replicacion y
transcripcion, donde un cambio en la conformacion de su sitio activo podria afectar
significativamente la replicacion viral y disminuir la capacidad del virus para
transmitirse de persona a persona. De este modo, no fue posible identificar variaciones
naturales en el sitio de union de Remdesivir mediante el analisis de secuencias de
RdRps de virus ortdlogos al SARS-CoV-2 y fue necesario modelar mutaciones
basadas en el andlisis minucioso del sitio activo de la polimerasa y la ubicacion de
Remdesivir en la enzima. Es asi como se logro identificar que los residuos Val557,
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Ala688 y Ser759 aparentemente no se encuentran estrechamente ligados a actividad
catalitica de la enzima, sino que proveen una superficie que orienta a los nucledsidos
en la posicion correcta en el sitio activo. Las interacciones no covalentes que se forman
entre estos tres residuos con el ARN naciente y con el sustrato son minimas. En efecto,
Ala688 y Ser759 se encuentran a distancias superiores a los 4 A con estas moléculas.
Ademas, Ala688 y Ser759 forman contactos con el grupo CN afiadido al C1 del azucar
del Remdesivir, el cual es un grupo funcional caracteristico de este inhibidor y ausente
en el sustrato de la enzima (Fig. 10). Por otro lado, el residuo VVal557 asiste con escasas
interaccciones hidrofobicas entre uno sus los grupos CHs de la cadena lateral y el
atomo N3 de la base nitrogenada, con lo cual una substitucion como Val-lle, la cual es
frecuente en la naturaleza, hipotéticamente no causaria un cambio severo en la union

del sustrato a la enzima.

SARS-COV-2 FENMPT I TOMNLKYAISAKNRARTVAGVSI@STMTNRQFHOKBLKSIAATRGA
SARS-COV SEWANP T I TOMNLKYAISAKNRARTVAGVSI@STMTNROQFHOKBELKS IAATRGA
SARS-COV-PUMCO02 SN T I TOMNLKYAISAKNRARTVAGVSI[@STMTNRQFHOKBMLKS IAATRGA

BetaCoV JL2012 SEWENPT I TOMNLKYATI SAKNRARTVAGVSI@STMTNROQFHOKBELKS IAATRGA
BAT-COV EENAPT I TOMNLKYAISAKNRARTVAGVSI[@STMTNRQFHOKEMLKS TAATRGA
BAT-SARS-COV-Y7 SEWERPT T TOMNLKYATISAKNRARTVAGVSI[@STMTNRQEFHQ
BtRf-BETACOV He SN T I TOMNLKYATI SAKNRARTVAGVSI[@STMTNRQFHQ
BAT-COV-Rp3 200 SEWERPT T TOMNLKYATISAKNRARTVAGVSI[@STMTNRQEFHQ
BAT-COV-HKU3 SENANPT I TOMNLKYATI SAKNRARTVAGVSI[@STMTNRQEFHQ
BAT-COV-279 200 CEWERPT T TOMNLKYATISAKNRARTVAGVSI[@STMTNRQEHQ
BAT-COV-Rp_ Shaa LAYV T T TOMNLKYATI SAKNRARTVAGVS I[@STMTNRQFHQ
BAT-BETACOV_ Zhe SRV T T TOMNLKYATISAKNRARTVAGVSI[@STMTNRQEHQ
BAT-COV-HKU9 SEYAPT I TOMNLKYATI SAKNRARTVAGVSIINSTMTNRQEFHQ
ROUSETTUS-BAT-C 537 PTITQMNLKYAISAKNRARTVAGVSI‘STMTNRQFHQ
BAT-COV-HKU9-4 SRYAPT I TOMNLKYATI SAKNRARTVAGVSIIMSTMTNRQFHQ
BAT-COV-HKU9-10 SEWERPT T TOMNLKYATISAKNRARTVAGVSIISTMTNRQEFHQ
BAT-COV-HKU9-5- NPT T TOMNLKYAISAKNRARTVAGVSIISTMTNRQFHQ
BAT-COV-HKU9-10 SRV T T TOMNLKYATISAKNRARTVAGVSISTMTNRQEHQ

BAT-COV-HKU9-3 SEVANPT I TOMNLKYATI SAKNRARTVAGVSIIMSTMTNRQFHQ
BETACOV-ERINACE SENIP T I TOMNLKYATSAKNRARTVAGVSILSTMTNRO)
BAT-COV-HKU5-2 SERMPT I TOMNLKYATI SAKNRARTVAGVSILSTMTNRQ
BtVs-BetaCoV_SC SEREMP T I TOMNLKYAISAKNRARTVAGVSILSTMTNRQ
BAT-COV-HKU5 WINPT I TOMNLKYATISAKNRARTVAGVSILSTMTNRQ
MERS-COV 534 PTITQMNLKYAISAKNRARTVAGVSILSTMTNRQ
BAT-COV-HKU4-2 SEREPT I TOMNLKYATI SAKNRARTVAGVSILSTMTNRQ

MERS-COV-ISK 20 534 PTITQMNLKYAISAKNRARTVAGVSILSTMTNRQ
BAT-COV-133 200 SERINP T I TOMNLKYATISAKNRARTVAGVSILSTMTNRO)
MURINE-COV NP THTOMNLKYAISAKNRARTVAGVSILSTMT@RNMEHQ
HUMAN-COV-HKU1- SVASE P TRTOMNLKYAISAKNRARTVAGVSILSTMT@RMEHO
HUMAN-COV-HKU1 SVASIP TETOMNLKYATISAKNRARTVAGVSILSTMTER

HUMAN-COV-HKU1 SN P TIETOMNLKYAISAKNRARTVAGVSILSTMTER
MURINE-COV-A59 VAP T TOMNLKYATISAKNRARTVAGVSILSTMTER
HUMAN-COV-HKU1 SPASAP TR TOMNLKYAISAKNRARTVAGVSILSTMTER
RAT-COV YN P TITOMNLKYATISAKNRARTVAGVSILSTMTER
MURINE-COV-RJHM SR/ P TETOMNLKYAISAKNRARTVAGVSILSTMTER
BETA-COV-HKU24 VAP T TOMNLKYATISAKNRARTVAGVSILSTMTER
MURINE-HEP-17 SV TR TOMNLKYATI SAKNRARTVAGVSILSTMTER
HUMAN-COV-0C43 VAP T TOMNLKYATISAKNRARTVAGVSILSTMTER
MURINE-HEP-VIRU SR/ P TETOMNLKYATISAKNRARTVAGVSILSTMTER
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RABBIT-COV-HKU1 529 TOMNLKYAISAKNRARTVAGVSILSTMTER

BOVINE-COV-98LU 529 TOMNLKYAISAKNRARTVAGVSILSTMTER
BOVINE-COV-98EN 529 TOMNLKYAISAKNRARTVAGVSILSTMTER
MURINE-COV-JHM 529 TOMNLKYAISAKNRAR
BOVINE-COV-BEC 529 TOMNLKYATISAKNRAR
BOVINE-COV-MEBU 529 TOMNLKYAISAKNRAR
BOVINE-COV-Alpa 447 TOMNLKYAISAKNRAR

BOT-DOLPHIN-HKU 528 |Nel N e@:NuIN(S VN
BEL-WHALE-COV_S 528 |-NSlNel 1N 8@:NEyNaSIY
BAT-COV-512 200 527
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SARS-COV-2
SARS-COV
SARS-COV-PUMCO02
BetaCoV_JL2012
BAT-COV
BAT-SARS-COV-Y7
BtRf-BETACOV He
BAT-COV-Rp3 200
BAT-COV-HKU3
BAT-COV-279 200
BAT-COV-Rp_Shaa
BAT-BETACOV_ Zhe
BAT-COV-HKU9
ROUSETTUS-BAT-C
BAT-COV-HKU9-4
BAT-COV-HKU9-10
BAT-COV-HKU9-5-
BAT-COV-HKU9-10
BAT-COV-HKU9-3
BETACOV-ERINACE
BAT-COV-HKU5-2
BtVs-BetaCoV_SC
BAT-COV-HKUS
MERS-COV
BAT-COV-HKU4-2
MERS-COV-ISK 20
BAT-COV-133 200
MURINE-COV
HUMAN-COV-HKU1-
HUMAN-COV-HKU1
HUMAN-COV-HKU1
MURINE-COV-A59
HUMAN-COV-HKU1
RAT-COV
MURINE-COV-RJHM
BETA-COV-HKU24
MURINE-HEP-17
HUMAN-COV-0C43
MURINE-HEP-VIRU
RABBIT-COV-HKU1
BOVINE-COV-98LU
BOVINE-COV-98EN
MURINE-COV-JHM
BOVINE-COV-BEC
BOVINE-COV-MEBU
BOVINE-COV-Alpa
BOT-DOLPHIN-HKU
BEL-WHALE-COV_S
BAT-COV-512 200

INPHLMGWDY PKCDRAMPN|
P HILMGWDYPKCDRAMPN
WP HLMGWDYPKCDRAMPN|
INPHLMGWDY PKCDRAMPN;
WP HLMGWDYPKCDRAMPN
P HLMGWDYPKCDRAMPN
TPELMGWDYPKCDRAMPN
WP HLMGWDYPKCDRAMPN
BIPHLMGWDY PKCDRAMPN;
WP HILMGWDYPKCDRAMPN
WP HLMGWDYPKCDRAMPN

NPHLMGWDY PKCDRAMPN
INPHLMGWDYPKCDRAMPN|
NPHLMGWDY PKCDRAMPN
DNPHLMGWDYPKCDRAMPN
DNPHLMGWDYPKCDRAMPN|
BIPHLMGWDY PKCDRAMPN;
BIPHLMGWDY PKCDRAMPN]

TLMKDVDNPHLMGWDY PKCDRAMPN
TLMKDVDNPHLMGWDY PKCDRAMPN
TLMKDVEPHLMGWDY PKCDRAMPN

TLMKDVDNPHLMGWDY PKCDRAMPN
TLKDV%PHLMGWDYPKCDRAMPN
VD

INLIKD P
LBKDVDNP
LIMKDVDNP)
LBKDVDNP

LWKDVDNP
ST K DVDRP)
ALBKDVDP)
N1 MKEVDNP
ST K DVDEP
LMK DVDNP

NLIKDVDNP)
NLIKDVDNP)
NLHKDVDNP)

LMGWDYPKCDRAMPN
LMGWDYPKCDRAMPN|
LMGWDYPKCDRAMPN
LMGWDYPKCDRAMPN|
LMGWDYPKCDRAMPN
LMGWDYPKCDRAMPN
LMGWDYPKCDRAMPN
LMGWDYPKCDRAMPN
LMGWDYPKCDRAMPN
LMGWDYPKCDRAMPN
LMGWDYPKCDRAMPN]
LMGWDYPKCDRAMPN
LMGWDYPKCDRAMPN
LMGWDYPKCDRAMPN
LMGWDYPKCDRAMPN

LMGWDYPKCDRAMPN
LMGWDYPKCDRAMPN
LMGWDYPKCDRAMPN
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BAT-COV-HKU9-10
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BETACOV-ERINACE
BAT-COV-HKU5-2
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BAT-COV-HKUS
MERS-COV
BAT-COV-HKU4-2
MERS-COV-ISK 20
BAT-COV-133 200
MURINE-COV
HUMAN-COV-HKU1-
HUMAN-COV-HKU1

