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En enero de 2020, se inform6 de un brote de un nuevo Coronavirus (CoV-2), el cual
provoca el Sindrome agudo respiratorio (SARS) . SARS-CoV-2 al momento no dispone
de opciones terapéuticas que prevengan o detengan la infeccion viral. Uno de los targets
para desarrollar farmacos contra este virus es su proteasa principal, MP®. Se ha
demostrado que los compuestos Carmofur y N3 exhiben una potente actividad inhibitoria
de MP™, Sin embargo, el genoma del SARS-CoV-2 muta rapidamente. En el presente
trabajo se propone el modelamiento de estructuras de mutaciones puntuales en la proteasa
principal del SARS-COV-2 y el andlisis de las implicaciones que estas tendrian sobre la
interaccion con Carmofur y N3. Un alineamiento multiple de las proteinas virales
homdlogas a MP™ sugiere que la estructura de la proteasa MP™ del SARS-CoV-2 podria
sufrir modificaciones en los aminoacidos del sitio activo. Las posibles mutaciones
identificadas fueron modeladas en Wincoot y refinadas en YASARA. El analisis de las
posibles variaciones en las propiedades de unién de Carmofur y N3 a MP™ se realiz6
mediante acoplamiento molecular. Los resultados muestran que mutaciones puntuales en
el sitio activo de MP™ son capaces de modificar el modo de unién de estos inhibidores a
la enzima, dando lugar al aparecimiento de resistencias. Estos resultados son de gran
relevancia, ya que permiten anticipar el efecto de diferentes mutaciones en el modo en el
que actlan potenciales inhibidores de MP™ y asi disefiar nuevos inhibidores que puedan
sobrellevar el efecto de resistencia a estos farmacos.

Palabras claves: SARS-COV-2, COVID-19, modelado de mutaciones, inhibidores

enzimaticos, Carmofur, Proteasa Mpro
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ABSTRACT

In January 2020, an outbreak of a new Coronavirus (CoV-2) was reported, which causes
Acute Respiratory Syndrome (SARS). SARS-CoV-2 at the moment does not have
therapeutic options that prevent or stop the viral infection. One of the targets for
developing drugs against this virus is its main protease, Mpro. The compounds Carmofur
and N3 have been shown to exhibit potent Mpro inhibitory activity. However, the SARS-
CoV-2 genome mutates rapidly. The present work proposes the modeling of the structures
of point mutations in the main protease of SARS-COV-2 and the analysis of the
implications that these would have on the interaction with Carmofur and N3. A multiple
alignment of the viral proteins homologous to Mpro suggests that the structure of the Mpro
protease of SARS-CoV-2 could undergo modifications in the amino acids of the active
site. The possible mutations identified were modeled in Wincoot and refined in YASARA.
The analysis of possible variations in the binding properties of Carmofur and N3 to Mpro
was carried out by molecular coupling. The results show that point mutations in the active
site of Mpro are capable of modifying the mode of binding of these inhibitors to the
enzyme, giving rise to the appearance of resistance. These results are of great relevance,
since they allow us to anticipate the effect of different mutations in the way in which
potential Mpro inhibitors act and thus design new inhibitors that can overcome the effect

of resistance to these drugs.

Keywords: SARS-COV-2, COVID-19, Mutation Modeling, Enzyme Inhibitors,

Carmofur, Protease Mpro
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CAPITULOI

MARCO TEORICO

1.1 ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

En enero de 2020, se informo de un brote de un nuevo coronavirus (CoV-2) en China, el
cual provoca el sindrome respiratorio agudo severo (SARS) o también llamada COVID-
19 (Chen, Yiu, & Wong, 2020; Rabaan et al., 2020). Los efectos de esta enfermedad
Ilevaron a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) a declararla pandemia en marzo
de 2020 (S. Kumar, Zhi, Mukherji, & Gerth, 2020).

Las rutas de infeccion del SARS-Cov-2 en humanos incluyen la inhalacion de gotitas o
liquidos que contienen el virus debido al contacto cercano con personas infectadas o al
contacto con superficies contaminadas (Liu et al., 2020). (Guy, DiPaola, Romanelli, &
Dutch, 2020) afirman que a pesar de que la mayoria de los pacientes se recuperan en 3 0
4 semanas; sin embargo, existen factores que pueden hacer que ciertas personas sean mas
vulnerables y empeorar su situacion. Los principales sintomas de esta enfermedad
incluyen: fiebre (83-98%), tos (76-82%), disnea (31-55%) y dificultad para respirar (17-
29%) (Yin et al., 2020).

El 18 de marzo de 2020, dias después de la declaracion de pandemia por COVID-19, el
namero de casos registrados a nivel global para esta enfermedad fue de 214 010. China
presentd 81 102 casos (37,89%), mientras que el resto de paises como Italia, Iran y Espafia
contribuyeron al restante de 132 908 casos (Rodriguez-Morales et al., 2020). Nada mas
21 dias después, el 8 de abril de 2020, se reportaron mas de 1,5 millones de infecciones
(un incremento del 700%) y 87 000 muertes a causa de esta pandemia, cifras que indican
la facilidad de diseminacidn del virus entre la poblacién (Yin et al., 2020). En nuestro
pais, el impacto de este virus en la salud publica provocé hasta finales de agosto del 2020
maés de 100 000 infectados y 6 556 fallecidos (Salud, 2020). El distanciamiento social



contribuye a ralentizar la progresion del virus, sin embargo no es suficiente para superar
la pandemia (Cheng, Chang, & Chou, 2010).

El primer caso de reinfeccién por COVID-19 se dio en Hong Kong en un hombre de 33
afios de edad. En este caso se evidencid una diferencia de 24 nucledtidos entre los genomas
de los virus causantes del primer y segundo episodio (Parry, 2020). A su vez, el instituto
de Microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito confirmé que un hombre de
46 afios de edad se convirtid en el primer caso de una persona reinfectada por SARS-CoV-
2 en Ecuador y en Sudamérica (Paez, 2020). Este hallazgo sugiere que la inmunidad
adquirida después de la infeccion inicial dura corto tiempo (Parry, 2020) y que el genoma
del SARS-CoV-2 muta rapidamente. Martinez (2020) asevera que las mutaciones son
procesos naturales que ocurren en de forma acelerada en virus y que el SARS-CoV-2 no

es la excepcion.

Por otra parte, diversos estudios han demostrado que el SARS-CoV-2 posee una similitud
genética con el SARS-CoV-1 de mas del 80%. Ademas, su genoma es similar al del
coronavirus que infecta al pangolin y al Bat-SL-Co que ataca a murciélagos. (Y. Kumar,
Singh, & Patel, 2020). Incluso muestra similitud con fragmentos del genoma del virus de
inmunodeficiencia humana (VIH). Es decir, se trata de un virus quimera de evolucion
natural divergente (LOpez-Romero, de Jesus Nambo-Lucio, Salcedo-Carrillo, de los

Angeles Hernandez-Cueto, & Salcedo-Vargas, 2020).

El material genético del SARS-CoV-2 esta compuesto por una monocadena de ARN
positiva (O'Meara, Guo, Swaney, Tummino, & Huttenhain) que codifica cuatro genes
estructurales (spike, envoltura, membrana y nucleocapside) y las poliproteina pplay pplab
que dan lugar a 16 proteinas no estructurales (NSPs) (Oliva, 2020). La proteasa principal
del SARS-Cov-2, MP™, o también conocida como 3CLP™, es una proteina no estructural
gue cumple un papel fundamental en la replicacion, la trascripcion viral y en la mutacion
del virus. (Chuanjun et al., 2020; Das, Majumder, Mandal, & Basak, 2020). Estudios
en celulas infectadas con el SARS-CoV-2 sugieren que la inhibicion de la actividad de
esta proteasa evita la replicacion del virus (Jin, Du, et al., 2020; Jin, Zhao, et al., 2020;

Moneriz & Castro-Salguedo, 2020), lo cual indica que MP™ puede ser utilizada como



objetivo para desarrollar inhibidores que sirvan como tratamiento eficaz contrael COVID-
19 (Alouane et al., 2020; Jin, Zhao, et al., 2020; Xue et al., 2007; Yin et al., 2020).

Considerando la rapida evolucién del SARS-CoV-2 en humanos y la caracterizacion
continua de mutaciones en su material genético (Sheik Amamuddy, Verkhivker, &
Tastan Bishop, 2020), es sumamente importante identificar y modelar el efecto de
posibles futuras mutaciones de la proteasa MP™ del SARS-CoV-2y su efecto en la afinidad
de sus inhibidores. De esta forma, el presente proyecto de investigacion tiene como
objetivo analizar posibles cambios naturales en la estructura de la proteasa MP® y la
inherente aparicion de resistencia contra los inhibidores que se estan estudiando en la

actualidad y que son candidatos para el tratamiento de personas que padecen COVID-19.

