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Resumen

Introduccion. El 18 de marzo se reporta el primer caso de infeccion por SARS- CoV-2 confirmado en El Salvador y durante
el mes de octubre de 2020 se logra secuenciar el genoma de SARS-CoV-2 a partir de muestras obtenidas en el pafs.
Objetivo. Analizar in silico las mutaciones detectadas en las secuencias aisladas en El Salvador. Metodologia. Se utilizé la
plataforma SOPHIA-DDM-V5.7.10,, para la determinacion de las variantes por mutaciones con sentido erréneo. Se utilizd
la plataforma Nexclade beta v0.8.1; se visualizd y comparé la proteina S silvestre (D614: PDB ID: 6VXX) y de la variante
mutada (D614G: PDB ID:  6XS6). Para el modelamiento y generacion de iméagenes de los detalles moleculares de las
proteinas se utilizd Pymol-v1.7.2.3. Resultados. Los cristales de la proteina S silvestre y mutada muestra diferencias a nivel
molecular, incluyendo la pérdida de interacciones entre el residuo G614 del dominio S1 y la treonina 859 de dominio S2,
favoreciendo de esta manera la conformacion abierta de la proteina S, la cual es necesaria para la interaccion de S con el
receptor ACE2. Conclusion. Los hallazgos confirman el predominio de la variante D614G en este grupo de secuencias, lo
cual probablemente favorece su transmisibilidad, que puede explicarse por la configuracion de los sitios de union con
receptor ACE2. El predominio mundial de la D614G vy las evidencias de laboratorio y bioinforméticas publicadas hasta la
fecha, apuntan hacia una posible mayor infectividad y transmisibilidad.
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Abstract

Introduction. The genome sequencing of indigenous samples of SARS-Cov-2 was carry out in October 2020. Objective.
To analyze in silico the detected mutation in the isolated sequencies in El Salvador. Methodology. The sequencies were
analyzed using the SOPHIA-DDM-V5.7.10 bioinformatic platform; the platform Nexclade beta v0.8.1 was used for the
determination of variants due to missense mutation; the indigenous protein S (D614: PDB ID: 6VXX), was visualized and
compared as well as the one from the mutant variant (D614G: PDB ID: 6XS6); Pymol-v1.7.2.3. was used in modeling and
imaging generation of the proteins’ molecular details. Results. The analysis of the wild protein S crystals and the mutant
ones, show differences at molecular level, including the loss of interactions between the residue G614 of the S1 domain and
the threonine 859 of the S2 domain, favoring in such manner, the open configuration of the protein S, which is necessary for
the interaction between S with the ACE2 receptor. Conclusion. The global dominance of the D614G and the bioinformatic
and laboratory evidences published up to date, show a possible higher infectivity and transmissibility conferred by the
variant D614G detected in the sequence of SARS-Cov-2 in El Salvador.
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del 2019 en un brote de un mercado de
mariscos. El primer caso en EUA, fue con-
firmado en el estado de Washington D.C.
el 20 de enero del 2020'?. El 18 de marzo

Introduccion

El SARS-CoV-2 fue identificado por primera
vez en Wuhan, Hubei, China en diciembre
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se reporta el primer caso de infeccién por
SARS- CoV-2 confirmado en El Salvador®.
A partir del primer caso de infeccion por
SARS-CoV-2 en Wuhan, se analizé el geno-
ma viral completo, revelando que el virus
estaba mas estrechamente relacionado con
un grupo de coronavirus similares al SARS
encontrado previamente en murciélagos en
China* Durante el aflo 2020 el SARS-CoV-2
se extendié de manera progresiva y sosteni-
da por todo el mundo; en marzo se reportd
el primer caso de infeccion por SARS- CoV-2
en El Salvador’ y en de octubre de 2020 se
logra secuenciar el genoma de SARS-CoV-2
a partir de muestras obtenidas de pacientes
de El Salvador, con las secuencias obtenidas
se analizd in silico las mutaciones detectadas
en el pais en particular la mutacion D614G.