HUMAN-COV-HKU1 _
MURINE-COV-A59
HUMAN-COV-HKU1
RAT-COV
MURINE-COV-RJHM
BETA-COV-HKU24
MURINE-HEP-17
HUMAN-COV-0C43
MURINE-HEP-VIRU
RABBIT-COV-HKU1
BOVINE-COV-98LU
BOVINE-COV-98EN
MURINE-COV-JHM
BOVINE-COV-BEC
BOVINE-COV-MEBU
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[VMCGGRYVKPGGTSSGDATTAYANSVENICQAYVY
VMCGGRpRYVKPGGTSSGDATTAYANSVENICQAV]
VMCGGRpRYVKPGGTSSGDATTAYANSVENICQAV]
[VMCGGR#YVKPGGTSSGDATTAYANSVENICQAYVY
VMCGGRpRYVKPGGTSSGDATTAYANSVENICQAV]
VMCGGRpRYVKPGGTSSGDATTAYANSVENICQAV]
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VMCGGRpRYVKPGGTSSGDATTAYANSVENICQAV]
[VMCGGRYVKPGGTSSGDATTAYANSVENICQAYVY
VMCGGRpRYVKPGGTSSGDATTAYANSVENICQAV]
VMCGGRpRYVKPGGTSSGDATTAYANSVENICQAV]
CGCIMRYVKPGGTSSGDATTAYANSVENICQAV]
YVKPGGTSSGDETTAYANSVENICQAYV
YVKPGGTSSGDETTAYANSVENICQAYV
YVKPGGTSSGDETTAYANSVENICQAYV
YVKPGGTSSGDETTAYANSVENICQAYV
YVKPGGTSSGDETTAYANSVENICQAYV
YVKPGGTSSGDETTAYANSVENICQAYV
DETTAYANSVENICQAV]
CGGEYYVKPGGTSSGDATTAYANSVENIROAV]

VMCGG®YYVKPGGTSSGDATTA
VMCGGE®YYVKPGGTSSGDATTA
VMCGGE®YYVKPGGTSSGDATTA
VMCGGE®YYVKPGGTSSGDATTA
VMCGGEYYVKPGGTSSGDATTA
VMCGGE®YYVKPGGTSSGDATTA
VMCGGEYYVKPGGTSSGDATTA
VMCGGE®YYVKPGGTSSGDATTA
VMCGGE®YYVKPGGTSSGDATTA

47

SINBGNK I
SINBGNK TN
SEINBGNK TN
SINBGNK TN
SEINBGNK TN
SINBGNK TN
SINBGNK TN
SINBGNK TN
SINBGNK I
SINBGNK TN
SINBGNK I
EVANGNKT %



SARS-COV-2
SARS-COV
SARS-COV-PUMCO02
BetaCoV_JL2012
BAT-COV
BAT-SARS-COV-Y7
BtRf-BETACOV He
BAT-COV-Rp3 200
BAT-COV-HKU3
BAT-COV-279 200
BAT-COV-Rp_Shaa
BAT-BETACOV_ Zhe
BAT-COV-HKU9
ROUSETTUS-BAT-C
BAT-COV-HKU9-4
BAT-COV-HKU9-10
BAT-COV-HKU9-5-
BAT-COV-HKU9-10
BAT-COV-HKU9-3
BETACOV-ERINACE
BAT-COV-HKU5-2
BtVs-BetaCoV_SC
BAT-COV-HKUS
MERS-COV
BAT-COV-HKU4-2
MERS-COV-ISK 20
BAT-COV-133 200
MURINE-COV
HUMAN-COV-HKU1-
HUMAN-COV-HKU1

HUMAN-COV-HKU1 _
MURINE-COV-A59
HUMAN-COV-HKU1
RAT-COV
MURINE-COV-RJHM
BETA-COV-HKU24
MURINE-HEP-17
HUMAN-COV-0C43
MURINE-HEP-VIRU
RABBIT-COV-HKU1
BOVINE-COV-98LU
BOVINE-COV-98EN
MURINE-COV-JHM
BOVINE-COV-BEC
BOVINE-COV-MEBU
BOVINE-COV-Alpa
BOT-DOLPHIN-HKU
BEL-WHALE-COV_S
BAT-COV-512_200

717
717
717
717
717
717
717
717
717
717
640
712
714
717
714
717
717
712
712
715
715
715
717
714
715
714
715
709
709
709
711
709
709
709
714
709
709
709
714
709
709
709
709
709
709
627
708
708
707

MENE VI T NKHE'S

LINKHFSMMILSDD
LIKHFSMMILSDD
LINKHFSMMILSDD
LIKHFSMMILSDD
LINKHFSMMILSDD
LIKHFSMMILSDD
LINKHFSMMILSDD
LIKHFSMMILSDD
LINKHFSMMILSDD
LIKHFSMMILSDD
LINKHFSMMILSDD

VCENSIY ASleGIE
VCYNSNYAINGGIE
VCYNSNYAINGGIE
VCYNSNYAINGGIE
VCYNSNYAINGGIE
VCYNSNYAINGGIE
VCYNSNYAINGGIE
VCYNSNYAINGGIE
VCYNSNYAINGGIE
VCYNSNYAINGGIE
VCYNSNYAINGGIE

IDEY YRE LINKHE SMMILSDDGVVCYNSDY\ARGY I

L'KHFSMMILSDDGVVCYNHDY‘QKGY
LIKHFSMMILSDDGVVCYNSDYASKGY
L'KHFSMMILSDDGVVCYNHDY‘QKGY
LIAKHFSMMILSDDGVVCYNSDYAGKGY
LINKHFSMMILSDDGVVCYNSDYAGKGY
LIAKHFSMMILSDDGVVCYNSDYAGKGY
LINKHFSMMILSDDGVVCYNSDYAGKGY

MILSDDGVVCYNES]Y AR

LNKHFSIMILSDDGVVCYNKSY‘E‘GM

Fig. 11 Identificacion de los aminoacidos que forma interacciones con el remdesivir

3.1.4 Mutaciones introducidas en el sitio activo de RdRp

en el alineamiento maltiple.

Una vez seleccionados los residuos Val557, Ala688 y Ser759 que fueron sujetos de

una de mutacion puntual de forma virtual, se realizd un analisis de la secuencia

codificante de RdRp, la cual fue extraida del genoma viral depositado en el GenBank

(Anexo 2). De esta forma se identificd que el cambio de un nucleétido en el triplete



que codifica para cada uno de estos residuos puede dar lugar a las mutaciones
Val5571le, Ala688Gly y Ser759Thr que se presentan en la Fig 12, 13 y 14,
respectivamente, y que se resume en la Tabla 5. Este analisis surge de la premisa que
indica que un cambio de una sola base en genomas pequefios como el del SARS-CoV-
2 tiene una probabilidad de 1:10,000 pb. Esto se suma al hecho de que los virus de
ARN no poseen mecanismos de reparacion de errores como ocurre en los virus de
ADN (Callawey, 2020). De la misma manera, la estructura quimica de los
aminodcidos valina e isoleucina, alanina y glicina y serina y treonina pertenecen al
mismo grupo en funcion de las propiedades de sus cadenas laterales: no polar-alifaticos

y polar; y solo difieren de un carbono en la cadena -R.

Tabla 5 Mutaciones en tres aminodcidos de la RdRp del SARS-CoV-2.

MUTACION | POSICION | WT | CODON | MUTANTE | CODON
1 557 Val | GUA lle AUA
2 688 Ala | GCU Gly GGU
3 759 Ser UCuU Thr ACU
Fuente: Jaramillo,2020
A Thr687

=

A\ ser682
\‘, er
/v le557

: |_y5545/",

— —
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1leS57

Fig. 12 Mutacion del amino&cido Val por lle, en la posicién 557. A) Representacion
de la mutacion 1 en formato sticks (PYMOL). B) Representacién de la mutacion 1 en
formato surface (PYMOL)

A Thr687
{/ Vals57
GHoHS Ser682 (
~
¥ & /

Asn691

Asp760

Fig. 13 Mutacion del amino&cido Ala por Gly, en la posicion 688. A) Representacion
de la mutacion 2 en formato sticks (PYMOL). B) Representacion de la mutacion 2 en
formato surface (PYMOL).
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Fig. 14 Mutacion del aminoacido Ser por Thr, en la posicion 759. A) Representacion
de la mutacion 3 en formato sticks (PYMOL). B) Representacién de la mutacién 3 en
formato surface (PYMOL).

3.1.5 Efecto de mutaciones puntuales sobre la afinidad de Remdesivir por el sitio

activo de RdRp
El acoplamiento molecular o docking es una herramienta muy Util para
determinar la energia de union de un ligando a un sitio en particular de una
proteina. Este parametro determina la afinidad del ligando por la proteina y esta
relacionado a la naturaleza y nimero de las interacciones no covalentes que se
dan entre los atomos del ligando y de los residuos del receptor. De esta forma,
se realizd el docking de Remdesivir en el sitio activo de las variantes mutantes
generadas, y se las compar6 con el valor de afinidad obtenido del docking del
inhibidor en la proteina nativa (WT). Estos experimentos, se realizaron
empleando la estructura con cédigo PDB 7BV2, que corresponde al complejo

RdRp-Remdesivir.
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Primeramente, se evalu6 la afinidad de Remdesivir en RdRp sin mutaciones.
En la Fig.15 se muestra las tres mejores soluciones del acoplamiento molecular
para la proteina nativa, siendo la solucion 3 con un Score de 57.11y S (PLP)
de - 43.11, la més alta. Estos valores nos indica la energia libre es producto de
las interacciones atraccion y repulsion que se dan en la formacion del complejo
proteina-ligando (Pérez, 2018). Las poses generadas por GOLD para la union
de Remdesivir en el sitio activo de RdRp son practicamente iguales a la
posicion que adopta el inhibidor en la estructura de RdRp-Remdesivir
determinada mediante microscopia electronica (7BV2).

Thr687
f Ser682 Vals57
Ala688
: z Lys545
) Asn691 )

Ser759 '< .

\

Asp760

Fig. 15 Acoplamiento molecular de Remdesivir en la forma nativa de RdRp del
SARS-CoV-2 (7BV2).

Posteriormente, se realizd el docking de Remdesivir en cada una de las variantes
mutantes generadas en el presente estudio. En la Tabla 6 se presentan los resultados
de las mejores soluciones para cada mutacion y para la proteina nativa (WT). Estas
ponderaciones (Score) representan la afinidad de union de energia libre que se da entre
el ligando y la proteina y obtenidas mediante la funcion CHEMPLP de GOLD.
Consecuentemente, se pudo determinar que el acoplamiento termodinamicamente méas
favorable fue obtenido para la variante Ser759Thr, con un Score de 53.36. Al comparar
este valor con aquel determinado para la variante nativa de la enzima se puede deducir
que un cambio de serina por treonina en esta posicion no afecta significativamente la

unién de Remdesivir a la enzima. En contraste, los valores de Score obtenidos para las
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variantes Val557lle y Ala688Gly (40.74 y 44.90, respectivamente) indican que el
inhibidor tiene dificultad para acoplarse apropiadamente en el sitio activo, lo cual
podria indicar el aparecimiento de resistencia a este farmaco. Los valores de union del
inhibidor para estas dos variantes mutantes sugieren un factor de resistencia de 1.4,
para la substitucién Val557Ille, y 1.27, para la substitucion Ala688Gly. Estos
resultados no tienen precedentes, ya que aln no se conoce la existencia de variantes
mutantes de RdRp del SARS-CoV-2 originadas de forma natural.

Tabla 6 Mejores soluciones de las mutaciones generadas con la solucion nativa.

. BEST SCORE S S
MUTACION S(CHO)
S/IN CHEMPLP | (PLP) | (HBOND)

Wild Type (WT) Sol. 3 57.11 -43.11 5.44 0.00
Val557lle Sol.5 40.74 -32.28 3.00 0.00
Ala688Gly Sol.2 44.90 -33.54 4.57 0.00
Ser759Thr Sol.1 53.36 -24.81 2.44 0.00

Elaborado por: Jaramillo, 2020

3.1.5.1 Mutacion Val557lle.

En la Fig.16 se indica las tres mejores soluciones para el docking de la mutacion valina
por isoleucina en la posicién 557, siendo la solucién 5 la que presento la puntuacion
mas alta: Score ChemPLP = 40.74 y S(PLP) = -32.28, (Tabla 6). Los resultados de

todas las soluciones generadas por el programa GOLD se visualiza en el Anexo 3.