1.1.1 4.1 Estructura genética y molecular del SARS-CoV-2

De acuerdo a Bzéwka et al. (2020b) los coronavirus CoV se clasifican en cuatro géneros:
Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus Yy Deltacoronavirus. El
descubrimiento en el 2004 y 2005 de dos nuevas especies de Coronavirus que atacan a
humanos, NL-63 y HCoV-HKUI, confirman que existe una alta tasa de recombinacion y

mutacion genética dentro de los virus de la familia Coronaviridae (Cheng et al., 2010).

Los coronavirus poseen los genomas mas grandes entre los virus de ARN con una extensién
que varia entre los 26.4 y 31.7 kb y con un contenido de G+C entre el 32 y 43%
(Mousavizadeh & Ghasemi, 2020). El SARS-CoV- 2 es un Betacoronavirus (Alouane et
al., 2020), cuyo gen més grande es el ORF1ab (marcos de lectura abiertos 1a y 1b) (Figura
1) que codifica para la poliproteina pplab y 16 NSPs (S. Kumar et al., 2020). Estos
polipéptidos son procesados extensivamente por la proteasa principal del SARS-CoV-2,

MP™ en conjunto con una o dos proteasas adicionales (Mousavizadeh & Ghasemi, 2020).



ORF 1b

Figura 1. Diagrama del genoma del SARS-CoV-2. En el extremo 5 ' se encuentra el

gen de la replicasa viral codificado por ORF 1a'y ORF 1b. Hacia el extremo 3 ' se ubican
los genes que codifican 4 proteinas estructurales principales (verde) y proteinas

auxiliares (azul).

Fuente: Pastrian-Soto (2020)

Oliva (2020) (Gao et al., 2020) menciona que la parte restante del genoma del virus
codifica cuatro proteinas estructurales esenciales: la glicoproteina espiga o spike (S) que
tiene de 8 a 12 nm de longitud,; la proteina de membrana (M), la proteina de envoltura (E)
y la proteina que conforma la nucleocéapside (N) que se fosforila e inserta en la bicapa
lipidica de la envoltura externa. Ademas, codifica proteinas accesorias como la
hemaglutinina esterasa (HE) que se encuentra presente en algunos tipos de
betacoronavirus y cuya funcion es la de facilitar la entrada y propagacion del virus
(Pastrian-Soto, 2020).

El SARS-CoV-2 pertenece al subgénero Sarbecovirus, subfamilia Orthocoronavirinae
(Mejia Méndez & Pérez-Cortés, 2020). Es una particula de forma esférica o pleomorfica
de aproximadamente 50 nm de diametro. Las proteinas que componen la envoltura y la
nucleocapside viral protegen la hebra de ARN monocatenario (Figura 2) (S. Kumar et al.,
2020).



------ Spike (S)

= Envoltura (E)

‘ .- - - -~ Nucleocapside (N)
. <= = = = Hemaglutinina Esterasa (HE)

<= = = Membrana (M)

Figura 2 Estructura del SARS-CoV-2. Particula compuesta por ARN asociado a la
proteina (N), cubierto por una envoltura externa de proteinas estructurales principales

(S), (M) y (E) y proteinas accesorias como (HE).

Fuente:Pastrian-Soto (2020)

1.1.2 4.1 Ciclo de replicacion del SARS-CoV-2

Los coronavirus entran a la célula huésped por medio del contacto con receptores celulares
especificos. La proteina (S) del SARS-CoV-2 se une a la superficie de la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2, por sus siglas en inglés) (Figura 3) (Kumar et al.,
2020). La subunidad S1 de la proteina (S) interacciona con receptor del ACE2 por medio
del dominio de unién al receptor (RBD), mientras que, la subunidad S2 establece la fusién
de la membrana de la célula huésped con la del virus (Pastrian-Soto, 2020). Para que el
virus SARS-CoV-2 pueda ingresar en la célula huésped, la proteina (S) debe ser separada
por una proteasa (Mousavizadeh & Ghasemi, 2020).

El virus ingresa al citoplasma de la célula huésped por endocitosis y fusion con vesiculas
acidas (Figura 3). Este proceso permite la liberacion del genoma viral, el cual es
reconocido por la célula huésped como ARNm, y por lo tanto, emplea su maquinaria
molecular para facilitar la traduccién del ORFlab que corresponde a la replicasa viral
(Cavallaro et al., 2020).



Los ribosomas traducen los polipéptidos pplay pplaby, a partir de ellos, se da un proceso
auto proteolitico que permite la generacion de las 16 proteinas NSPs que constituyen el
complejo replicasa-transcriptasa (RTC) viral (Cavallaro et al., 2020). EI complejo RTC,
replica y sintetiza un conjunto de ARN subgendémico (ARNsg) que codifican la
produccion de las principales proteinas estructurales (S), (M), (E) y (N); y proteinas

accesorias (Chacon Hernandez & Torres Rojas, 2020).

Para evitar el reconocimiento de la respuesta inmune innata, se forman vesiculas que se
conectan al reticulo endoplasmaético y permiten el empaquetamiento de las proteinas
virales (Cavallaro et al., 2020). Todas estas proteinas se ensamblan junto con la
nucleocapside mediante el sistema de Aparato de Golgi (ERGIC) y, finalmente, multiples
copias del virus escapan de las células huésped por exocitosis para infectar nuevas células
(S. Kumar et al., 2020).

SARS-Cov-2@s ¥ )
" €8P unien a®

Figura 3. Mecanismo de replicacién de SARS-CoV-2

Fuente: Pastrian-Soto (2020)



1.1.3 4.3 Estructura y Funcién de la Proteasa MP™ del SARS-CoV-2

La proteasa MP™ es una enzima de aproximadamente 33.8 kDa (Tabla 1) que contiene una
diada catalitica de cisteina e histidina en su centro activo (Jin, Du, et al., 2020; Shan, L.,
& Xu, 2004). La proteasa MP™ es un homodimero con ambos protdmeros orientados
ortogonalmente entre si (Masters, 2006). El dimero es la especie mas importante y activa de
la enzima, mientras que la especie monomeérica casi no presenta actividad (Tahir ul Qamar,
Algahtani, Alamri, & Chen, 2020).

La estructura cristalina de MP™ muestra la formacién del dimeros (Li & Kang, 2020). Cada
protémero se compone de tres dominios: I, 11 'y Il (Figura 4). EI dominio I, conformado por
los residuos 8-101, y el dominio I, residuos 102-184; tienen una estructura de barril 3
antiparalela (Bzowka et al., 2020a). El dominio 111 se compone de los residuos 201-303 y
contiene cinco hélices a, en su mayoria antiparalelas, que se encuentra conectado al dominio
I1 (Xue et al., 2007). El sitio de union al sustrato y los residuos cataliticos His41 y Cys145
se encuentra en una hendidura entre el dominio I'y el dominio Il (Figura 4) (Jin, Du, et al.,
2020)

El dominio 1l es el mas flexible en las posiciones 153-155 (Cheng et al., 2010). Su
estructura puede ser modificada con el pH, siendo 7,38 su valor éptimo (Huang, Wei,
Fan, Liu, & Lai, 2004)



Figura 4: Representacion cartoon del homodimero MP™ del SARS-CoV-2. La cadena A
esta representada en amarillo, verde y celeste, mientras que la cadena B es azul oscuro.

Los residuos cataliticos Cys145 e His41 se encuentran resaltados.