Genoma viral

Los coronavirus del género Betacoronavirus
infectan solo a mamiferos pudiendo causar
enfermedades respiratorias y gastroenteri-
tis®. Los coronavirus HCoV-NL63, HCoV-229E,
HCoV-OC43 y HKU1 clasicamente han cau-
sado afecciones respiratorias leves en hu-
manos*®. Sin embargo, dos virus altamente
patdgenos, SARS-CoV y MERS-CoV causa-
nen humanos sindrome respiratorio severo
agudo en humanos®®.

Los coronavirus forman particulas esféri-
cas o pleomorficas envueltas de 100 a 160
nm de didmetro, contienen un genoma
de ARN monocatenario (ssRNA) de sentido
positivo, con un tamano entre 27 a 32 kb.
El genoma de SARS-CoV-2, de aproxima-
damente 30 kb, codifica para 14 marcos de
lectura abierto (ORF del inglés Open Rea-
ding Frame). En el extremo 5' del genoma
viral, los primeros son los ORF1a y ORF1ab,
gue ocupan aproximadamente dos tercios
de la longitud total del genoma, codifican
para poliproteinas que ayudan a controlar
los ribosomas del huésped para su propio
proceso de traduccién, los que se procesan
autoproteoliticamente en 16 proteinas no
estructurales que forman el complejo repli-
casa-transcriptasa. Un desplazamiento del
marco de lectura entre ORF1a y ORF1b con-
duce a la produccién de dos polipéptidos:
pplaypplab.Estos polipéptidos son proce-
sados por proteasas similares a quimotripsi-
na codificada viralmente (3CL pro) o protea-
sa principal (M pro) y una o dos proteasas
similares a la papaina en 16 NSPs (NSP1-
NSP16). Este complejo replicasa-transcripta-
sa consta de multiples enzimas, incluida la
proteasa similar a la papaina (NSP3), la pro-
teasa principal (NSP5), el complejo primasa

NSP7-NSP8, la ARN polimerasa primaria de-
pendiente de ARN (NSP12), una helicasa-
trifosfatasa (NSP13), una exoribonucleasa
(NSP14), una endonucleasa (NSP15), N7-y
2°0- metiltransferasa (NSP10 y NSP16). En
el extremo 3’ otros ORFs en el tercio distal
del genoma codifican para al menos cuatro
proteinas estructurales principales: proteina
de espicula (S), glicoproteina de membrana
(M), envoltura (E) y nucleocapside (N), ade-
mas nueve factores accesorios putativos’'°,

Se sabe que el SARS-CoV-2 tiene al me-
nos seis proteinas accesorias (3a, 6, 7a, 7b,
8y 10) segun la anotacion actual (GenBank:
NC_045512.2). Sin embargo, aun no se ha ve-
rificado experimentalmente la expresion de
los ORFs y no esta claro qué genes accesorios
se expresan realmente a partir de este geno-
ma compacto''. Muchas de estas proteinas
funcionales y estructurales virales tienen una
funcion ya definida; sin embargo, algunas
aun estan pendientes de definir su funcién'®.

Estructura y funciéon de(l
glucoproteina espicula g)

La entrada del SARS-CoV-2 en la célula hos-
pedadora es mediada por la glucoproteina
transmembrana Spike (S) que forma homo-
trimeros (Figura 1) que protruyen en la su-
perficie viral'.