Thré8

Ala688 Va|557

Lys5
Asn691

Ser759
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Fig. 16 Representacion de las tres mejores soluciones para el docking de Remdesivir
en el sitio activo de la variante mutante Val5571le. La mejor solucion muestra a
Remdesivir en color amarillo.

Al comparar la posicion adoptada por el inhibidor en la proteina mutada y en la nativa
(Figl7), se puede visualizar que la disposicion espacial de los residuos que interacttan
directamente con el ligando se ve ligeramente afectada por la substitucién valina por
isoleucina. Las interacciones no covalentes que forman el residuo isoleucina con el
ligando conectan los &tomos de hidrégeno del Cy2 del aminoécido con el atomo N5 de
la adenina modificada del Remdesivir. Estas interacciones son similares a aquellas que
se observan entre el inhibidor y el residuo valina presente en la enzima nativa. El Gnico
cambio significativo que adopta Remdesivir al unirse en el sitio activo de RdRp en
presencia de la mutacion Val5571le es la ubicacion de la cola de fosfato, el cual se
puede atribuir a la desviacion que existe en la posicién de los residuos 11€557, Lys545
y Arg555, con respecto a la posicion de estos residuos en la enzima nativa. Este
cambio, sin lugar a duda, afecta las propiedades de union de Remdesivir a la enzima

y, por ende, da lugar al surgimiento de resistencia.

)‘s‘\‘w )/ 2. Ser682

Atases 3 {Thr687
[-_.; \

b L/

® Nativa ® Mutacion

Fig. 17 Representacion de las interacciones de la mutacion Val5571le y la
comparacion de la configuracion espacial de la proteina nativa.

3.1.5.2 Mutacién Ala688Gly.
Producto del acoplamiento molecular de Remdesivir en el sitio activo de la variante

mutante Ala688Gly, GOLD determind 5 posibles soluciones las cuales se muestran en
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el Anexo 5. El resultado con mayor Score (44.90) y una energia libre S (PLP) de -
33.54, fue de la solucion 2 que se presenta en la Tabla 6. Las poses adoptadas por las
tres mejores soluciones se representan en la Fig. 18, donde se demuestra que el
inhibidor practicamente mantiene la misma pose, con apenas una pequefia desviacién

en su conformacion.

Asp623

Gly688 Thr687

Fig. 18 Representacion de las tres mejores soluciones para el docking de Remdesivir
en el sitio activo de la variante mutante Ala688Gly. La mejor solucion esta muestra
a Remdesivir en color amarillo.

Como se menciond anteriormente, la variante Ala699Gly genera un valor de afinidad
1.27 veces menor con respecto a la afinidad Remdesivir en la enzima nativa, lo cual es
producto de la ausencia de las interacciones no covalentes que se observan entre el Cp
de la alanina y el &tomo de nitrogeno del grupo CN de Remdesivir. ElI aminoacido
glicina carece de cadena lateral, y de esta forma aporta con menos interacciones no
covalentes con el inhibidor, las cuales son ademéas mas débiles que las observadas
cuando en esta posicion se encuentra la alanina. Al sobreponer la pose de Remdesivir
en la variante mutante Ala688Gly en la estructura 7BV2 se puede observar que el
inhibidor adopta una posicion totalmente diferente, con la cola de monofosfato
ocupando el lugar de la base nitrogenada del inhibidor (Fig, 19). Esto ilustra la
importancia del aminoacido Ala688 en la unién de Remdesivir al sitio activo de RdRp
y sugiere que la sustitucion alanina por glicina en esta posicion puede desembocar en

el desarrollo de resistencia contra este farmaco.
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Gly638

@ Nativa Mutacion

Fig. 19 Representacion de las interacciones de la mutaciéon Ala688Gly y la
comparacién de la configuracion espacial de la proteina nativa

3.1.5.3 Mutacion Ser759Thr.

El docking de Remdesivir en el sitio activo de la variante mutante Ser759Thr mostré
solo tres posibles soluciones en las que el inhibidor (Remdesivir) puede ocupar el sitio
activo en presencia de esta mutacién. En la Fig 20 se visualiza las diferentes
disposiciones espaciales de las tres soluciones, por lo que la solucién 1 muestra el

mejor Score (53.36), con una energia libre 0 S (PLP) de -24.81, como se indica en la
Tabla 6.
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Fig. 20 Representacion de las tres mejores soluciones para el docking de Remdesivir
en el sitio activo de la variante mutante Ser759Thr. La mejor solucién muestra a
Remdesivir en color amarillo.

Interesantemente, al comparar estos resultados con el acoplamiento del ligando en el
sitio activo de la molécula nativa (7BV2), se puede observar que existe una alta
similitud en la conformacién que adopta Remdesivir en ambas macromoléculas. Esto
corrobora la similitud de los valores de afinidad determinador por GOLD, 57.11 para
la enzima nativa y 53.36 para la variante mutante (Tabla 6).

En la Fig. 21 se determina que a pesar de realizar la mutacion por un aminoécido que
presenta un carbono mas en su estructura (treonina), en términos generales se
mantienen la mayoria de las interacciones. Entre las mas importantes se encuentra la
del oxigeno (O1) de la treonina 759 y el hidrogeno (H81) del ligando con una distancia
de 3.9 A. Ademas, se visualiza la interaccion del (O1) de la ribosa del inhibidor y el
carbono (C8) de la proteina con una distancia de 4.27 A. Otra interaccion importante
que se genera es entre el nitrogeno (N3) del grupo ciano (C=N) del ligando vy el
hidrogeno (H1) del segundo carbono de la cadena -R del aminoacido. Esta ultima
interaccion es una de las mas importantes ya que este grupo funcional es capaz de
disminuir la actividad viral de las ARN polimerasas en mamiferos (Reina J. , 2020).
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Fig. 21 Representacion de las interacciones de la mutacién Ser759Thry la
comparacion de la configuracién espacial de la proteina nativa.

3.2 Verificacion de hipotesis

El acoplamiento molecular de Remdesivir en variantes mutantes de la RdRp del
SARS-CoV-2 provee evidencia que sustenta la aceptacion de la hipotesis alternativa
“Mutaciones en la enzima ARN polimerasa ARN dependiente del SARS-CoV-2

otorgan resistencia contra inhibidores de esta enzima”, y, por lo tanto, se rechaza la
hipétesis nula.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Se analiz6 el alineamiento multiple de la secuencia de la ARN polimerasa
dependiente de ARN (RdRp) del SARS-CoV-2 con cincuenta especies;
encontrando que el sitio de unién del ligando a la proteina se mantiene
altamente conservado.

Se logré la construccion de los modelos tridimensionales de la enzima ARN
polimerasa ARN dependiente del virus SARS-CoV-2 con tres mutaciones
puntuales; identificados mediante el analisis del alineamiento multiple y la
estrcutura tridimensional de RdRp-Remdesivir. Las mutaciones seleccionadas
potencialmente no tienen un efecto significativo sobre la catélisis enzimatica,
pero implican cambios en la afinidad del inhibidor por el sitio activo de la
enzima.

Se efectuaron los estudios de acoplamiento molecular de las mutaciones
Val5571le, Ala688Gly y Ser759Thr con el ligando, Remdesivir, con lo que se
pudo determinar que las mutaciones Val557Ile y Ala688Gly tienen

posibilidades de generar resistencias.

4.2 Recomendaciones

Estudiar las variantes mutantes seleccionadas en el presente estudio en
laboratorio para asi determinar su efecto en la actividad de la enzima y en la
constante de inhibicion del inhibidor Remdesivir.

Realizar estudios con otros inhibidores como sofosbuvir y ribavirin que
demuestran actividad antiviral en la polimerasa del SARS-CoV-2.

Realizar un estudio mas detallado de aminoacidos mas lejanos y su

participacion en el sitio activo.
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Anexo 1 Alineamiento multiple de la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp)
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del SARS-CoV-2 con cincuenta especies.
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SARS-COV-2
SARS-COV
SARS-COV-PUMCO02
BetaCoV_JL2012
BAT-COV
BAT-SARS-COV-Y7
BtRf-BETACOV_He
BAT-COV-Rp3_ 200
BAT-COV-HKU3
BAT-COV-279_200
BAT-COV-Rp_Shaa
BAT-BETACOV_Zhe
BAT-COV-HKU9
ROUSETTUS-BAT-C
BAT-COV-HKU9-4
BAT-COV-HKU9-10
BAT-COV-HKU9-5-
BAT-COV-HKU9-10
BAT-COV-HKU9-3
BETACOV-ERINACE
BAT-COV-HKU5-2
BtVs-BetaCoV_SC
BAT-COV-HKU5
MERS-COV
BAT-COV-HKU4-2
MERS-COV-ISK 20
BAT-COV-133_200
MURINE-COV
HUMAN-COV-HKU1-
HUMAN-COV-HKU1

HUMAN-COV-HKU1
MURINE-COV-A59
HUMAN-COV-HKU1
RAT-COV
MURINE-COV-RJHM
BETA-COV-HKU24
MURINE-HEP-17
HUMAN-COV-0C43
MURINE-HEP-VIRU
RABBIT-COV-HKU1
BOVINE-COV-98LU
BOVINE-COV-98EN
MURINE-COV-JHM
BOVINE-COV-BEC
BOVINE-COV-MEBU
BOVINE-COV-Alpa
BOT-DOLPHIN-HKU
BEL-WHALE-COV_S
BAT-COV-512_200
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HDFEME DV DiagY
HDEFME DV Dl
HDFEFME DV DiatY
HDEFME DV Dl
HEFFEFDVEGHE
HDFFFDliDGE
HDFEWFDEDGH
HDFE@FDEDGH
HEFFAEDVEGH
HDFEE DEDGH
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SARS-COV-2
SARS-COV
SARS-COV-PUMCO02
BetaCoV_JL2012
BAT-COV
BAT-SARS-COV-Y7
BtRf-BETACOV_He
BAT-COV-Rp3_ 200
BAT-COV-HKU3
BAT-COV-279_200
BAT-COV-Rp_Shaa
BAT-BETACOV_Zhe
BAT-COV-HKU9
ROUSETTUS-BAT-C
BAT-COV-HKU9-4
BAT-COV-HKU9-10
BAT-COV-HKU9-5-
BAT-COV-HKU9-10
BAT-COV-HKU9-3
BETACOV-ERINACE
BAT-COV-HKU5-2
BtVs-BetaCoV_SC
BAT-COV-HKU5
MERS-COV
BAT-COV-HKU4-2
MERS-COV-ISK 20
BAT-COV-133_200
MURINE-COV
HUMAN-COV-HKU1-
HUMAN-COV-HKU1

HUMAN-COV-HKU1
MURINE-COV-A59
HUMAN-COV-HKU1
RAT-COV
MURINE-COV-RJHM
BETA-COV-HKU24
MURINE-HEP-17
HUMAN-COV-0C43
MURINE-HEP-VIRU
RABBIT-COV-HKU1
BOVINE-COV-98LU
BOVINE-COV-98EN
MURINE-COV-JHM
BOVINE-COV-BEC
BOVINE-COV-MEBU
BOVINE-COV-Alpa
BOT-DOLPHIN-HKU
BEL-WHALE-COV_S
BAT-COV-512_200

118
118
118
118
118
118
118
118
118
118

41
113
115
118
115
118
118
113
113
116
116
116
118
116
116
116
116
114
114
114
116
114
114
114
119
114
114
114
119
114
114
114
114
114
114