Fuente: Tahir ul Qamar et al. (2020)

La proteasa MP® del SARS CoV-2 puede tolerar variaciones en su sitio activo,
favoreciendo asi la aparicion de mutaciones resistentes a los inhibidores estudiados
(Portelli et al., 2020). Existe una diferencia de doce aminoécidos en sitio activo entre la
estructura del SARS-CoV MP y el SARS-CoV-2 MP (Mejia Méndez & Pérez-Cortés,
2020). Algunas mutaciones (como Arg4) reducen la actividad enzimatica cuatro veces
(Xue et al., 2007). Ademas, Tahir ul Qamar et al. (2020) afirman que las mutaciones
Ser284Ala, Thr285Ala e 1le286Ala en el SARS-CoV MP™ conducen a un aumento de 3,6
veces en la actividad catalitica, lo que podria explicar la mayor actividad observada para el
SARS-CoV-2 MP™ en comparacion con el SARS-CoV MP™,



Tabla 1. Pardmetros Fisicoquimicos del SARS-CoV-2 MP™

Parametros

SARS-CoV-2 MPr©

Peso molecular

33796, 64 Daltons

Numero de aminoacidos 306

Indice de inestabilidad (11) 27,5 (estable)
NUmero de residuos 26

cargados negativamente

Numero de residuos 22

cargados positivamente

Indice alifatico 82,12

Composicion Atémica

Carbono- 1499; Hidrdgeno- 2318; Nitrégeno- 402; Oxigeno- 455;
Azufre- 22

Composicion de aminoacidos

Ala-17 (5,6%); Arg-11 (3,6%); Asn-21 (6,9%); Asp-17 (5,6%);
Cys-12 (3,9%); GIn-14 (4,6%); Glu-9 (2,9%); Gly-26 (8,5%); His-
7 (2,3%); lle-11 (3,6%); Leu-29 (9,5%); Lys-11 (3,6%); Met-10
(3,3%); Phe-17 (5,6%); Pro-13 (4,2%); Ser-16 (5,2%); Thr-24
(7,8%); Trp-3 (1,0%); Tyr-11 (3,6%); Val-27 (8,8%)

Fuente: Tahir ul Qamar et al. (2020)

1.1.4 Inhibidores de la proteasa principal MP™ del SARS-CoV-2

Mediante el uso de herramientas bioinformaticas es posible el disefio de inhibidores para

la enzima MP° del SARS-CoV-2. El acoplamiento molecular o docking permite generar

estructuras y evaluar su interaccion con la molécula a estudiar (Vivas-Reyes, Ruiz, &
Caraballo, 2009). Se han determinado estructuras cristalinas de SARS-CoV-2 MP™ en

ausencia y presencia de inhibidores (Shan et al., 2004). Entre los principales inhibidores

de la el SARS-CoV-2 MP™se encuentran polipéptidos, flavonoides y otras estructuras que

presentaron actividad antiviral (Jo, Kim, Shin, & Kim, 2020). Arafet et al. (2020) aseguran

que los inhibidores mejores caracterizados forman un enlace covalente con MP, entre ellos:



Carmofur

Carmofur (1-hexilcarbamoil-5-fluorouracilo) es un derivado de 5-fluorouracilo y
farmacos antitumorales aprobados. La estructura cristalina del MP™ en complejo con
Carmofur muestra que el compuesto modifica directamente a la enzima mediante la

formacion de un enlace covalente con el inhibidor (Jin, Zhao, et al., 2020). El mapa de
densidad electrénica del complejo MP™-Carmofur, obtenido por Jin, Zhao, et al. (2020),
muestra que la fraccion de acido graso (C7H14NO) de Carmofur esta unida covalentemente
al &tomo Sy del residuo catalitico Cys145 a través de un enlace covalente. Por otro lado, la
cola de &cido graso se inserta en el subsitio S2 (Figura 5d, €). Esto indica que el grupo
sulfhidrilo de Cys145 ataca al grupo carbonilo electrofilo de carmofur, lo que provoca la

modificacion covalente de Cys145 y la liberacion del resto de la fraccion (Figura 5b).

a ° " b o
/\/\/\uJ\N)I‘ /\/\/\:)I\S/\Kg
O)\T 0
H

B _.(__\‘_»_‘j) —'i///

8

Figura 5. Estructura del SARS-CoV-2 en complejo con el inhibidor Carmofur. a.
Estructura quimica del carmofur. b. Combinacion de Carmofur y Cys145 del SARS-
CoV-2 MP, c. Estructura de un solo protomero. d. Panorama del centro catalitico. e.

Vista del sitio de unién con una rotacién de 45° con respecto al panel d.
Fuente: Jin, Zhao, et al. (2020).
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Jin, Zhao, et al. (2020) resaltan que ademés del enlace covalente C-S, el inhibidor también
se estabiliza en la enzima mediante puentes de hidrégeno e interacciones hidrofébicas. El
oxigeno del carbonilo del carmofur ocupa el agujero del oxianion y forma puentes de
hidrégeno con las amidas del esqueleto de Gly143 y Cys145 (Figura 5e). La cola de acido
graso se inserta el espacio compuesto por las cadenas laterales de His41l, Met49, Tyr54 y
Met165 y la porcién alquilo de la cadena lateral de Asp187 (Figura 5d, €). Las interacciones
hidrofdbicas son principalmente contribuidas por las cadenas laterales de His41, Met49 y
Met165, que son todas paralelas a la parte alquilo de la cola de acido graso del inhibidor

(Figura 5e).
N3y N1

El disefio de farmacos asistido por computadora permiti6 crear un inhibidor del receptor
de Michael llamado N3. Este compuesto puede inhibir especificamente MP y una
variedad de diferentes coronavirus, incluidos el SARS-CoV y el MERS-CoV (Shan et al.,
2004). El mapa de densidad electronica del complejo MP©-N3, presentado por Jin, Du, et
al. (2020), muestra que N3 esta unido en el sitio de unién del sustrato en una conformacién
extendida. La supresion de la actividad de la proteasa MP™ del SARS-CoV-2 se realiza en
dos pasos, el primero es la union de N3 al sitio activo de la proteasa mediante numerosas
interacciones no covalentes, y el segundo es la formacion del encale covalente con la Cys145
(Arafet et al., 2020; Shan et al., 2004).

Las estructuras de MP"™-Carmofur y MP-N3 son muy similares (con una desviacién r.m.s.
de 0,286 A cuando se superponen todos los atomos de Ca). En comparacién con la estructura
del complejo MP™-N3, la mayor diferencia conformacional se produce en el sitio de unién
del sustrato que rodea el esqueleto del Carmofur, la cual que esté ligeramente hacia afuera (
Figura. 6a) (Jin, Du, et al., 2020). De forma similar a cuando carmofur se une a MP", el
inhibidor N3 modifica Cys145 mediante la formacion de un enlace covalente entre el atomo
de Sy de C145 y el CB del grupo vinilo de N3 (Jin, Zhao, et al., 2020).
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Domain |

Damain Il

Domain I

Protomer B Protomer A

Figura 6. Estructura de la proteasa MP™ de SARS-CoV-2 en complejo con el inhibidor
N3. a. Representacion cartoon del complejo dimero MP™-inhibidor. b. Representacion de
superficie del homodimero de MP™. El protomero A es azul, el protomero B es salmon y

N3 se representa en sticks de color verde.
Fuente: Jin, Du, et al. (2020)

La superposicion de las estructuras de MP™ del SARS-CoV-2 en complejo con N1 o con N3
y, del MP SARS-CoV muestran que N3y N1 se unen a estas dos enzimas de manera similar
(Figura. 7a,). Al comparar la posicién que adoptan el grupo éster bencilico en N3y la porcion
éster etilico en N1 se puede observar que tienen una conformacion distinta (Jin, Du, et al.,
2020). Esto puede atribuirse a un agua ordenada (W1) en la estructura SARS-CoV MP -N1,
que forma un enlace de hidrégeno de larga distancia al carboxilar el oxigeno del éster y dos
enlaces de hidrégeno con el grupo NH de la cadena principal de Gly 143y la cadena lateral
de Asn 142
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Figura 7. Comparacion del complejo de union del inhibidor entre las estructuras SARS-
CoV-2 MP-N3 y SARS-CoV MP™-NL1. El polipéptido de SARS-CoV-2 MP se muestra
en azul, mientras que SARS-CoV MP™ en gris. Los inhibidores N3 y N1 se muestran en

color verde y rosa, respectivamente.

Fuente:(Jin, Du, et al. (2020))
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1.2.0BJETIVOS
1.2.1. Objetivo General

Identificar y modelar mutaciones que otorgan resistencia a inhibidores de la enzima MP™
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 MP™ del virus SARS-CoV-2

e Construir modelos tridimensionales de la MP™ del virus SARS-CoV-2 resistente a
inhibidores.

e Predecir el efecto de mutaciones en los restos de aminoacidos del sitio de union de
inhibidores de la enzima MP™ del virus SARS-CoV-2 y el grado de resistencia

sobre inhibidores de la enzima.

1.3.HIPOTESIS
1.3.1. Hipotesis nula
Mutaciones en la enzima MP™ del virus SARS-CoV2 no otorgan resistencia a resistencia

a inhibidores de esta enzima proteasa.