Con un tamafo de 180-200 kDa, la pro-
tefna S consta de un extremo N-terminal
externo, un dominio transmembrana (TM)
anclado en la membrana viral y un extremo
corto C-terminal (CT)"™. El nimero total de
residuos de aminoacidos de la proteina S
es de 1273 aa y consta de un péptido sefal
(aminoacidos 1-13) ubicado en el extremo
N-terminal, la subunidad S1 (residuos 14-
685) y la subunidad S2 (residuos 686-1273).
Enlasubunidad S1 se encuentra un dominio
N-terminal (residuos 14-305) y una regiéon de
union al receptor de dominio (RBD, por sus
siglas en ingles Receptor Binding Domain)
(319-541 residuos). En la subunidad S2 en-
contramos el péptido de fusién (residuos
788-806), la secuencia de repeticion de hep-
tapéptido 1 (HR1) (residuos 912-984) HR2
(residuos 1163-1213), el dominio transmem-
brana o TM (residuos 1213-1237), el dominio
citoplasmatico (residuos 1237-1273) y el
péptido de fusion (FP) (residuos 788-806)'.
Los trimeros de la proteina S forman visual-
mente los caracteristicos bulbos en forma
de corona que rodea la particula viral™. La
estructura atémica tridimensional del ho-
motrimero S del SARS-CoV-2 (figura 1.A) ha
sido resuelta por microscopia crioelectréni-
ca, revelando diferentes conformaciones del
dominio RBD de la proteina S en dos esta-
dos: abierto y cerrado'®".
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EI RBD de la region distal de ST es un do-
mino de unién al receptor celular y contri-
buye ademas a la estabilizacion del estado
de prefusion de la subunidad S2, anclada
a la membrana que contiene la maquina-
ria de fusion'®', Para todos los CoVs, S se
escinde adicionalmente por proteasas del
hospedador en el denominado sitio S20,
ubicado antes del péptido de fusion??!. Se
ha propuesto que esta escision activa la pro-
tefna para que se fusione con la membrana
a través de amplios e irreversibles cambios
conformacionales?? Como resultado, la en-
trada del coronavirus en las células suscep-
tibles es un proceso complejo que requiere
la accion concertada de unién al receptor y
procesamiento proteolitico de la proteina S
para lograr finalmente la fusion virus-célula.

Cada una de los RBD de los monémeros
0 protdmeros de proteina S1 que forman la
espicula del SARS-CoV-2 puede individual-
mente adoptar una conformacién abierta o
cerrada'?'®,

Elsitiode unidnalreceptoren laproteina S
esta parcialmente oculto en la conformacion
cerrada; en la forma abierta, por el contrario,
dicho sitio de interaccion queda expuesto y
puede interactuar con el receptor ACE2, per-
mitiendo la union del virus a la membrana de
la célula y facilitando finalmente la entrada
del virus®*. En la proteina S silvestre el por-
centaje de protémeros que se encuentran en
configuracion abierta es del 18 % y cerrada
82 %, lo anterior favorecido por las interac-
ciones que existen entre el aspartato 614 de
S1(D614) y la treonina 859 (T859) de S2, de
esta manera el residuo D614 funciona como
un interruptor a distancia (efecto alostérico)
que mantiene mayoritariamente cerrada la
proteina S limitando la interaccion del RBD
con el receptor ACE2%, (Figura 1.B)

Metodologia

Las secuencias analizadas registradas en la
plataforma Global Initiative on Sharing Al
Influenza Data (GISAID por sus siglas en in-
glés)? fueron obtenidas a partir de eluidos
de ARN de secrecién nasofaringea de pa-
cientes positivos a la prueba de gRT-PCR
para SARS-CoV-2, diagnosticados en el La-
boratorio Nacional de Salud Publica del Ins-
tituto Nacional de Salud (INS) y la Seccién de
Virologia y Microbiologfa Molecular, Depar-
tamento de Microbiologia de la Facultad de
Medicina, Universidad de El Salvador.

La secuenciacion fue realizada en la Sec-
cion de Virologia y Microbiologia Molecular,
Departamento de Microbiologia de la Facul-
tad de Medicina, Universidad de El Salvador,
empleando el método de secuenciacion
con enfoque de amplicones. Se utilizd una

variante de reacciones de PCR multiplex de
dos grupos con el kit de Paragon CleanPlex®
SARS-CoV-2 by SOPHIA. Para la secuencia-
cion se utilizé la plataforma MiniSeq Illumi-
na segun consta en las registros de GISAID
para las secuencias de El Salvador.