32
109
109
107

RLTKYTMADLVYALRHFDfeNC
RLTKY TMIDLVYALRHFDjfeNC|
RLTKYTMIDLVYALRHFD/eNC
RLTKY TMIDLVYALRHF DI&NC|
RLTKYTMIDLVYALRHFD/eNC
RLTKY TMIDLVYALRHF DI&NC|
RLTKYTMIDLVYALRHFD/eNC
RLTKYTMADLVYALRHFDfeNC
RLTKYTMIDLVYALRHFDENC
RLTKYTMADLVYAJRHFDIENEC
RLTKY TMIDLVYEJLRHFDIYNNC|
RLTKYTMADLVYSJLRHFDNNC
RLTKY TMIDLVYRILRHFDIYNNC|

RLTKYTMaDLVYSLRHFDNNNC
7
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I3Y FINKKDWYDFVENPDI
I3Y FINKKDWYDFVENPDI
I3Y FINKKDWYDFVENPDI

DEVENPN

DEVENPN
DEVENPHS
DEVENPH]
DEVENPHS]
DFVENPS

bYFSFKDWYDFVENPDIIN
SYFSKKDWYDFVENPDT T\l
SYFSKKDWYDFVENPDI T
SYF@KKDWYDFVENPDIIN
SYFSKKDWYDFVENPDI I
SYF@KKDWYDFVENPDIIN
SYFOKKDWYDFVENPDIIINVY]
0)S Y FIiNKKDWYDFVENPDI INVY]
SYFOKKDWYDEFVENPDIINVY]
0)S Y FIlNKKDWYDEVENPDI INVY]
SYFOKKDWYDEFVENPDIINVY]
0/S Y FIO KDWY DEVENPDI INVY]
0)S Y FIiNKKDWYDFVENPDI INVY]
[0SYFINKKDWYDEVENPDI IINVY
SYFOKKDWYDEVENPDIINVY]
[0)SYFINKKDWYDEVENPDI INVY
0)S Y FIiNKKDWYDFVENPDI INVY]
[0)SYFINKKDWYDEVENPDI INVY
WDNADO PN P\EHNIRIDIE'S |1 T S
WDNRDO PNIINGY PNARNIIBWE' S| T S




SARS-COV-2 178 ROALLINT VOF®DEMEWAGEYVGVLTLDNODLNGNWY DFGDF ICHMNP GRIG VY

SARS-COV 178 ORI LINT V@@ DENVINBINGEY GVLTLDNQDLNGNWY DFGDEVOMMAPGCG
SARS-COV-PUMCO02 178 RQSLLKTVQFCDgMR IAGEVGVLTLDNQDLNGNWYDFGDE V(eAWa
BetaCoV_JL2012 178 OALLINT VO FGDRMINBINGEYGVLTLDNQDLNGNWY DFGDEVNEYPGCG

BAT-COV 178 OALLINTVEE@DR
BAT-SARS-COV-Y7 178
BtRf-BETACOV He 178
BAT-COV-Rp3 200 178

BROAGEYVGVLTLDNOQDLNGNWY DFGDEVENMYPGCG
NGV GVLTLDNQDLNG
BRBIAGEYVGVLTLDNQDLNG
NGV GVLTLDNQDLNG
R

BAT-COV-HKU3 178 ) NGEBVGVLTLDNQDLNG
BAT-COV-279 200 178 N A AGEVGVLTLDNQDLNG
BAT-COV-Rp_Shaa 101 N A NGEBVGVLTLDNQDLNG
BAT-BETACOV_Zhe 173 GVLTLDNQDLNG
BAT-COV-HKU9 175 e IUIA D VEQGLIGVLTLDNQDLNG
ROUSETTUS-BAT-C 178

BAT-COV-HKU9-4 175 GVLTLDNQDLNG@WYDFEGDEF]
BAT-COV-HKU9-10 178 GLEGVLTLDNQDLNG@WYDFGDF]
BAT-COV-HKU9-5- 178 A GVLTLDNQDLNG@WYDFEGDEF]
BAT-COV-HKU9-10 173 He N A GLEBGVLTLDNQDLNG@WYDFGDEF]
BAT-COV-HKU9-3 173 R A GVLTLDNQDLNG@WYDFGDF]

BETACOV-ERINACE 176
BAT-COV-HKU5-2 176
BtVs-BetaCoV_SC 176
BAT-COV-HKUS5 178
MERS-COV 175
BAT-COV-HKU4-2 176
MERS—COV—ISK72O 175
BAT-COV-133 200 176

MURINE-COV 174 INEADINRVERGLVGVLTLDNQDLMG

HUMAN-COV-HKUl- 174 I EADIEVENYGLVGVLTLDNQDLMG]

HUMAN-COV-HKU1l 174 SIEADINEVIYGLVGVLTLDNQDLMG

HUMAN-COV-HKU1 176 IEADES VE GLVGVLTLDNQDLMG

MURINE-COV-A59 174 INE"A DR INGLVGVLTLDNQDLMG|

HUMAN-COV-HKU1 174 IEADgS GLVGVLTLDNQDLMG

RAT-COV 174 INEA DR NGLVGVLTLDNQDLMG

MURINE-COV-RJHM 179 INEADEN E‘GLVGVLTLDNQDLYG

BETA-COV-HKU24 174 KFAD‘MVEﬁGLVGVLTLDNQDLNGIWlDFFDF

MURINE-HEP-17 174 INEA DR E‘GLVGVLTLDNQDLIG WYDEGDF

HUMAN-COV-0C43 174 EiGLVGVLTLDNODLNFKWYDFGDI
MURINE-HEP-VIRU 179 INEA DR E‘GLVGVLTLDNQDLIG WYDEGDF
RABBIT-COV-HKUl 174 B A DI Ea GLVGVLTLDNQDLNGMWYDEGD]

BOVINE-COV-98LU 174 GLVG LTLDNQDLNGKWfDFGD

BOVINE-COV-98EN 174 i

MURINE-COV-JHM 174 GLVGVLTLDNQDLIG WYDEGDE V]SS PIFGV‘
BOVINE-COV-BEC 174 SATERNNRK VEEFLVF LTLDNQDLNGIMWYDFGDMVIRNAPGCGVATIRDSY]
BOVINE-COV-MEBU 174 SATEIPNK GLVGELTLDNQDLNGJSWYDFGD,

BOVINE-COV-Alpa 92 SYNINS A DIV ENMGTL.VGELTLDNQDLNGIMWY DEGDEVIRRNAPGCGVAIIADSY]
BOT-DOLPHIN-HKU 169 1Y @ DIRM VEINGMIIGVMT LDNQDLNG|

BEL-WHALE-COV_S 169 KVAERCELUNIKEY '€y iunn\e)nnNe
BAT-COV-512 200 167
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SARS-COV-2
SARS-COV
SARS-COV-PUMCO02
BetaCoV_JL2012
BAT-COV
BAT-SARS-COV-Y7
BtRf-BETACOV_He
BAT-COV-Rp3_ 200
BAT-COV-HKU3
BAT-COV-279_200
BAT-COV-Rp_Shaa
BAT-BETACOV_Zhe
BAT-COV-HKU9
ROUSETTUS-BAT-C
BAT-COV-HKU9-4
BAT-COV-HKU9-10
BAT-COV-HKU9-5-
BAT-COV-HKU9-10
BAT-COV-HKU9-3
BETACOV-ERINACE
BAT-COV-HKU5-2
BtVs-BetaCoV_SC
BAT-COV-HKU5
MERS-COV
BAT-COV-HKU4-2
MERS-COV-ISK 20
BAT-COV-133_200
MURINE-COV
HUMAN-COV-HKU1-
HUMAN-COV-HKU1

HUMAN-COV-HKU1
MURINE-COV-A59
HUMAN-COV-HKU1
RAT-COV
MURINE-COV-RJHM
BETA-COV-HKU24
MURINE-HEP-17
HUMAN-COV-0C43
MURINE-HEP-VIRU
RABBIT-COV-HKU1
BOVINE-COV-98LU
BOVINE-COV-98EN
MURINE-COV-JHM
BOVINE-COV-BEC
BOVINE-COV-MEBU
BOVINE-COV-Alpa
BOT-DOLPHIN-HKU
BEL-WHALE-COV_S
BAT-COV-512_200

238
238
238
238
238
238
238
238
238
238
lel
233
235
238
235
238
238
233
233
236
236
236
238
235
236
235
236
234
234
234
236
234
234
234
239
234
234
234
239
234
234
234
234
234
234
152
229
229
227
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SARS-COV-2 297 N BPIFTRIFGPLVRKIFVDGVPEVVSIGYH

SARS-COV 297 NED SIVIAPETMFGPLVRKIFVDGVPEVVSINGYH|
SARS-COV-PUMCO02 297 BPIFTRIFGPLVRKIFVDGVPEVVSIGYH
BetaCoV_JL2012 297 NED SIVIAPETMFGPLVRKMFVDGVPEVVSINGYH
BAT-COV 297 \ APIETEFGPLVRKMEFVDGVPEVVSINGY H
BAT-SARS-COV-Y7 297 RPIFTRFGPLVRKIFVDGVPEVVSIGYH

BtRf-BETACOV_He 297
BAT-COV-Rp3 200 297
BAT-COV-HKU3 297
BAT-COV-279 200 297
BAT-COV-Rp_Shaa 220
BAT-BETACOV_Zhe 292

BAT-COV-HKU9 294

ROUSETTUS-BAT-C 297

BAT-COV-HKU9-4 294 DGVPEFVVSHGYHY
BAT-COV-HKU9-10 297 VDGVPEVVSIGYHY
BAT-COV-HKU9-5- 297 DGVPEFVVSHGYHY
BAT-COV-HKU9-10 292 VDGVPEVVSIGYHY
BAT-COV-HKU9-3 292 DGVPFVVSHGYHY]

112M0-Xe0) A8 40N\ -XG P | C VN C\YDDRC I LHCANFNJILF SMIlL PINT®FGPLVRK VDGV PFVVS@GYHYKELG
BAT-COV-HKU5-2 295 MeWNGTNe iMclenNIgY MY il Gik s IHe

BtVs-BetaCoV_SC 295 NeUaenmNe iR:GANIY 1BIHUT  |=KiCiyels

BAT-COV-HKUS PN CVINCANDDRCMLHCANFNMLF SMIL PETRIFGP

MERS-COV LT CVINCWDDRCILHCANFNILFR

VN EelOVAN i TRl | /N CIEDDRC I LHCANFNMLESMVLPNTEFGP

MERS-COV-ISK 20 294 NOWNGTNNE ARV 183ANT ! IZKilCiIe:

BAT-COV-133_200 295 NeUNGGIRISRAIenNIY MFSUTH=N ks xS

MURINE-COV 289 NTCESERINNeN

HUMAN-COV-HKUl- 289
HUMAN-COV-HKULl 289

HUMAN-COV-HKU1 291
MURINE-COV-A59 289
HUMAN-COV-HKU1 289
RAT-COV 289
MURINE-COV-RJHM 294
BETA-COV-HKU24 289
MURINE-HEP-17 289
HUMAN-COV-0C43 289
MURINE-HEP-VIRU 294
RABBIT-COV-HKUl 289
BOVINE-COV-98LU 289

BOVINE-COV-98EN 289 \ HCANFNILFSMVLPNTCFGPLV'QIFVDGVPFVVSIGYHYKELGIXMN
MURINE-COV-JHM 289
BOVINE-COV-BEC 289
BOVINE-COV-MEBU 289
BOVINE-COV-Alpa 207
BOT-DOLPHIN-HKU 288
BEL-WHALE-COV_S 288
BAT-COV-512 200 287
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SARS-COV-2
SARS-COV
SARS-COV-PUMCO02
BetaCoV_JL2012
BAT-COV
BAT-SARS-COV-Y7
BtRf-BETACOV_He
BAT-COV-Rp3_ 200
BAT-COV-HKU3
BAT-COV-279_200
BAT-COV-Rp_Shaa
BAT-BETACOV_Zhe
BAT-COV-HKU9
ROUSETTUS-BAT-C
BAT-COV-HKU9-4
BAT-COV-HKU9-10
BAT-COV-HKU9-5-
BAT-COV-HKU9-10
BAT-COV-HKU9-3
BETACOV-ERINACE
BAT-COV-HKU5-2
BtVs-BetaCoV_SC
BAT-COV-HKU5
MERS-COV
BAT-COV-HKU4-2
MERS-COV-ISK 20
BAT-COV-133_200
MURINE-COV
HUMAN-COV-HKU1-
HUMAN-COV-HKU1