1.3.2. Hipotesis Alternativa
Mutaciones en la enzima Mpro del virus SARS-CoV2 otorgan resistencia a resistencia a
inhibidores de esta enzima proteasa.
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales, equipos y reactivos

2.1.1 Materiales
P&ginas web

e Protein Data Bank (PDB)

e Universal Protein (UniProt)
o T-Coffee

e Boxshade

e YASARA

e Arpeggio

Software Bioinformaticos
e WinCoot
e PYyMOL
e GOLD - Protein Ligand Docking Software

e Microsoft Office
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Archivos PDB

e 6YB7
e /BUY
e 7BQY
2.1.2. Equipos

e Computadora personal

e Arthur (Computadora del grupo de investigacion)

2.2 Métodos.
1.1.Anélisis de homologia de MP"™ de SARS-CoV-2

UniProt es una base de datos gratuita que registra una gran cantidad de informacion sobre
proteinas, incluyendo su secuencia de aminoécidos. Esta informacion proveniente de
secuenciaciones gendmicas publicadas en revistas cientificas y depositada en bases de
datos como el GenBank. Para realizar el anlisis de identidad de secuencia UniProt utiliza
el algoritmo BLAST, herramienta de busqueda de alineacion local basica, que permite
localizar regiones similares entre la secuencia objetivo y todos los archivos depositados
en UniProt. De esta forma, tanto el programa como el usuario pueden inferir relaciones
evolutivas y funcionales de la proteina en estudio, mediante ciertos pardmetros

cuantificables.

El analisis BLAST se realiz6 tomando como referencia la secuencia de aminoécidos de la
estructura de la proteina MP™ (6YB7) disponible en el Protein Data Bank (PDB). De esta

forma se obtuvo la secuencia nativa y codigo de acceso UniProt de la enzima.

En cuanto al alineamiento de secuencias, se realizo ingresando a la pagina UniProt

(https://www.uniprot.org/), en donde se selecciond la opcion “BLAST” (Figura8). Con

esto se abrid otra pestafia en la cual se visualiz6 el formulario de la herramienta. En el
espacio en blanco del formulario se insertd la secuencia de aminoacidos en formato

FASTA de 6YB7 descargada del PDB. Los parametros de bdsqueda se mantuvieron en
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los valores preestablecidos por defecto, excepto para la opcion “Hits” para la cual se
escogio 50. Por ultimo, se selecciond el botén “Run BLAST” para iniciar el algoritmo de
alineamiento. Para concluir, se analizaron los datos desplegados de acuerdo al Score

(puntuacién de alineamiento) y el porcentaje de identidad de secuencia.

< C @& uniprotorg/blast/ w » oy
S eaANY. | = BT o= O

nced~ @, Search E

Help Contact

BLAST

X

0 use this tool 1. Enter either a protein or nucleotide sequence or a UniProt identifier (e.g.P00750 or
A4_HUMAN or UPI0000000001) into the form field.

2. Optionally, change the program parameters with the dropdown menus under the form.

3. Click the Run BLAST button.

sic Local alignment Search Tool (BLAST) finds regions of local similarity between
ces, which can be used to infer functional and evolutionary relationships between
ces as well as help identify members of gene families.

@ Help D BLAST help video 3 Other tutorials and videos & Downloads

Target database * E-Threshold* Matrix* Filtering® Gapped*® Hits*
| UniProtkB reference protsomes plus Swiss-Prot v| [10 ~|  [Auto ~| [None ~| [250 ~| 2
[JRun BLAST in a separatg
Clear % Run BLAST 3
Tools Core data Supporting data Information
BLAST Protein knowledgebase (UniProtkB) Literature citations About UniProt

Figura 8 Servidor UniProt. 1. Insertar la secuencia a analizar. 2. Escoger el niUmero de
Hits. 3. Correr el BLAST

En un ejercicio preliminar, el primer resultado obtenido fue la secuencia de la replicasa
pplab con el cédigo PODTC1, de la cual se tomé los aminoacidos entre 3264-3564 que
codifican para la proteasa MP™. Con esta secuencia se repitio el analisis BLAST con el fin
de evitar modificaciones introducidas por los autores en el proceso de clonacion,
expresion y purificacion de MP™ para la obtencion de la estructura 6YB7. Se escogieron
los primeros resultados de la lista y se procedio a descargar las secuencias de las proteinas
homologas en su formato FASTA, dando clic en el cddigo de cada proteina y copiandolo
la secuencia a una hoja de texto, en este caso Word. Nuevamente, se analizaron los datos

desplegados de acuerdo al Score y el porcentaje de identidad de secuencia.

17



1.2.Alineamiento de secuencias homdlogas

Se realiz6 un alineamiento entre todas las secuencias de proteinas seleccionadas a partir
del BLAST de UniProt empleando sus secuencias en formato FASTA. En Word se
colocaron todas las secuencias junto a la de la proteina MP™ de SARS-CoV-2 en el orden
descendente de homologia y con un codigo que las diferencia entre ellas. Luego, se realiz
el alineamiento multiple mediante la herramienta T-Coffee

(http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:reqular), donde se colocé las secuencias FASTA en

el espacio disponible. Finalmente se selecciond “Submit”, y una vez terminado el

alineamiento se descargaron los resultados en formato “fasta_aln”.

Para la generacion de ilustraciones coloreadas que faciliten el analisis del alineamiento
mualtiple se empled la herramienta Boxshade
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html). Aqui se ingresaron los resultados

descargados de T-Coffee en la ventana en blanco, y se descargaron los resultados en

formato “RTF _new”. El alineamiento se analizé en Word.

Con este procedimiento se visualizaron los aminoacidos de las proteinas alineadas de los
diferentes organismos que se encuentran conservados, especialmente aquellos
relacionados con el sitio de unidn a inhibidores. De acuerdo al alineamiento de secuencias,

se identificaron aquellos residuos del sitio activo susceptibles a sufrir mutaciones.

1.3.1dentificacién de aminoacidos claves que forman interacciones no covalentes con
el inhibidor

Para la determinacién de aminodacidos claves en la enzima MP™, responsables de la unién
de los inhibidores N3 (Codigo PDB 7BQY) y Carmofur (Cdédigo PDB 7BUY), se
utilizaron los programas WinCoot y PyMOL, que permiten la construccion, validacion y
visualizacion de modelos tridimensionales de macromoléculas. Ambas herramientas
permiten ademas emplear bibliotecas, como Python, para realizar analisis mas completos

y complejos de estructuras moleculares.

En ambas aplicaciones se analizaron los residuos que se unen a inhibidores mediante la

herramienta de medicion de distancias atbmicas ambientales. En Wincoot se ajusto la
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distancia de las posibles interacciones no covalentes a un rango entre 1,8 y 4 A. Para ello
se accedio a la opcidn “Measure” de la barra de herramientas y se selecciond “Enviroment
y Distance”. Es asi que se identificaron las interacciones que se forman entre los

inhibidores y residuos de aminoacidos de MP',

Posterior a ello, se buscaron dichos los residuos que interacttan con los inhibidores en el
alineamiento multiple de secuencias, con la finalidad de establecer relaciones de
homologia. Finalmente, se realiz6 un analisis de los nucleotidos que traducen a la proteasa.
La secuencia de ADN complementaria se obtuvo en formato FASTA vy se identificaron

los codones que traducen los aminoacidos claves.

Se determinaron las mutaciones que podria sufrir MP™ tomaron en cuenta Unicamente
aquellas que se producirian con un cambio en la traduccion del aminoéacido con una

variacion puntual.

-

File Edit Calculate Draw‘ Measures )| I‘HD About  Extensions

[ @ Reset View = Display Manager

/s R
3 @@ Environment Distances X
Show Residue Environment?
Min Distance [1.8 Angstroms
Max Distance [4.0 Angstroms | S

[ Label Atom?

S

& @G 45 DD

D - CH

(mol_no: 0) CA/1/A/128 CYS occ: 1.00 bf 34.10 ele: C pos: (-24.81,10.44,55.15)
i 1649
58 O Escribe aqui para buscar g - 3 S @ C B « » AS gmd) P B

Figura 9 Software Wincoot. 1. Opcion Measure para la medicién de interacciones. 2.

Establecer las distancias
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1.4.Construccion de modelos tridimensionales de variantes mutantes de la proteasa
MPr de SARS-CoV-2

Una vez identificadas las potenciales mutaciones puntuales que podrian ocurrir de forma
natural en la proteasa MP™, se construyd modelos tridimensionales de la enzima tomando
como punto de partida la estructura nativa de MP™ (6YB7). Para ello se extrajo el archivo

con las coordenadas tridimensionales de 6 YB7 (extension .pdb) de la base de datos Protein

Data Bank (PDB; https://www.rcsb.org). Los modelos tridimensionales de las variantes

mutantes se construyeron con el programa WinCoot.