Para la determinacién de las variantes por
mutaciones con sentido erréneo se utilizo la
plataforma bioinforméatica SOPHIA-DDM-
V5.7.10. Para la verificacién de las mutacio-
nes, las secuencias fueron analizadas en la
plataforma GISAID?” y Nexclade beta v0.8.1.

Los SNPs con sentido erroneo se tabula-
ron asociados al gen afectadoy el respectivo
cambio de aminoacido. Obtenidos los SNPs
se escogio la variante D614G encontrada en
todas las secuencias que actualmente estd
siendo ampliamente estudiadas, Para ello se
analizd mediante la visualizacion y compa-
racion de la proteina S silvestre (D614 : PDB
ID: 6VXX ') y de la variante mutada (D614G :
PDB ID: 6XS6), que fueron descargadas del
Protein Data Bank® para el modelamiento y
generacion de imagenes de los detalles mo-
leculares de las proteinas silvestre y mutada,
se utilizd Pymol-v1.7.2.3.

Consideraciones éticas

El protocolo de investigacion fue sometido
y aprobado por el comité de ética local del
Instituto Nacional de Salud. Las muestras fue-
ron manejadas con un numero de referen-
Cia para resguardar la identidad de las per-
sonas de las que procedian las muestras. Los
datos de la secuenciacion estan disponibles
en la plataforma GISAID bajo los siguientes
registros: EPI_ISL_672570, EPI_ISL_672572,
EPI_ISL_672573  EPI_ISL_671974,  EPL_
ISL_671978, EPI_ISL_672012.

Resultados

Mutaciones con sentido erréoneo
en el genoma de SARS-CoV-2 ais-
lados en El Salvador

Se analizaron los genes E, M, N, ORF10,
ORF1a, ORF1ab, ORF3a, ORF6, ORF7a, OR-
F7b, ORF8, S, dentro de los cuales se identi-
ficaron un total de 27 polimorfismos de un
solo nucledtido (SNP). Desde 10 y hasta 15
mutaciones con sentido errébneo en cada
una de las seis secuencias, algunos de los
SNPs comunes entre las secuencias. Ade-
mas, la mayorfa de los SNP identificados
fueron sin sentido (missense) implicando el
cambio de aminoacido. Las secuencias, ba-
sadas en los SNP identificados, se agruparon
en un solo patrén variante, impulsada prin-
cipalmente por SNP ubicados en la region
S,NSP2,NS3y gen S, presentando las muta-
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ciones A23403G (SP°'#6), C1059T (NSP272%) y
G25563T (NS3%7). Se puede observar que
la mutacion D614G estéd presente en todas
las secuencias. (Ver tabla 1)

Discusion

Las seis secuencias aisladas de pacientes sal-
vadorefnos (Tabla 1) fueron clasificadas en el
clado Nextstrain 20C, presentando las mu-
taciones A23403G (SPo™4C), C1059T (NSP2T26%)
y G25563T (NS3%7H). Las variantes del SARS-
CoV-2 con la mutacién SPe'C (clados GISAID
G, GHy GR) en la protefna S predominan ac-
tualmente a nivel mundial®.

Papel de la mutacion D614G enla
proteina §

La mutacion SPe'C tiene dos consecuencias.
Primero, el residuo G614 dificulta la forma-
cion de interacciones (puentes de hidroge-
no) con la treonina 859 (T859) en S2, debi-
litando de esa manera la unién entre dos

Tabla 1. Mutaciones con sentido erréneo encontradas

protémeros diferentes y reduciendo la com-
pactacion del trimero de proteina S.