HUMAN-COV-HKU1
MURINE-COV-A59
HUMAN-COV-HKU1
RAT-COV
MURINE-COV-RJHM
BETA-COV-HKU24
MURINE-HEP-17
HUMAN-COV-0C43
MURINE-HEP-VIRU
RABBIT-COV-HKU1
BOVINE-COV-98LU
BOVINE-COV-98EN
MURINE-COV-JHM
BOVINE-COV-BEC
BOVINE-COV-MEBU
BOVINE-COV-Alpa
BOT-DOLPHIN-HKU
BEL-WHALE-COV_S
BAT-COV-512_200

357
357
357
357
357
357
357
357
357
357
280
352
354
357
354
357
357
352
352
355
355
355
357
354
355
354
355
349
349
349
351
349
349
349
354
349
349
349
354
349
349
349
349
349
349
267
348
348
347

K|y NLHSSRL I\ELLGEEADPS]

NI, T DIAR TIC F SVAA

N1, DR TIC F SVAA

NI, T DINR TIC F SVAA

N1, DR TIC F SVAA

NI T, DIMR TIRC FSVAZ

N1 I DIR TINC F SVAA

NI T, DIMR TIRC FSVAZ

YAADPAMHMNASENIL L DR TINC FSVAR
YAADPAMHRAS I T, DR TIRC FSVAA
YAADPAMHﬂAs NI, I DIR TINC F SVAA
Y AADPAMHNASENIL L DR TRIC FSVAA
YAADPAMHEA S[EINAL. 1. DIMR THNC F S VAR
YAADPAMHVARSINA LADIR TIYCHS VAR
YAADPAMHIAASHALEDKRT‘CHSVAA
‘DKRT‘C SVARA

ﬁDKRT‘CﬁSVA‘

\DIAR TWYCIS VAR
YAADPAMHVA‘SN‘L‘DKRTEC SVAR

YAADPAMH
YAADPAMH
YAADPAMH

SALJDLRTIECFSVAR
§ALLDLRTECFSVAR
YAADPAMHVASESATLLDLRT@CFSVAA
YAADPAMHVASEEALLDLRT@CFSVAA
YAADPAMHVASEEATLLDLRT@CFSVAA
SALLDLRT@CFSVAR
SALLDLRT@CFSVAR
SALLDLRTECFSVAA
SALLDLRT@CFSVAR
NALFDLRT@CFSVAA
§ALLDLRTECFSVAR

SR LFDLRT®CFSVAR
§ALLDLRTECFSVAR

i\ L FDLRT@CFSVAA
SALMDLRTECFSVAR
SATMDLRT@CFSVAR
§ALLDLRTECFSVAR
SATMDLRTECFSVAR
SALMDLRTECFSVAR
SALMDLRT@CFSVAR
BvERSsA VD LR TECFSEEA
LYSASDIYF| /B s @] | Sl
S L MDRRTIHCFSVAA
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T|
T
T|
T|
T|
T|
T|
A
T
T|
T
T|
T|
T|
T|
T|
T|
T|
T|
T|
T|
T
T|
A
T|
T
T|
A
T|
T|
T|
T|
T|
T|

PGNFN|
PGNFEN|
PGNFN|




SARS-COV-2
SARS-COV
SARS-COV-PUMCO02
BetaCoV_JL2012
BAT-COV
BAT-SARS-COV-Y7
BtRf-BETACOV_He
BAT-COV-Rp3_ 200
BAT-COV-HKU3
BAT-COV-279_200
BAT-COV-Rp_Shaa
BAT-BETACOV_Zhe
BAT-COV-HKU9
ROUSETTUS-BAT-C
BAT-COV-HKU9-4
BAT-COV-HKU9-10
BAT-COV-HKU9-5-
BAT-COV-HKU9-10
BAT-COV-HKU9-3
BETACOV-ERINACE
BAT-COV-HKU5-2
BtVs-BetaCoV_SC
BAT-COV-HKU5
MERS-COV
BAT-COV-HKU4-2
MERS-COV-ISK 20
BAT-COV-133_200
MURINE-COV
HUMAN-COV-HKU1-
HUMAN-COV-HKU1

HUMAN-COV-HKU1
MURINE-COV-A59
HUMAN-COV-HKU1
RAT-COV
MURINE-COV-RJHM
BETA-COV-HKU24
MURINE-HEP-17
HUMAN-COV-0C43
MURINE-HEP-VIRU
RABBIT-COV-HKU1
BOVINE-COV-98LU
BOVINE-COV-98EN
MURINE-COV-JHM
BOVINE-COV-BEC
BOVINE-COV-MEBU
BOVINE-COV-Alpa
BOT-DOLPHIN-HKU
BEL-WHALE-COV_S
BAT-COV-512_200

417
417
417
417
417
417
417
417
417
417
340
412
414
417
414
417
417
412
412
415
415
415
417
414
415
414
415
409
409
409
411
409
409
409
414
409
409
409
414
409
409
409
409
409
409
327
408
408
407

SKGFFKEGSSYV|
SKGFFKEGSSV]
;gbKGFFKEGSSV
INDFYDFIVVSKGFFKEGS
JADFYDFIYVVSKGFFKEGSSV]
INDEYDFIVVSKGFFKEGSS
JADFYDFIYVVSKGFFKEGSSV]
INDEYDFIVVSKGFFKEGSS
JADFYDFIYVVSKGFFKEGSSV]
JMDEYDFIAVSKGEFFKEGSSV]
JADFYDFIYVVSKGFFKEGSSV]
JIMDEYDFIWVSKGEFKEGSSV]

KEGSS
FRKEGSEV
FKEGSSY|

KEGSSV

KEGSSV]

KEGSSV,

KEGSSV]

KEGSSV,

KEGSSV]

LKHFFFAQDGNAAT
LKHFFFAQDGNAAT
LKHFFFAQDGNAAT
LKHFFFAQDGNAAT
LKHFFFAQDGNAAT
LKHFFFAQDGNAAT
LKHFFFAQDGNAAT
LKHFFFAQDGNAAT
LKHFFFAQDGNAAT
LKHFFFAQDGNAAT
LKHFFFAQDGNAAT

QDGNAAT
AQDGNAATI
QODGNAAT
QODGNAAT
QODGNAAT
QODGNAAT
QODGNAAT
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'RYNLPTMCDIROLLFVME

YNLPTMCDIRQLLEVMEV
YNLPTMCDIRQLLEVMEV
YNLPTMCDIRQLLEVMEV
YNLPTMCDIROLLEVMEV
YNLPTMCDIROLLEVME
YNLPTMCDIROLLEVMEV
YNLPTMCDIROLLEVME
QLLEFVMEVV]
OLLEVME
QLLEFVMEVV]
YNLPTMCDIKQLLEJNMEV
'NLPTMCDIKQLLFSLEV
YNLPTMCDIKQLLEFSLEV
YNLPTMCDIKQLLEFSLEV
YNLPTMCDIKQLLEFSLEV
YNLPTMCDIKQLLEFSLEV
YNLPTMCDIKQLLEFSLEVV
YNLPTMCDIKQLLFSLE

LEGME
OMLEF®ME
LEGME
OMLEF®ME
LEGME
LE®ME Y
DIKQ LEGMEV
YNLPTMYDIKQLLEVLEV
YNLPTﬁ“DIKQLLFVLEV
YNLPTMYDIKQLLEVLEV
iNLPTﬁuDIKQLLFVLEV
YNLPTMMYDIKQLLEVLE
fNLPTﬁuDIKQLLFVLEV

YNLPTMYDIKQLLEFVLEV

lNLPTﬁuDIKQLLFVLE

YNLPT
YNLPT
YNLPT

NLPT
YNLPT
YNLPT

DIKQLLEVLEV
DIKQLLFVLEV
DIKQLLEVLEV
DIKQLLFVLE
DIKQLLFVLEV
DIKQLLEVEEV
DIKQLLFVLEVY
DIKQLLFVLE
TﬁaDIKQLLFVLEvv
NEPTMYDIRORL FEEEVE
NP MWD T(CORT FOgE Vi
FRTH /LM C@ARV YO

(BYNLPT DIKQLLFELE
YNLPTMMYDIKQLLEFVLEV




SARS-COV-2 477

SARS-COV 477 Y Y < { y 2
SARS-COV-PUMCO02 477 E
BetaCoV_JL2012 477 Y Y < 4 S ODILEAYTKRNVI
BAT-COV 477 ) ODILEFAYTKRNVI
BAT-SARS-COV-Y7 477 < < < ) ODIRLEFAYTKRN
BtRf-BETACOV_He 477 ) ODILEFAYTKRNVI
BAT-COV-Rp3 200 477 < < < ) ODIRLEFAYTKRN
BAT-COV-HKU3 477 YY YEBODILEFAYTKRNYV|
BAT-COV-279 200 477 < 3 ODYLEFAYTKRN
BAT-COV-Rp_Shaa 400 Y YEBODILEFAYTKRNV|
BAT-BETACOV_Zhe 472 4 ) N ODINLEAYTKRNVL
BAT-COV-HKU9 474 Y 3 g < < YESLSY ODELFAYTKRNVI|
ROUSETTUS-BAT-C 477 ) 3 3 ODELFAYTKRNVL
BAT-COV-HKU9-4 474 Y < < (AR SLS ODELFAYTKRNVI
BAT-COV-HKU9-10 477 3 ( 4 5 G 3 ODELFAYTKRNVI
BAT-COV-HKU9-5- 477 Y < < (AR SLS ODELFAYTKRNVI
BAT-COV-HKU9-10 472 KFGK Y YRBODELFAYTKRNVI
BAT-COV-HKU9-3 472 ODELFAYTKRNVL

BETACOV-ERINACE 475 NKYFIIYDGGC
BAT-COV-HKU5-2 475 DIYFEIYDGGC
BtVs-BetaCoV_SC 475
BAT-COV-HKUS5 477
MERS-COV 474
BAT-COV-HKU4-2 475
MERS—COV—ISK72O 474
BAT-COV-133 200 475

MURINE-COV 469 < C /DK PFNKFGKARLYYERLS
HUMAN-COV-HKUl- 469 < ele YDK PFNKFGKAPLYYEﬁLS
HUMAN-COV-HKU1l 469 < C > Y > PENKFGKARLYYEH
HUMAN-COV-HKU1l 471 PFNRFGRARLYYEHLS
MURINE-COV-A59 469 C < PFNKFGKARLYYERLS
HUMAN-COV-HKU1 469 < {SAGMPFNKFGKARLYYERLS
RAT-COV 469 C 3 PFNKFGKARL
MURINE-COV-RJHM 474 < YDK PENKFGKARLYYE
BETA-COV-HKU24 469 PFNKFGKARLYYEE
MURINE-HEP-17 469 < PEFNKFGKARLYYE[H
HUMAN-COV-0C43 469 SQVIVNNYDKSAG PFNKFGKARLYYEE
MURINE-HEP-VIRU 474 IQVIVNNYDKSAG PEFNKFGKARLYYE[H
RABBIT-COV-HKUl 469 Y Y SQVIVNNYDKSAG PFNKFFKAPLYYEE
BOVINE-COV-98LU 469 C S S PFNKFGKARL A
BOVINE-COV-98EN 469 < < PFNBFFBARLYYERLS
MURINE-COV-JHM 469 < < PEFNKFGKARLYYEH
BOVINE-COV-BEC 469 < Al KSAGMPFNKFGKARLYYEH
BOVINE-COV-MEBU 469 C PFNKFGKARLYYE;
BOVINE-COV-Alpa 387 PENKFGKARLYYERR