Para ellos se identificd el aminoécido a mutar en la estructura y en la barra ubicada en la
derecha se selecciond la opcién “mutacion simple” (Sefialada con la flecha en la figura
10). Con ello se desplegd una lista de aminoacidos, de la que se escogid el residuo

apropiado para generar la mutacion que deseamos construir.
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Figura 10. Software Wincoot. 1. Seleccionar el boton Mutacion. 2. Escoger el

aminoacido mutante

La minimizacion de energia se realizé para para relajar a la estructura luego del cambio
artificial producido en su secuencia, para lo cual se emple6 YASARA

(http://www.yasara.org/minimizationserver.htm). En la figura 11 se muestra la pagina
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principal de este servidor y su configuracion basica. Los archivos PDB de las variantes

mutantes de MP' fueron cargadas mediante la opcion “Seleccionar archivo”.

& C A Noesseguro | yasara.org/minimizationserver.htm * » @ :

o, =

= |

YASARA Energy Minimization Server

This server performs an energy minimization using the YASARA force field. Simply enter your email address, upload your protein model in PDB format and click the 'Submit'
button. Note that results will be placed in a public download area, therefore do not submit confidential data. You can also use this functionality and much more on
‘your own Itis part of YASARA Structure.

If you use the results of this server, please cite the following article:
( m Improving physical realism, stereochemistry, and side-chain accuracy in homology modeling: Four approaches that performed well in
P8

Krieger E, Joo K, Lee J, Lee J, Raman §, Thompson J, Tyka M, Baker D, Karplus K
Proteins. 200977 Suppl 9:114-22

YASARA Minimization Server

Wuwyasara.org/products htm -

Your email adcress:

Either PDB ID.
_or any other PDB file

Figura 11. Servidor YASARA. 1. Insertar el email. 2. Seleccionar el archivo en formato
PDB

1.5.Determinacion de la resistencia de las variantes mutantes de la proteasa MP™ de
SARS-CoV-2

Los ensayos de acoplamiento molecular se realizaron mediante el programa de docking
GOLD - Protein Ligand Docking Software que se basa en algoritmo genético para
caracterizar y puntuar las posibles poses que puede adoptar una molécula (ligando) en un
sitio determinado de una proteina y las potenciales interacciones no covalentes que podria

formar.

Se empled la estructura de la proteasa MP™ en ausencia de ligandos (c6digo PDB: 6YB7)
y las variantes mutantes de la enzima construidas en el presente proyecto. El docking se
realizd en el sitio activo de estas macromoléculas empleando como ligandos los

inhibidores Carmofur y N3.

Es esencial preparar el ligando y la macromolécula antes de realizar el docking, tomando

en cuenta que en cada una debe aparecer el &tomo que se une covalentemente en ambas
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estructuras. Para ello se agregd a los inhibidores un atomo de azufre mediante la
modificacion de su codigo SMILES.

Para iniciar los experimentos de docking, se cargo el archivo .pdb de MP™ y se eliminaron
los hidrdgenos y las aguas presentes en la estructura. Posterior a esto se extrajeron los
ligandos presentes en MP™, Este paso se repitio, tanto para la enzima nativa, como para

sus variantes mutantes.

Como siguiente paso, se selecciond el sitio donde se realiz6 el docking, el cual
corresponde al sitio activo de la enzima. Para ello se tomé como referencia el inhibidor
presente en la enzima y se considero a los residuos localizados a una distancia maxima de
4 A, tomando como referencia al inhibidor, para el analisis. A continuacion, se cargo el
ligando objeto del docking (carmofur o N3) en su formato .mol2 y se agregé como ligando
de referencia al inhibidor presente en la enzima nativa. El docking de Carmofur y N3 se
realizé considerando la formacidn del enlace covalente. Para ello se selecciond la opcién
“Covalent” en el menu de la proteina. El siguiente paso fue activar la opcion “Define
covalent docking” y”’ Ligand link mode: Atom radio”. Para el primer espacio en blanco se
selecciond el atomo S del aminoéacido Cys145 y para el segundo, el &tomo S del ligando
preparado, que en el caso de Carmofur correspondia al nimero 10 y 99 para N3, segun su

identificacion (Figura 12.2).

En la opcidn “Output Options” se especifico la carpeta en la cual se requeria se descarguen
los resultados. Finalmente se inici6 el algoritmo de acoplamiento molecular mediante el
botén “Run Gold” (Figura 12.3).

Se analizaron los resultados del acoplamiento molecular tomando en cuenta los valores de

energia libre calculados de la unién del ligando con la proteina.
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Figura 12. Ventana del Software Gold. 1. Opcién para activar docking covalente 2.
Espacio para colocar el nimero del atomo para la union covalente 3. Botén Run Gold

1.6.1dentificacion de las interacciones de la MP™ del SARS-CoV-2 mutada

Arpeggio ( http://biosig.unimelb.edu.au/arpeggioweb/) es un servidor web creado por la
Universidad de Cambridge, que permite calcular las interacciones entre proteinas y entre
ligandos y proteinas. En esta herramienta web se subieron los archivos PDB que contenian
los mejores resultados del docking, junto con su proteina (Paso 1). Se escogio la cadena
B que es el inhibidor, para que se calcule las interacciones que forma éste (Paso2). Un
ejemplo de los resultados obtenidos se pueden observar en la Figural3.3, los cuales
muestran los tipos de enlace que se producen entre el inhibidor y la estructura de la

proteina. Los archivos generados por Arpeggio se visualizaron y analizaron en en PyMol.
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Figura 13 Servidor Arpeggio. 1. Seleccionar el archivo PDB. 2. Elegir la cadena para

calcular los contactos. 3. Descargar el PYMOL con los resultados.
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion de resultados

3.3.1. Secuencias homologas de MP™ de SARS-CoV-2

Las secuencias homologas con mayor Score y porcentaje de identidad a la de la proteasa

MP© del SARS-CoV-2 se presentan en la Tabla 2. Junto con dichos parametros se analizd

el valor de E.
Tabla 2 Secuencia homélogas de MP™ SARS-CoV-2
CODIGO
RESULTADOS ALINEAMIENTO
Replicase polyprotein 1a Bat coronavirus 279/2005 (BtCoV)
E-value: 0.0
Score: 1604 BtCoV_279 2

Ident.: 96.1%

2'-O-methyltransferase BtRf-BetaCoV/HeB2013

E-value: 0.0

Score: 1601 BtRf-BetaCoV_He
Ident.: 95.8%

Replicase polyprotein 1a Human SARS coronavirus (SARS-CoV)

E-value: 0.0

Score: 1600 SARS-CoV
Ident.: 96.1%

Q6UZF5 CVHSA - 2'-O-methyltransferase SARS coronavirus

PUMCO02
E-value: 0.0 SARS-
Score: 1600 CoV_PUMCO02

Ident.: 96.1%

3C-like proteinase Bat SARS-like coronavirus YNLF_31C
E-value: 0.0

Score: 1599

Ident.: 95.8%

BtSARS_Cov_YNLF
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La secuencia de aminoécidos de MP™ del SARS COV-2 esté constituida por 306 residuos.
El porcentaje de identidad de las primeras cinco estructuras homologas se encuentran entre
un rango de 96,1 a 95.8% (Tabla 2), lo cual sugiere que MP™ del SARS-CoV-2 mantiene

un alto grado de conservacidn con otras proteasas de coronavirus.

El valor de E representa el nimero de alineamientos que se pueden esperar entre
secuencias entre la base de datos del BLAST. Es asi que, mientras mas cercano sea a Cero,
mas significativo es el alineamiento (Benavides-Oro, Pefia-Lopez, Cutifio-Vifials,
Contreras-Quesada, & Morris-Quevedo, 2020). En todos los resultados el valor de E
fue menor a 0,0001, lo cual demuestra que efectivamente existe similitud entre secuencias.
Los cddigos PDB, junto con el nombre, los parametros y el Cddigo de la secuencia para

el alineamiento de los resultados completos se encuentran en el Anexol.

En primera posicion se encuentra la secuencia de la Replicase polyprotein la Bat
coronavirus, lo cual confirma que ambos virus mantienen un ancestro en comun (Bzoéwka
et al., 2020b). Como tercera secuencia homologa se encuentra el SARS-CoV con E-value
de 0.0 y Score de 1600, lo cual concuerda con lo mencionado por Li and Kang (2020)
que aseguran que tienen un alto porcentaje de similaridad. En la Tabla 2 también se puede
observar a otros coronavirus como BtCov, RousBtCov,MERS-CoV,MuHepatitis que
comparten homologia con MP® SARS-CoV-2 (Cheng et al., 2010).