Segundo, provoca la reduccién de la dis-
tancia entre el residuo G614 y A647 dentro
de cada protémero S, favoreciendo el estado
abierto del dominio RBD* (Figura 1.C). A di-
ferencia de la variante SP'* cuyo porcentaje
de protdmeros en conformacion abierta es
del 18 %", en la S el 54 % de los protdme-
ros se encuentran en conformacion abierta
encontrandose el dominio RBD mds accesi-
ble para interactuar con el receptor ACE2%,

Los estudios con modelos celulares que
expresan ACE2 mostraron que los viriones
que llevan S entran en células que expre-
san ACE2 mas eficientemente que aquellos
con SP9 Este aumento de la entrada se
correlaciona con menos desprendimiento
del dominio STy una mayor incorporacion
de proteina S en el viridn. Por otro lado, las
variantes no estan relacionadas con el desa-
rrollo de un cuadro clinico mas severo®, ni
afectan la potencia de anticuerpos contra
SARS-CoV-23',

Identificacion GISAID ~ EPI_ISL_672570  EPI_ISL_672572 EPI_ISL_672573  EPI_ISL_671974  EPI_ISL_671978

S D614G D614G D614G A623S, D614G D614G

N R209K R209K R209K R209K R209K

NS3 P258S, Q57H P258S, Q57H P258S, Q57H P258S, Q57H P258S, Q57H
NS7a T39I T39I 139 T39I 1391

NS8 S24L,Ve2L S24L S24L S24L S24L

NSP2 1851, T265I T851,T265I SA430L, T851, T2651  T851,T265I 1851, T265I
NSP3 - - K384N - -

NSP5 - - - - -

NSP9 - - S13F - -

NSP12 K59N, P323L K59N, P323L K59N, P323L K59N, P323L K59N, P323L
NSP13 - - - L256F, N124S L256F N124S
NSP14 - - - - -

NSP15 - - - - -

NSP16 - - - - -

EPI_ISL_672012
D614G, S704L
P67S, P199L
G172V, Q57H
S24L

1851, T265I
H727Y

L89F

P323L
N129D
V320L
R216C

Figura 1. Estructura tridimensional de la proteina S de SARS-CoV-2.
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Este estudio abarca Unicamente seis se-
cuencias. Es necesario continuar la secuen-
ciacion de muestras representativas del pafs
que permitan establecer la prevalencia de la
misma y explicar la transmisibilidad, ademas
del comportamiento de las variedades clini-
cas de la enfermedad que se han presenta-
doen el pafs.

Conclusiones

En El Salvador, el reporte de las primeras seis
secuencias completas ha permitido clasificar
los genomas en el clado 20C segun Nextrain
y el clado GH segun GISAID, ubicandolos en
los linajes pangolin B.1.2.y B.1.370, que son
predominantes en EE.UU.

Las mutaciones detectadas en las se-
cuencias aisladas en El Salvador afectan
principalmente a los genes de las proteinas:
S, N, NS3, NS7a, NS8, NSP2 y NSP12.

Aligual que a nivel mundial, los hallazgos
confirman también el predominio de la va-
riante D614G en este grupo de secuencias,
que puede explicarse por la configuracion
de los sitios de union con receptor ACE2, lo
cual probablemente favorece su transmisi-
bilidad.

Es necesario continuar con los estudios
de secuenciacion de genomas completos
para confirmar de manera definitiva la pre-
valencia de la variante D614G en El Salvador
y otras que puedan presentarse. Por otro
lado, también es necesario continuar aten-
tos a las evidencias clinicas, de laboratorio y
bioinformaticas que confirmen el papel de
la mutacion D614G en la infectividad y trans-
misibilidad de SARS-CoV-2. El anélisis de las
otras mutaciones encontradas serad objeto
de nuevas publicaciones que son necesa-
rias para comprender el comportamiento
epidemiolégico vy clinico de la enfermedad
en el pals, con el objeto de emprender estra-
tegias para su abordaje integral, contribuir a
la vigilancia genémica a nivel mundial y a
generar informacién Util para el disefio de
vacunas y farmacos blanco.
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