BOT-DOLPHIN-HKU 468
BEL-WHALE-COV_S 468
BAT-COV-512 200 467
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SARS-COV-2
SARS-COV
SARS-COV-PUMCO02
BetaCoV_JL2012
BAT-COV
BAT-SARS-COV-Y7
BtRf-BETACOV_He
BAT-COV-Rp3_ 200
BAT-COV-HKU3
BAT-COV-279_200
BAT-COV-Rp_Shaa
BAT-BETACOV_Zhe
BAT-COV-HKU9
ROUSETTUS-BAT-C
BAT-COV-HKU9-4
BAT-COV-HKU9-10
BAT-COV-HKU9-5-
BAT-COV-HKU9-10
BAT-COV-HKU9-3
BETACOV-ERINACE
BAT-COV-HKU5-2
BtVs-BetaCoV_SC
BAT-COV-HKU5
MERS-COV
BAT-COV-HKU4-2
MERS-COV-ISK 20
BAT-COV-133_200
MURINE-COV
HUMAN-COV-HKU1-
HUMAN-COV-HKU1

HUMAN-COV-HKU1
MURINE-COV-A59
HUMAN-COV-HKU1
RAT-COV
MURINE-COV-RJHM
BETA-COV-HKU24
MURINE-HEP-17
HUMAN-COV-0C43
MURINE-HEP-VIRU
RABBIT-COV-HKU1
BOVINE-COV-98LU
BOVINE-COV-98EN
MURINE-COV-JHM
BOVINE-COV-BEC
BOVINE-COV-MEBU
BOVINE-COV-Alpa
BOT-DOLPHIN-HKU
BEL-WHALE-COV_S
BAT-COV-512_200

537
537
537
537
537
537
537
537
537
537
460
532
534
537
534
537
537
532
532
535
535
535
537
534
535
534
535
529
529
529
531
529
529
529
534
529
529
529
534
529
529
529
529
529
529
447
528
528
527

PTITOQMNLKYAISAKNRART
PTITOMNLKYAISAKNRART

SAKNRART
PTITOMNLKYAISAKNRART
PTITOMNLKYAISAKNRART
PTITOMNLKYAISAKNRART
PTITOMNLKYAISAKNRART
PTITOMNLKYAISAKNRART
PTITOMNLKYAISAKNRART
PTITOMNLKYAISAKNRART
PTITOMNLKYAISAKNRART
PTITOMNLKYAISAKNRART
PTITQMNLKYAISAKNRART
PTITOMNLKYAISAKNRART
PTITOMNLKYAISAKNRART
PTITOMNLKYAISAKNRART
PTITOMNLKYAISAKNRART
PTITOMNLKYAISAKNRART
PTITOMNLKYAISAKNRART
PTITOMNLKYAISAKNRART
PTITOMNLKYAISAKNRART
PTITOMNLKYAISAKNRART
PTITQMNL YATISAKNRART
PTITOMNLKYAISAKNRART

ISAKNRART
ISAKNRART
TOMNLKYAISAKNRART
TOMNLKYAISAKNRART
TOMNLKYAISAKNRART
TOMNLKYAISAKNRART
TOMNLKYAISAKNRART
TOMNLKYAISAKNRART
TOMNLKYAISAKNRART
TOMNLKYAISAKNRART
TOMNLKYAISAKNRART
YATISAKNRART
ISAKNRART
ISAKNRART

TOMNLKYAISAKNRART
TOMNLKYAISAKNRART
TOMNLKYAISAKNRART
TOMNLKYAISAKNRART
TOMNLKYAISAKNRART
TOMNLKYAISAKNRART
PTITOWNMKYATISAKNRART
PTITQ NIKYAISAKSRART

LKSIAATRGA

A
ﬁSTMTNRQFHQK
A

AGVSIISTMTNRQFHOQK]
AGVSIaSTMTNRQFHQK
AGVSIISTMTNRQFHOQK]
AGVSIRSTMTNRQFHOQK]
AGVSIRSTMTNRQFHOQK]
AGVSILSTMTNRQ
AGVSILSTMTNRQ
AGVSILSTMTNRQ
AGVSILSTMTNRQ
AGVSILSTMTNRQ
AGVSILSTMTNRQ
AGVSILSTMTNRQ
AGVSILSTMTNRQ
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LKSIAATRGA

VVIGTTKEYG
VVIGTTKEYG




SARS-COV-2 597 INPHLMGWDYPKCDRAMPN]

SARS-COV 597 WPHLMGWDY PKCDRAMPN

SARS-COV-PUMCO02 597 WWPHLMGWDYPKCDRAMPN]

BetaCoV_JL2012 597 WPHLMGWDY PKCDRAMPN

BAT-COV 597 WPHLMGWDY PKCDRAMPN

BAT-SARS-COV-Y7 597 WWPHLMGWDY PKCDRAMPN

BtRf-BETACOV_He 597 TPELMGWDYPKCDRAMPN

BAT-COV-Rp3 200 597 WWPHLMGWDY PKCDRAMPN

BAT-COV-HKU3 597 SIPHLMGWDYPKCDRAMPN|

BAT-COV-279 200 597 WWPHLMGWDY PKCDRAMPN]

BAT-COV-Rp_Shaa 520 WPHLMGWDY PKCDRAMPN

BAT-BETACOV_Zhe 592

BAT-COV-HKU9 594 INPHLMGWDYPKCDRAMPN

ROUSETTUS-BAT-C 597 PHLMGWDY PKCDRAMPN] N LARKHSJTCCI\ENS
BAT-COV-HKU9-4 594 INPHLMGWDYPKCDRAMPN] N LARKHITCCN
BAT-COV-HKU9-10 597 DNPHLMGWDYPKCDRAMPN LARKHETCCN‘S
BAT-COV-HKU9-5- 597 DNPHLMGWDY PKCDRAMPN| A
BAT-COV-HKU9-10 592 3 SIPHLMGWDY PKCDRAMPN|

BAT-COV-HKU9-3 592 PHLMGWDYPKCDRAMPN

BETACOV-ERINACE 595 TLYKDVDNPELMGWDYPKCDRAMPN

BAT-COV-HKU5-2 595
BtVs-BetaCoV_SC 595

BAT-COV-HKU5 597

MERS-COV 594 < {CD LARKHETCC|
BAT-COV-HKU4-2 595 S ) LARKHSJTCC|
MERS-COV-ISK 20 594

BAT-COV-133 200 595 PHLMGWDY PKCDRAMPN| LARKHSJTCC|
MURINE-COV 589 D PTLMGWDYPKFFRAMPN RIESISLVLARKHISICC
HUMAN-COV-HKUl- 589 a SISLVLARKHINACCSIE€DREFYRLA
HUMAN-COV-HKU1 589 IS LINKDVDNPMYLMGWDY PKCDRAMPN] RIME|SLVLARKHIMICCSIS@DREYRLA
HUMAN-COV-HKU1 591 LRHLIKDVDNP“LMGWDYPRCDRAMPN SLVLARKHINICCSIE(€DREFYRLA
MURINE-COV-A59 589 RLIFDVDIP LMGWDYPKCDRAMPN| SISLVLARKHBSCC|
HUMAN-COV-HKU1 589 LPHLIRDVDNP!LMFWDYPB DRAMPN IMBSSLVLARKHINACCBIz{€DRFYRLA
RAT-COV 589 DSIPYLMGWDY PKCDRAMPN] SISLVLARKHBSCC
MURINE-COV-RJHM 594 €UBDIUIRNRINT NS uLMGWDfPhCLRAMPN SISLVLARKHIBSCCSIE@DREYRLA
BETA-COV-HKU24 589 GWDDMLCRLIKEVDNP‘LMGWDfPK(IRAMPN

MURINE-HEP-17 589 LIRDVDIP LMGWDY PKCDRAMPN| N K I DREYRLA
HUMAN-COV-0C43 589 GWDDMLRRLIKDVDNPaLMGWDYPKCDPAMPN (0)SDRE'YRLA
MURINE-HEP-VIRU 594 LMGWDY PKCDRAMPN| 3 JrK CCBEMIDREYRLA
RABBIT-COV-HKUl 589 GWDDMLRRLIKDVDNPuLMGWDYPKCDPAMPN (0)SDRE'YRLA
BOVINE-COV-98LU 589 RLWKDVDNPYLMGWDY PKCDRAMPN] < (0)SDRFYRLA
BOVINE-COV-98EN 589 LPRLIRDVDNP!LMFWDYPBCDRAMPN 3 §)SDRFYRLA
MURINE-COV-JHM 589 LRRLIRDVDIP LMGWDY PKCDRAMPN|

BOVINE-COV-BEC 589 LPRLIRDVDNPELMCWDYPRCDRAMPN 3 < §SDRFYRLA
BOVINE-COV-MEBU 589 JNLIKDVDNPIYLMGWDY PKCDRAMPN| < “CB[@SDRFYRLA
BOVINE-COV-Alpa 507 LPRLIRDVDNPELMCWDYPRCDRAMPN 3 < §SDRFYRLA
BOT-DOLPHIN-HKU 588 LMGWDfPKFIRAMPS

BEL-WHALE-COV_S 588
BAT-COV-512 200 587
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SARS-COV-2
SARS-COV
SARS-COV-PUMCO02
BetaCoV_JL2012
BAT-COV
BAT-SARS-COV-Y7
BtRf-BETACOV_He
BAT-COV-Rp3_ 200
BAT-COV-HKU3
BAT-COV-279_200
BAT-COV-Rp_Shaa
BAT-BETACOV_Zhe
BAT-COV-HKU9
ROUSETTUS-BAT-C
BAT-COV-HKU9-4
BAT-COV-HKU9-10
BAT-COV-HKU9-5-
BAT-COV-HKU9-10
BAT-COV-HKU9-3
BETACOV-ERINACE
BAT-COV-HKU5-2
BtVs-BetaCoV_SC
BAT-COV-HKU5
MERS-COV
BAT-COV-HKU4-2
MERS-COV-ISK 20
BAT-COV-133_200
MURINE-COV
HUMAN-COV-HKU1-
HUMAN-COV-HKU1

HUMAN-COV-HKU1
MURINE-COV-A59
HUMAN-COV-HKU1
RAT-COV
MURINE-COV-RJHM
BETA-COV-HKU24
MURINE-HEP-17
HUMAN-COV-0C43
MURINE-HEP-VIRU
RABBIT-COV-HKU1
BOVINE-COV-98LU
BOVINE-COV-98EN
MURINE-COV-JHM
BOVINE-COV-BEC
BOVINE-COV-MEBU
BOVINE-COV-Alpa
BOT-DOLPHIN-HKU
BEL-WHALE-COV_S
BAT-COV-512_200

657
657
657
657
657
657
657
657
657
657
580
652
654
657
654
657
657
652
652
655
655
655
657
654
655
654
655
649
649
649
651
649
649
649
654
649
649
649
654
649
649
649
649
649
649
567
648
648
647

NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSEN
NECAQVLSEM
NECAQVLSEM
NECAQVLSEM
NECAQVLSEM
NECAQVLSEM
NECAQVLSEM
NECAQVLSEN
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLSE
NECAQVLEE

YVKPGGTSS
YVKPGGTSS
YVKPGGTSE
YVKPGGT
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ANSVENICQAV]
ANSVEFNICQA
ANSVENICQAV]