3.3.2. ldentificacion y alineamiento de aminoéacidos claves que forman

interacciones con los inhibidores

Mediante el programa Wincoot se analizaron las interacciones que se producen entre la
MP del SARS-COV-2 y los inhibidores N3 y Carmofur. En la Tabla 3 se presentan los
aminoéacidos que interaccionaron con dichos inhibidores en una distancia de 1,8 a 4 A.
Carmofur al ser una cadena corta, interacciona unicamente con ocho aminoacidos.

Mientras que N3 forma interacciones con veinte y cuatro aminoacidos.
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Tabla 3. Amino&cidos de MP™ SARS-CoV-2 que interactlan con inhibidores

Carmofur N3
His4dl Metd9 Gly143 Serl44 Cysl45 Thr26 Leu27 His4l Serd6 Met49 Phel40
His164 Met165 Aspl187 Leuldl Asnl42 Gly143 Serl44 Cysl45

His163 Hisl64 Met165 Prol68 Hisl172
Arg188 GIn189 Thr190 GIn192 Ala 191
Leu 167 Phel85 Aspl187

/‘_ : ?A >
L4 .\ Yy
. {‘145 £ \
" /L

-~

.x '/
Figura 14. Estructura en sticks de los aminoacidos que interaccionan con los inhibidores

g

_

.

N3 (rosa) y Carmofur (amarillo). La diada catalitica se encuentra etiquetada.

En la Figura 14 se representan los residuos que participaron en las diferentes
interacciones. Cabe recalcar que como menciona Zhou et al. (2019) el azufre de la cisteina

forma un enlace covalente tanto con Carmofur y con N3.
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SGFRKMAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDVVYCPRHVICTSEDMLNPNYEDLLIR
SGFRKMAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDTVYCPRHVICTAEDMLNPNYEDLLIR
SGFRRMAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDTVYCPRHVICTAEDMLNPNYEDLLIR
SGFRKMAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDTVYCPRHVICTAEDMLNPNYEDLLIR
SGFRKMAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDTVYCPRHVICTAEDMLNPNYEDLLIR
SGFRKMAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDTVYCPRHVICTAEDMLNPNYEDLLIR
SGFRKMAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDTVYCPRHVVCTAEDMLNPNYDDLLIR
SGFRKMAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDTVYCPRHVICTAEDMLNPNYEDLLIR
SGFKKVAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDTVYCPRHVVCTVEDMLNPNYEDLLIR
SGIRKMSCPTGKVERCMVRVTCGTMTLNGLWLDNTVYCPRHVMCTPEELLAPDYDSILLR
AGLAKMAHPSGLVEPCIVKVSYGTMTLNGVWLNNYVLCPRHVLCTRDDLVNPDYQRLSMR
AGLTRMAHPSGLVEPCVVKVSYGSMTLNGVWLDNEFVMCPRHVMCSRDELQNPDYARLSMR
AGLTRMAHPSGLVEPCVVKVSYGSMTLNGVWLDNFVMCPRHVMCSRDELQNPDYARLSMR
SGLVKMSHPSGAVEACMVQVTCGSMTLNGLWLDNYVWCPRHVMCPADQLNDPNYDGLLIS
SGLVKMSHPSGDVEACMVQVTCGSMTLNGLWLDNTVWCPRHVMCPADQLSDPNYDALLIS
SGLVKMSHPSGDVEACMVQVTCGSMTLNGLWLDNTVWCPRHVMCPADQLSDPNYDALLIS
SGLVKMAHPSGAVEQCIVQVTCGSMTLNGLWLDNIVYCPRHVMCPODQLVDPNYDALLNS
SGIVKMVFPTSKVEPCVVSVTYGNMTLNGLWLDDKVYCPRHVICSSADMTDPDYSNLLCR
SGLVKMAAPSGVVENCMVQVTCGSMTLNGLWLDNYVWCPRHVMCPADQLSDPNYDALLVS
SGLVKMAAPSGVVENCMVQVTCGSMTLNGLWLDNYVWCPRHVMCPADQLSDPNYDALLVS
SGIVKMVSPTSKVEPCVVSVTYGNMTLNGLWLDDKVYCPRHVICSSADMTDPDYPNLLCR
SGIVKMVSPTSKVEPCVVSVTYGNMTLNGLWLDDKVYCPRHVICSASDMTNPDYPNLLCR
SGIVKMVSPTSKVEPCVVSVTYGNMTLNGLWLDDKVYCPRHVICSSADMTDPDYPNLLCR
SGLVKMSAPSGAVENCIVQVTCGSMTLNGLWLDNTVWCPRHIMCPADQLTDPNYDALLIS

* * * *

YNGSPSGVYQCAMRPNFTIKGSFLNGSCGSVGEFNIDYDCVSFCYMHHMELPTGVHAGTDL
YNGSPSGVYQCAMRPNYTIKGSFLNGSCGSVGEFNIDYDCVSFCYMHHMELPTGVHAGTDL
YNGSPSGVYQCAMRPNYTIKGSFLNGSCGSVGEFNIDYDCVSFCYMHHMELPTGVHAGTDL
YNGSPSGVYQCAMRPNHTIKGSFLNGSCGSVGFNIDYDCVSFCYMHHMELPTGVHAGTDL
YNGSPSGVYQCAMRPNHTIKGSFLNGSCGSVGEFNIDYDCVSFCYMHHMELPTGVHAGTDL
YNGSPSGVYQCAMRPNHTIKGSFLNGSCGSVGEFNIDYDCVSFCYMHHMELPTGVHAGTDL
YNGSPSGVYQCAMRPNHTIKGSFLNGSCGSVGEFNIDYDCVSFCYMHHMELPTGVHAGTDL
YNGSPSGVYQCAMRPNHTIKGSFLNGSCGSVGFNIDYDCVSFCYMHHMELPTEVHAGTDL
YNGSPSGVYQCAMRPNYTIKGSEFLNGSCGSVGENIDYDCVSFCYMHHMELPTGVHAGTDL
YNGMPAGVYQVAMRPNHTIKGSFLNGSCGSVGYTLGYDRVEFCYMHHMELPTGVHTGTDL
YDGIPAGVYTCTLRANGTLRAAFLCGSCGSPGFVMNGKEVQFCYLHQLELPNGTHTGTDM
YDGVPTGVYTCTLRSNGTLKASFLCGSCGSPGEFVMNGKEVQFCYQHOLELPNGTHTGTDM
YDGVPTGVYTCTLRSNGTLKASFLCGSCGSPGFVMNGKEVQFCYQHOLELPNGTHTGTDM
YNGRPTGTFTVVMRPNHTIKGSFLCGSCGSVGYTKEGNVINFCYMHOMELANGTHTGSSFE
YNGRPTGTFTVVMRPNYTIKGSFLCGSCGSVGYTKEGSVINFCYMHOMELANGTHTGSAF
YNGRPTGTFTVVMRPNYTIKGSFLCGSCGSVGYTKEGSVINFCYMHOMELANGTHTGSAF
YNGRPSGTYTVVMRPNSTIKGSFLCGSCGSVGYVKEGNVINFCYMHOMELSNGTHTGSSFE
YNGKSQGAFHVTMRSSYTIKGSFLCGSCGSVGYVLTGDSVREVYMHQLELSTGCHTGTDF
YNGRPTGVFMVNMRONSTIKGSFLCGSCGSVGYTQEGNVINFCYMHOMELSNGTHTGCSE
YNGRPTGVEFMVNMRONSTIKGSFLCGSCGSVGYTQEGNVINFCYMHOMELSNGTHTGCAF
YNGRPQGAFHVVMRSSHTIKGSFLCGSCGSVGYVLTGDSVREFVYMHOQLELSTGCHTGTDFE
YNGRPQGAFHVTMRSSFTIKGSFLCGSCGSVGYVLMGDCVKEVYMHOLELSTGCHTGTDE
YNGRPQGAFHVVMRSSHTIKGSFLCGSCGSVGYVLTGDSVREVYMHQLELSTGCHTGTDF
YNGKPTGVETVNLRHNSTIKGSFLCGSCGSVGYTENGGVINEVYMHOMELSNGTHTGSSFE
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* * kK

SARS CoV2 178 EGNFYGPFVDROQTAQAAGTDTTITVNVLAWLYAAVINGDRWELNRFTTTLNDENLVAMKY
BtCoV_ 279 2 178 EGKFYGPFVDROQTAQAAGTDTTITLNVLAWLYAAVINGDRWELNRFTTTLNDENLVAMKY
BtRf-BetaCoV He 178 EGKFYGPFVDROQTAQAAGTDTTITLNVLAWLYAAVINGDRWELNRFTTTLNDENLVAMKY
SARS-CoV 178 EGKFYGPFVDRQTAQAAGTDTTITLNVLAWLYAAVINGDRWELNRFTTTLNDEFNLVAMKY

SARS-CoV_PUMCO02 178 EGKFYGPFVDROQTAQAAGTDTTITLNVLAWLYAAVINGDRWELNRFTTTLNDENLVAMKY
BtSARS Cov_YNLF 178 EGKFYGPFVDRQTAQAAGTDTTITLNVLAWLYAAVINGDRWELNRFTTTLNDENLVAMKY
BtCov_HKU3 178 EGKFYGPFVDRQTAQAAGTDTTITLNVLAWLYAAVINGDRWELNRFTTTLNDENLVAMKY
BtCoV_Rp3 2 178 EGKFYGPFVDRQTAQAAGTDTTITLNVLAWLYAAVINGDRWELNRFTTTLNDENLVAMKY
BtRf-BetaCoV_JL 178 EGKFYGPFVDRQTAQAAGTDTTITLNVLAWLYAAVINGDRWEFLNRFTTTLNDEFNLVAMKY
Bat Hp-betaCoV 178 EGTFYGDFVDRQTSOSAGSDNTLTLNVLAWLYAAVINGERWEFIVPQTCALTDENTAVLKY
RousBtCoV 178 HGAFYGPFEDKQVPQLASPDVTITVNVLAWLYAAVLSGESWEVTKLGITAAEFNTSAVKY
BtCoV_HKU9-5-2 178 SGVFYGPFEDKQVPOLAAPDCTITVNVLAWLYAAVLSGENWEFLTKSSITPAEFNNCAVKY
BtCoV_HKu9-5-1 178 SGVFYGPFEDKQVPQLAAPDCTITVNVLAWLYAAVLSGENWFLTKSSITPAEFNNCAVKY
BtVs-BetaCoV_ SC 181 DGNMYGAFQDROVHQAQLTDKYCTVNIVAWLYAAILNGCTWEVKPSRTSVVSENEWAMAN

MERS1 BetaC 181 DGTMYGAFMDKQVHQVQLTDKYCSVNVVAWLYAAILNGCAWEFVKPNRTSVVSEFNEWALAN
MERS-CoV 181 DGTMYGAFMDKQVHQVQLTDKYCSVNVVAWLYAAILNGCAWEVKPNRTSVVSENEWALAN
BetaCoV_Erinace 181 DGNMYGNFQDROIYQAQLSDKHCTINVVAWLYAAVLNGCNWEVKPNKTGVAAFNEWALSN
MuHepatitis 178 SGNEFYGPYRDAQVVQLPVQDYTQTVNVVAWLYAAILNRCNWEVQSDSCSLEEFNVWAMTN
BtCoV_HKU5-2 181 DGVMYGAFEDRQVHQVQLSDKYCTINIVAWLYAAILNGCNWEVKPNKTGIATFNEWAMSN
BtCoV_HKUS 181 DGVMYGAFEDRQVHQOVQLSDKYCTINIVAWLYAAILNGCNWEVKPNKTGIATENEWAMSN
MuCoV_JHM 178 SGNFYGPYRDAQVVQLPVQDYTQTVNVVAWLYAAILNRCNWEVQSDSCSLEEFNVWAMTN
RaCoV_HKU14 178 NGDFYGPYKDAQVVQLPVQDYVQSVNEVAWLYAAILNNCNWEVQSDRCSIEDYNVWAMSN
MuCoV_hepat 178 SGNEFYGPYRDAQVVQOLPVQDYTQTVNVVAWLYAAILNRCNWEVQSDSCSLEEFNVWAMTN
BtCoV_HKU4 181 DGVMYGAFEDKQTHQLQLTDKYCTINVVAWLYAAVLNGCKWEVKPTRVGIVTYNEWALSN

Figura 15. Alineamiento multiple de secuencias de MP™ de diferentes virus. Los
residuos en rojo representan los aminoacidos que interactlan con los inhibidores
Carmofur y N3. El asterisco indica aquellos residuos clave para la union de inhibidores y

que tienen un menor grado de conservacion, por lo cual son susceptibles a mutaciones.

Con base a los resultados presentados en la Tabla 3, en la Figura 15 se detallan los
aminoéacidos que forman interacciones con los inhibidores, N3 y Carmofur y aquellos
amino&cidos susceptibles de sufrir una mutacion. Con estos resultados se puede
comprobar la hipétesis de Chuanjun et al. (2020) quien afirma que la estructura MP™ del
SARS-CoV-2 es muy cercana a la del SARS-CoV y varian en Unicamente en 12
aminoéacidos. Los resultados del alineamiento exponen que los residuos cataliticos Cys145
e His 41 presentan un alto grado de conservacion (Lim, Shi, Mu, & Song, 2014; Zhou et
al., 2019), mientras que otros residuos que asisten en la union del sustrato a la enzima son

menos conservados, y por ende, pueden sufrir mutaciones durante la evolucién del virus.

Para elegir los amino&cidos a mutar se analizaron todas las secuencias y se identificaron

los que difirieron entre ellas. Al realizar el analisis de los nucleotidos que traducen los
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aminoacidos que interaccionan con los inhibidores (Anexo 2 y 3) se identificaron los

cuales podrian presentar mutaciones puntuales, mismo que se presentan en la Tabla 4

Tabla 4. Mutaciones puntuales de aminoacidos

Aminoécido en la Codén en la Aminoéacido Codon que
proteina Silvestre . . traduce el
enzima silvestre mutado P
aminoacido
mutado
Ser UCu Ala GCU
Pro CCuU
Met AUG Leu CUG
His CAT Gln CAA - CAG
Pro CCA Ala GCA
Ser UCA
Phe uUuu Tyr UAU
Arg AGG Lys AAG
Thr ACA lle AUA
Ala GCA Ser UCA
Pro CCA

Es asi que, como muestra la Tabla 5, se predijeron veintiln mutaciones puntuales
posibles. Estas mutaciones son producto de la sustitucién de un solo nucledtido, el cual
puede provocar un cambio en la traduccion del aminoacido con respecto al presente en la

estructura silvestre de MP" (Bzdwka et al., 2020a).
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Tabla 5 Mutaciones en la estructura de SARS-CoV-2

Carmofur N3

Met49Leu Ser46Ala Ser46Val

His164 Ser46Pro Ser46Arg

Met165 Ser46GIn Met49L eu
Asn142Cys His164GIn
Met165Leu Prol68Ala
Prol68Ser Phel85Tyr
Argl188Lys Argl188Ala
Thr190Val Thr190lle
Alal91Pro Alal91Ser
Alal91His Alal91Val
Alal91Tyr

En la figura 16 se representa los aminoacidos mutables y su posicion. La mayor parte de
mutaciones se produjeron en sitios accesibles a los disolventes como lo menciond (Sheik
Amamuddy et al., 2020). En la Figura 14b. se muestra en superficie el espacio que
ocupan los inhibidores en MP SARS-CoV-2.
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' Phe 185

Figura 16 a. Estructura en stick que muestra los aminoacidos susceptibles a mutacion

(magenta). B. Estructura en superficie que muestra los aminoacidos susceptibles a

mutacion (naranja)

3.3.3. Docking covalente

Con la finalidad de prever el cambio conformacional y las interacciones con el inhibidor
Carmofur y N3, se realiz6 el Docking molecular con las diez estructuras mutadas
correspondientes a las mutaciones sefialadas en la Tabla 5. Los detalles de los ligandos

utilizados se encuentran en la Tabla 6.
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Tabla 6. Ligandos empleados para el Docking en MP™.