NSVENICQA
NSVENICQA
NSVENICQA
NSVENICQAYV
NSVENICQA
NSVENICQAYV
ANSVENICQA
NSVENICQAYV
ANSVENICQA
NSVENICQA
ANSVENICQA
NSVENICQA
ANSVENICQA
NSVENICQA
NSVENICQAYV
NSVENICQA
NSVENICOQAV]
NSVENICQA
NSVFNIC;AV

SENRGNK TEN
SINSGNK I

SINSGNK I
SENBGNK TEN

SISRGNK T )4
SINBGNKTIM
SISRGNK T )4
SEIEBGNK I
SISRGNK T )4
SISRGNK T )4
SEIEBGNK I



SARS-COV-2 717 N N ) ) LINKHFSMMILSD CENSNY ASIO/GIN

SARS-COV 717 Y| LIRKHFSMMI L VVCYNSNYAReGHE
SARS-COV-PUMC02 717 y| LIRKHFSMMIL CYNSNY2ANGGIE
BetaCoV_JL2012 717 Y LIRKHFSMMI L VVCYNSNY ARG
BAT-COV 717 3 [ I TIRKHF SMMI LS DDEVVCYNSNY ARG
BAT-SARS-COV-Y7 717 /R LIRKHFSMMILSD CYNSNYAINeCIE
BtRf-BETACOV He 717 3 / I TIRKHF SMMI LS DDEVVCYNSNY ARG
BAT-COV-Rp3 200 717 /R BMTIRKHF SMMILSD CYNSNYAINeCIE
BAT-COV-HKU3 717 \ 3 % M LIRKHFSMMI LS DDAVVCYNSNY AIXeGIE
BAT-COV-279 200 717 . LISKHFSMMILSD CYNSNYARNGGIE
BAT-COV-Rp_Shaa 640 \ 3 % M LIRKHFSMMI LS DDAVVCYNSNY AIXeGIE
BAT-BETACOV Zhe 712 42 N2 Y ' DDGVVCYNSDYMRGY I
BAT-COV-HKU9 714 N LISKHFSMMILSDDGVVCYNRDYAWKGY|
ROUSETTUS-BAT-C 717 {1.G ') YYNMLIKHF SMMILSDDGVVCYNSDYARKGY
BAT-COV-HKU9-4 714 Y [ /YN LSKHFSMMILSDDGVVCYN@DYARKGY|
BAT-COV-HKU9-10 717 q /R YNMLIKHFSMMILSDDGVVCYNSDYABKGY|
BAT-COV-HKU9-5- 717 Y [ " YNMILIKHFSMMILSDDGVVCYNSDYABKGY|
BAT-COV-HKU9-10 712 3 %  YNMILIRKHFSMMILSDDGVVCYNSDYAGKGY|
BAT-COV-HKU9-3 712 . LISKHF SMMILSDDGVVCYNSDYAKGY|
BETACOV-ERINACE 715 YN FLNJHFSMMILSDDGVVCYNRDYAREGY T
BAT-COV-HKU5-2 715 V42 SO PR PKIY DRYYaFLNKHFSMMIL DDGVVCYNSDYAWKGY I
BtVs-BetaCoV_SC 715 NV Y RIS DO VDAY YIE LN K FSMMI LS DDGVVCYNSDYARKGY
BAT-COV-HKUS 717 V42 SO PR PKIY DRYYﬂFLNKHFSMMIL DDGVVCYNSDIAaKGYI
MERS-COV 714 NV Y REISIE DN VIR Y YINF LNKHF SMMI LS DDGVVCYNSDYARMKGY T
BAT-COV-HKU4-2 715 / YRKVVPDPKFVDKYYgFLNKHFSMMIL DDGVVCYNSDYAEKGY
MERS-COV-ISK 20 714 ANV Y RIS DI VN Y Y F LNKHFSMMI LSDDGVVCYNSDYARKGY T
BAT-COV-133 200 715 / DDGVVCYNSDYARKGY]
MURINE-COV 709 DDGVVCYNSHEASKGY I
HUMAN-COV-HKU1- 709 /R Y| DDGVVCYNSDYABKGYI
HUMAN-COV-HKUl 709 'R 'Y ' DDGVVCYNSDYABKGY I
HUMAN-COV-HKU1l 711 DDGVVCYNSDYABKGYI
MURINE-COV-A59 709 YRENDE DIFAFVEE Y Y F LNKHF SMMI LS DDGVVCYNSEEABKGY T
HUMAN-COV-HKUl 709 \ \ 7 RIONY DNGINEVINE Y YIIF L @K HF SMMI LSDDGVVCYNSDYANKGY I
RAT-COV 709 3 DDGVVCYNSEBASKGY T
MURINE-COV-RJHM 714 3 < DDGVVCYNSEEABKGY I
BETA-COV-HKU24 709 3 3 DDGVVCYNSEYASKGYI
MURINE-HEP-17 709 Y| DDGVVCYNSEBABKGY I
HUMAN-COV-0C43 709 ) DDGVVCYNSDYASKGYI
MURINE-HEP-VIRU 714 q DDGVVCYNSHEASKGY T
RABBIT-COV-HKUl 709 Y| ) DDGVVCYNSDYASKGYI
BOVINE-COV-98LU 709 /R| [ ' DDGVVCYNSDYASKGYI
BOVINE-COV-98EN 709 ] \ % DDGVVCYNSDYABKGYI
MURINE-COV-JHM 709 [ 'Y ' DDGVVCYNSHEARKGY T
BOVINE-COV-BEC 709 I 3 % DDGVVCYNSDYABKGY I
BOVINE-COV-MEBU 709 . . DDGVVCYNSDYASKGYI
BOVINE-COV-Alpa 627 ] 3 % DDGVVCYNSDYABKGYI
BOT-DOLPHIN-HKU 708 { L Yol Y Riseye= DIV Rl Y T N K HE SlM I LS DDGVVC Y NERYY AlBAGH
BEL-WHALE-COV_S 708 EMNT OFAERIR DK PIBMDIUY T)4A LNKHFSIMIL DDGVVCY NI Y AlgaGIYI

BAT-COV-512 200 707 LY|slelelY RSNV DO VI3E Y BEN L INKHF SMMILSDDGVVCYNSEYARNERGY]|
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SARS-COV-2 777 WKGPHEFCSQHTMLVKGERDMVYLPYPDPSR

SARS-COV 777 { YYQND S < WKGPHEFCSQHTMLVKGIGEDMYVYLPYPDPSR
SARS-COV-PUMCO02 777 3 WKGPHEFCSQHTMLVKGERDMVYLPYPDPSR
BetaCoV_JL2012 777 { WKGPHEFCSQHTMLVKGIGEDMVYLPYPDPSR
BAT-COV 777 WKGPHEFCSQHTMLVKOIERDMVYLPYPDPS
BAT-SARS-COV-Y7 777 WKGPHEFCSQHTMLVK@ERDMVYLPYPDPSR

BtRf-BETACOV_He 777
BAT-COV-Rp3 200 777
BAT-COV-HKU3 777
BAT-COV-279 200 777
BAT-COV-Rp_Shaa 700
BAT-BETACOV_Zhe 772
BAT-COV-HKU9 774
ROUSETTUS-BAT-C 777
BAT-COV-HKU9-4 774
BAT-COV-HKU9-10 777
BAT-COV-HKU9-5- 777
BAT-COV-HKU9-10 772
BAT-COV-HKU9-3 772
BETACOV-ERINACE 775

BAT-COV-HKU5-2 775 INKGPHEFCSQHT,
BtVs-BetaCoV_SC 775 INKGPHEFCSQHT]
BAT-COV-HKU5 777 INKGPHEFCSQHT,
MERS-COV 774 INKGPHEFCSQHT]
BAT-COV-HKU4-2 775 IMKGPHEFCSQHT,
MERS-COV-ISK 20 774 { INKGPHEFCSQHT]
BAT-COV-133 200 775 ) IMKGPHEFCSQHT)

MURINE-COV 769
HUMAN-COV-HKUl- 769
HUMAN-COV-HKU1 769

HUMAN-COV-HKU1 771

MURINE-COV-A59 769
HUMAN-COV-HKU1 769

RAT-COV 769

MURINE-COV-RJHM 774

BETA-COV-HKU24 769 LYYONNVEMSESKCWVEND I8\

MURINE-HEP-17 769 LYYONNVFMSEAKCWVEWDIKGPHEFCSQHTMLVK]
HUMAN-COV-0C43 769 NNVFMSEEKCWVEHDINNGPHEFCSQHTMLVK
MURINE-HEP-VIRU 774 LYYONNVFMSEAKCWVEWDIKGPHEFCSQHTMLVK]
RABBIT-COV-HKUl 769 NNVEMSEAKCWVENDINMIGPHEFCSQHTMLVK]
BOVINE-COV-98LU 769 LYYONNVEMSESKCWVENDINNGPHEFCSQHTMLVK|
BOVINE-COV-98EN 769 LYYQNNVFMSEQKCWVENDINNGPHEFCSQHTMLVK
MURINE-COV-JHM 769 LYYONNVFMSEAKCWVENWDIIMKGPHEFCSQHTMLVK]
BOVINE-COV-BEC 769 KCWVENDINNGPHEFCSQHTMLVK]
BOVINE-COV-MEBU 769 LYYONNVEMSESKCWVENDINNGPHEFCSQHTMLVK
BOVINE-COV-Alpa 687 LYYONNVFMSEMKCWVENDINNGPHEFCSQHTMLVK]
BOT-DOLPHIN-HKU 768 LEYONNVEMABSIK CWINEIRDNISNG PHE F'CSQHSML V|
BEL-WHALE-COV_S 768 I'QNNVFM‘ SIKCWINE D KIGPHEFCSQHIML

BAT-COV-512 200 767

78



SARS-COV-2
SARS-COV
SARS-COV-PUMCO02
BetaCoV_JL2012
BAT-COV
BAT-SARS-COV-Y7
BtRf-BETACOV_He
BAT-COV-Rp3_ 200
BAT-COV-HKU3
BAT-COV-279_200
BAT-COV-Rp_Shaa
BAT-BETACOV_Zhe
BAT-COV-HKU9
ROUSETTUS-BAT-C
BAT-COV-HKU9-4
BAT-COV-HKU9-10
BAT-COV-HKU9-5-
BAT-COV-HKU9-10
BAT-COV-HKU9-3
BETACOV-ERINACE
BAT-COV-HKU5-2
BtVs-BetaCoV_SC
BAT-COV-HKU5
MERS-COV
BAT-COV-HKU4-2
MERS-COV-ISK 20
BAT-COV-133_200
MURINE-COV
HUMAN-COV-HKU1-
HUMAN-COV-HKU1

HUMAN-COV-HKU1
MURINE-COV-A59
HUMAN-COV-HKU1
RAT-COV
MURINE-COV-RJHM
BETA-COV-HKU24
MURINE-HEP-17
HUMAN-COV-0C43
MURINE-HEP-VIRU
RABBIT-COV-HKU1
BOVINE-COV-98LU
BOVINE-COV-98EN
MURINE-COV-JHM
BOVINE-COV-BEC
BOVINE-COV-MEBU
BOVINE-COV-Alpa
BOT-DOLPHIN-HKU
BEL-WHALE-COV_S
BAT-COV-512_200

837
837
837
837
837
837
837
837
837
837
760
832
834
837
834
837
837
832
832
835
835
835
837
834
835
834
835
829
829
829
831
829
829
829
834
829
829
829
834
829
829
829
829
829
829
747
828
828
827

ILGAGCFVDD
ILGAGCFVDD
ILGAGCFVDD
ILGAGCFVDD
ILGAGCFVDD
ILGAGCFVDD
ILGAGCFVDD
ILGAGCFVDD
ILGAGCFVDD
ILGAGCFVDD
ILGAGCFVDDEMKTDGTLM
ILGAGCFVDDMMKTDGTM
ILGAGCFVDDLLKTDGTLM
ILGAGCFVDDLLKTDGTLM
ILGAGCFVDDLLKTDGTLM
ILGAGCFVDDLLKTDGTLM
ILGAGCFVDDLLKTDGTLM
ILGAGCFVDDLLKTDGTLM
ILGAGCFVDDLLKTDGTLM
ILEAGCFVDDEKTDGTLM
ILYAGCFVDD
ILEAGCFVDD
ILYAGCFVDD
ILEAGCFVDD
ILYAGCFVDD
ILEAGCFVDD
ILGAGCFVDD
ILGAGCFVDDLLKTDEML
ILGAGCFVDDLLKTDSML,
ILGAGCFVDDLLKTDEML
ILGAGCFVDDLLKTDEML
ILGAGCFVDDLLKT DR,
ILGAGCFVDDLLKTDSML,
ILGAGCFVDDLLKT DR,
ILGAGCFVDDLLKTDEML
ILGAGCFVDDLLKT DR,
ILGAGCFVDDLLKTDEML
ILGAGCFVDDLLKTDEML,
ILGAGCFVDDLLKTDEML
ILGAGCFVDDLLKTDEML,
ILGAGCFVDDLLKT DR,
ILGAGCFVDDLLKTDSML,
ILGAGCFVDDLLKTDEML
ILGAGCFVDDLLKTDEML,
ILGAGCFVDDLLKT DR,
ILGAGCFVDDLLKTDEML
1LGASYFVDDlEK TEiaY
ILGAGYFVDDMSK TEiaY
TLBAGYFVDDEMIK T Dl

KTDGTLM
KTDGTLM
KTDGTLM
KTDGTLM
KTDGTLM
KTDGTLM
KTDGTLM
KTDGTLM
KTDGTLM
KTDGTLM

IERFVSLAIDAYPLTKHENGE YIS
IERFVSLAIDAYPLTKH|ZNGE YN
IERFVSLAIDAYPLTKHENGE YN
IERFVSLAIDAYPLTKH|ZNGE YN
IERFVSLAIDAYPLTKHIZNGE YRV
IERFVSLAIDAYPLTKHIZNGE YENV
IERFVSLAIDAYPLTKHIZNGE YRV
IERFVSLAIDAYPLTKHIZNGE YENV
IERFVSLAIDAYPLTKHIZNGE YRV
IERFVSLAIDAYPLTKHENGE YRV E]
IERFVSLAIDAYPLTKHIZNGE YRV
IERFVELAIDAYPLTKHENPEYKQ FpEIRL.OY ITKKLiztH
SLAIDAYPLTKH|ZEEYONVEE®YLOY I KKT|z88
SLAIDAYPLTKHEINAEYONVEQEYTL.OY I KKLIziH
SLAIDAYPLTKHSIREEYONVEEYLOY I KKT|z1%
SLAIDAYPLTKHSIEEYONVEEYLOY I KKT|z1H
SLAIDAYPLTKHSIREEYONVEEYLOY I KKT|z1%
VSLAIDAYPLTKHSIBISE YOWNVEREYT.OY T KKLizkH
SLAIDAYPLTKHSINEEYONVEREYTL.OY IKKLIsH

YLOYI
YLQYI
YLOYI
YLQYI

ER|

ERIVSLAIDAYPLTKH DTIN4ON|
ERFVSLAIDAYPLTKHEBMEY QN
ERIVSLAIDAYPLTKH DTIR4ON|
IERFVSLAIDAYPLYAHENZE YOI
IERFVSLAIDAYPLIYSIHENIBE Y OV |
IERFVSLAIDAYPLISIHENIBE Y QIMVE
IERFVSLAIDAYPLIAHENIBE Y OV F
IERFVSLAIDAYPLIMHEN|FE Y ONVE]
IERFVSLAIDAYPLIAHENIBEY OV
IERFVSLAIDAYPLIYSIHENIEE Y ONVE]
IERFVSLAIDAYPLIMHENIZE Y OINVE]
IERFVSLAIDAYPLIMHENREY Ol
IERFVSLAIDAYPLYMHENIZE YOI
IERFVSLAIDAYPLIAMHENIBEY Ol
IERFVSLAIDAYPLYMHENIZE YOI
IERFVSLAIDAYPLIAMHENIBEY Ol
IERFVSLAIDAYPLIAHENINEY Ol

E IRLATIDAYPLERHENIEY|

ERMVSLAIDAYPLSKHBNIZE YR FTE

79



SARS-COV-2 897
SARS-COV 897
SARS-COV-PUMC02 897
BetaCoV_JL2012 897
BAT-COV 897
BAT-SARS-COV-Y7 897
BtRf-BETACOV_He 897
BAT-COV-Rp3 200 897
BAT-COV-HKU3 897
BAT-COV-279 200 897
BAT—COV—Rp_Shaa 820
BAT—BETACOV_Zhe 892
BAT-COV-HKU9 894
ROUSETTUS-BAT-C 897
BAT-COV-HKU9-4 894
BAT-COV-HKU9-10 897
BAT-COV-HKU9-5- 897
BAT-COV-HKU9-10 892
BAT-COV-HKU9-3 892
BETACOV-ERINACE 895
BAT-COV-HKU5-2 895
BtVs-BetaCoV_SC 895
BAT-COV-HKUS5 897
MERS-COV 894
BAT-COV-HKU4-2 895
MERS—COV—ISK72O 894
BAT-COV-133 200 895
MURINE-COV 889
HUMAN-COV-HKUl1- 889
HUMAN-COV-HKU1 889

HUMAN-COV-HKU1 891
MURINE-COV-A59 889
HUMAN-COV-HKU1l 889
RAT-COV 889
MURINE-COV-RJHM 894
BETA-COV-HKU24 889
MURINE-HEP-17 889
HUMAN-COV-0C43 889
MURINE-HEP-VIRU 894
RABBIT-COV-HKUl 889
BOVINE-COV-98LU 889
BOVINE-COV-98EN 889
MURINE-COV-JHM 889
BOVINE-COV-BEC 889
BOVINE-COV-MEBU 889
BOVINE-COV-Alpa 807
BOT-DOLPHIN-HKU 888
BEL-WHALE-COV_S 888
BAT-COV-512 200 887

Anexo 2 Secuenciacion del complejo nsp12 del cDNA del virus SARS-CoV-2.

1 TCA GCT GAT GCA CAA TCG TTT TTA AAC CGG GTT TGC GGT GTA AGT GCA GCC CGT CTT ACA 60
1 S A D A Q S F L N R v C G v S A A R L T 20

61 CCG TGC GGC ACA GGC ACT AGT ACT GAT GTC GTA TAC AGG GCT TTT GAC ATC TAC AAT GAT 120
21 P C G T G T S T D v v Y R A F D I Y N D 40

121 AAA GTA GCT GGT TTT GCT AAA TTC CTA AAA ACT AAT TGT TGT CGC TTC CAA GAA AAG GAC 180
41 K v A G F A K F L K T N C C R F Q E K D 60

181 GAA GAT GAC AAT TTA ATT GAT TCT TAC TTT GTA GTT AAG AGA CAC ACT TTC TCT AAC TAC 240
241 CAA CAT GAA GAA ACA ATT TAT AAT TTA CTT AAG GAT TGT CCA GCT GTT GCT AAA CAT GAC 300
81 Q H E E T I Y N L L K D C P A \4 A K H D 100

301 TTC TTT AAG TTT AGA ATA GAC GGT GAC ATG GTA CCA CAT ATA TCA CGT CAA CGT CTT ACT 360
101 F F K F R I D G D M v P H I S R Q R L T 120

361 ARA TAC ACA ATG GCA GAC CTC GTC TAT GCT TTA AGG CAT TTT GAT GAA GGT AAT TGT GAC 420
121 K Y T M A D L v Y A L R H F D E G N C D 140

421 ACA TTA AAA GAA ATA CTT GTC ACA TAC AAT TGT TGT GAT GAT GAT TAT TTC AAT AAA AAG 480
141 T L K E I L v T Y N C C D D D Y F N K K 160

481 GAC TGG TAT GAT TTT GTA GAA AAC CCA GAT ATA TTA CGC GTA TAC GCC AAC TTA GGT GAA 540
161 D w Y D F Y E N P D I L R v Y A N L G E 180

80



541
181

601
201

661
221

721
241

781
261

841
281

901
301
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932
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E
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CCT
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ATA AAG 2340
I K 780

TGT TGG 2400
C W 800

CTA GTT 2460
L \ 820

GGG GCC 2520
G A 840

TTC GTG 2580
F v 860

GAT GTC 2640
D v 880

ATG TTA 2700
M L 900

GAG TTT 2760
E F 920

Anexo 3 Resultados generados en GOLD de la proteina nativa (WT) de la RdRp
del SARS-CoV-2.

SOLUCION | SCORE | S (PLP) | S (HBOND) | S(CHO) | DE (CLASH) | DE (TORS)
Sol. 1 54.90 | -40.72 5.22 0.00 0.00 0.81
Sol.2 5489 | -41.85 5.05 0.00 0.00 0.00
Sol. 3 5711 | -43.11 5.44 0.00 0.00 1.22
Sol. 4 55.73 | -41.90 4.80 0.00 0.00 0.02
Sol. 5 5321 | -42.84 4.42 0.00 0.00 151
Sol. 6 50.92 | -40.37 4.38 0.00 0.00 135
Sol. 7 5350 | -41.73 4.42 0.00 0.00 0.81
Sol. 8 56.54 | -43.07 5.22 0.00 0.00 115
Sol. 9 3567 | -24.80 3.90 0.00 0.00 0.47

Sol. 10 3762 | -26.68 3.9 0.00 0.00 0.52
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Anexo 4 Resultados generados en GOLD de la mutacién del aminoacido Valina en la

posicion 557.

SOLUCION | SCORE | S (PLP) | S (HBOND) | S(CHO) | DE (CLASH) | DE (TORS)
Sol. 1 38.34 | -31.52 2.90 0.00 0.00 0.00
Sol.2 38.08 | -27.31 3.72 0.00 0.00 0.25
Sol. 3 37.83 | --27.41 3.73 0.00 0.00 0.44
Sol. 4 53.36 | -24.81 2.44 0.00 0.00 0.27
Sol. 5 40.74 | -32.28 3.00 0.00 0.00 0.32
Sol. 6 37.26 | -27.82 3.58 0.00 0.00 0.70
Sol. 7 3557 | -25.39 4.00 0.00 0.00 0.97
Sol. 8 3486 | -34.75 0.00 0.76 0.93 0.68
Sol. 9 35.67 | -24.80 3.90 0.00 0.00 0.47
Sol. 10 37.62 | -26.68 3.96 0.00 0.00 0.52

Anexo 5 Resultados generados en GOLD de la mutacion del aminoacido Alanina en

la posicion 688.

SOLUCION | SCORE | S (PLP) | S (HBOND) | S(CHO) | DE (CLASH) | DE (TORS)
Sol. 1 4227 | 27121 5.35 0.00 0.00 0.54
Sol.2 4490 | -33.54 457 0.00 0.00 1.23
Sol. 3 4364 | -32.70 4.60 0.00 0.00 1.48
Sol. 4 36.89 | -23.54 458 0.00 0.00 0.25
Sol. 5 4474 | -32.13 468 0.00 0.00 0.77

Anexo 6 Resultados generados en GOLD de la mutacién del aminoacido Serina en la

posicion 759.

SOLUCION | SCORE | S (PLP) | S (HBOND) | S(CHO) | DE (CLASH) | DE (TORS)
Sol. 1 53.36 | -24.81 2.44 0.00 0.00 1.23
Sol.2 5258 | -24.81 1.64 0.00 0.00 0.54
Sol. 3 50.87 | -24.96 1.88 0.00 0.00 0.49
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