Nombre del Estructura 2D Cddigo SMILES Cddigo
ligando
Carmofur CCCCCCNC(0)=0 CMF
0 N
% S~
I
N3 CC1=CC(=NO1)C(=0O)NC(C)C(= N3
oahay , O)NC(C(C)C)C(=0)NC(CC(C)C)
T C(=0)NC(CC2CCNC2=0)C=CC

(=0)0CC3=CC=CC=C3

Los resultados de los experimentos de docking se analizaron mediante la funcién

CHEMPLP de GOLD. Los mejores resultados de veinte experimentos individuales se

encuentran en la Tabla 7.
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Tabla 7. Resultados del Docking de Carmofur y N3 en MP™©

PROTEASA SCORE S (PLP)
MP-Carmofur
Silvestre 67,91 -63,86
Met49L eu 69.09 -80.46
His164GIn 83.73 -85.86
Met165Leu 78.17 -83.46
MP-N3
Silvestre 120.07 -120.60
His164GIn 115.15 -115.29
Met165Leu 115.69 -122.64
Phel85Tyr 123.12 -123.90
Pro168Ser 100.80 -101.72
Ser46Ala 67.88 -74.94
Ser46Pro 122.65 -134.58
Thr190lle 132.49 -134.10
Arg188Lys 124.70 -122.70
Met49L eu 124.09 -119.01
Prol68Ala 137.50 -131.78
Alal91Val 67.57 -82.69

Efecto de las variantes mutantes sobre el modo de unién de Carmofur a MP™

ChemPLP es una funcién optimizada para la prediccion de poses, que viene establecida
por defecto en GOLD. La funcién CHEMPLP es utilizada para el acoplamiento covalente,
considerando las cadenas laterales flexibles. Ademas tiene una penalizacion por los
choques estéricos que pueden darse (Sheik Amamuddy et al., 2020).
El Score de aptitud se toma como el negativo de la suma de todos los términos de la energia del
componente ligando- proteina, de tal manera que las puntaciones méas altas, con las mejores
(Cambridge Crystallographic, 2019). Al comparar el SCORE de la MP™ Silvestre, La
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estructura de la mutacion Met49Leu en complejo con Carmofur no se encuentra con gran
variacion en la energia de union, ya que mantienen similares interacciones. En contraste,
la mutacion His164GIn arrojé el mayor Score. Se debe considerar que unicamente
“backbone” de His participa de las interacciones que estabilizan a carmofur en el sitio
activo, por lo que un cambio en la estructura de la cadena lateral, como ocurre en este
caso, no implica serias modificaciones al modo de unién del inhibidor. De hecho, el
cambio de His por GIn parece aumentar la afinidad del inhibidor por la enzima. Este
aumento en comparacion con la MP™ Silvestre se puede atribuir a que en el Score se
penaliza los contactos entre proteina-ligando con impedimento estérico (Verdonk, Cole,
Hartshorn, Murray, & Taylor, 2003), y GIn al ser un residuo con una cadena lateral

menos voluminosa presenta una menor probabilidad de choques.

El Potencial Lineal por Partes (PLP) considera la direccionalidad, cargas del puente de
hidrégeno e interacciones electrostaticas (Gonzélez-Paz, Paz, Vera-Villalobos, &
Alvarado, 2020). Al evaluar los resultados arrojados por GOLD, la diferencia de energia
no represento un cambio significativo entre MP™ silvestre y las variantes mutantes
estudiadas en complejo con Carmofur, ya que el nimero y los diferentes tipos de enlace
se encuentran no varian en alto grado entre esturcturas . Las mutaciones generadas
aparentemente incrementan la capacidad de la enzima a unirse a Carmofur. Estos
resultados indican que las mutaciones ensayadas sobre los residuos His164, Met49 y

Met165 mejorarian el potencial uso de Carmofur como diana terapéutica.
Efecto de las variantes mutantes sobre el modo de union de N3 a MPr®

El docking de N3 en las variantes mutantes de MP™ sugiere que cambios puntuales en la
estructura del sitio activo de la enzima tienen una influencia en las propiedades de union
de este inhibidor a la enzima. Las diferencias en los valores de SCORE y PLP
determinados para la unioén de N3 se atribuyen a las diferentes interacciones que se forman
0 desaparecen al sustituir los aminoacidos de la proteina silvestre. Los resultados
completos del docking se muestran en el Anexo5. Las mutaciones modeladas en MP™
Phel85Tyr, Serd46Pro, Thr190lle, Argl88Lys, Prol68Ala en complejo con N3

presentaron mayor Score que la MP silvestre. Es decir, con la mutacion de estos residuos
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mejoro el acoplamiento de N3 en MP™, ya que se formaron mas interacciones. Por otro
lado, la mutacion de His165GIn, Metl65Leu, Prol68Ser, Ser46Ala y Alal91Val

disminuyeron su Score y energia PLP en comparacion con la proteasa Silvestre.

Cabe recalcar que Phel85Tyr, Pro168Ser, Thr190lle, Alal91Val, y Ser46Ala presentaron
un valor de Clash Score diferente a cero. De acuerdo a Ramachandran, Kota, Ding, and
Dokholyan (2011) este valor describe los choques presentes entre el ligando y la
estructura de la proteina, por lo cual estas mutaciones alterarian significativamente la

unioén de N3 en el sitio activo de MP™ y podrian dar lugar al aparecimiento de resistencias.

En el dominio catalitico se encuentran los residuos entre las posiciones 8 al 184 (Barrila,
Gabelli, Bacha, Amzel, & Freire, 2010). Las mutaciones modeladas en entre
mencionada region no provocan cambios estructurales relevantes, sin embargo, crean

mayor nimero de enlaces por lo que el Score Aumenta.

En la Figura 17 y 18 se representan los mejores resultados del Docking en las estructuras
de MP SARS-CoV-2 silvestre y sus variantes mutantes. Al utilizar Docking rigido, el
ligando es quien se orienta a la posicidén que les resulta mejor en cuanto a la energia,

mediante movimientos de rotacién y traslacion.
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Figura 17. Representacion en Sticks de las estructuras de MP® SARS-CoV-2 en complejo con Carmofur a) MP® Silvestre b)
His164GlIn, c) Met165Leu y d) Met49Leu49
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En la Figura 17a se observa a MP™ sin inhibidor y en complejo con CMF. Carmofur al ser de
tamafio pequefio no requiere que los residuos del sitio activo ajusten su posicion de forma
significativa. Unicamente los residuos Met49 y Met165 cambian ligeramente de posicion para
permitir la union del inhibidor. Lo mismo ocurre en la posicion His164 de la enzima silvestre y
en la estructura del mutante His164GIn (Figural7b), debido a que no hay un cambio en la forma
de union ente CMF y la proteasa. Sin embargo, el cambio en la cola de CMF se lo atribuye a
que el docking se lo realiza en presencia de un solvente, lo que cambia la flexibilidad del
ligando. La mutacion Met49Leu provoca un cambio en la estructura de His41l (Figura 17c) y
un pequefio desplazamiento de la His164. De igual manera el cambio Met165Leu modifica la
disposicion del anillo de H41. Los residuos Serl44 y Cysl145 se mantienen en su disposicion

silvestre, ya que ningiin aminoacido mutado interacciona directamente con ellos.

En la Figura 18 se muestra en superficie la disposicion que toma N3 en presencia de las
diferentes mutaciones. El cambio de Alal91Val provoca un cambio en el anillo de la cola de N3
de N3, desplazandolo(Figural8a). Al contrario de la mutacion Prol68Ser, Argl88Lys y
Ser46Ala que atrae dicho al anillo (Figural8b,c,j). En cuanto a la unién de N3 con Thr190 la
variacion mas notable es el cambio en la disposicién del anillo (Figural8d). His164GIn Repele
la union de N3 elimina la estructura extendida de N3 (Figural8k). Las mutaciones Ser46Ala
dieron como resultado una estructura en disposicion diferente a la original, lo que destaca las
funciones de este residuo para mantener la conformacion activa de MP SARS-CoV-2 (Hu et
al., 2009)
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Figura 18. Mapa de superficie de MP™ del SARS-CoV-2 en complejo con el inhibidor N3 (verde). a)
Alal91Val, b)Prol68Ser, c) Ser46Ala, d) Metl65Leu, €) Thr190lle, f) Ser46Pro, g) Phel85Tyr, h)
Met49L eu, i) Prol68Ala, j)Argl88Lys, k) His164GlIn
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Los residuos His4l, Met49, Gly143, Serl44, Cysl145, His164, Met165 y Aspl87 de la MP™
silvestre de SARS-CoV-2 forman interacciones con el inhibidor Carmofur (CMF) (Figural9).
Las principales interacciones hidrofobicas se dan entre la cola de CMF y los residuos Met49,
Met165 y Aspl87. Las interacciones polares a su vez se dan entre en N y O de la estructura de
CMF junto con Gly143, Serl44, Cys145. Al analizar los enlaces azufre-pi y carbono-pi, los
resultados arrojan que el primer tipo de enlace se produce entre el S de Met49 y el anillo de
His141; mientras que el segundo tipo de enlace se forma entre los C de la cola de CMF y el
anillo de His141.

Mojab and Marcey (2020) mencionan que las interacciones hidrofébicas se producen entre
aminoéacidos con cadenas laterales hidrofobas. Este tipo de fuerzas intervienen en el correcto
plegamiento de la proteina. Es asi que, mientras méas enlaces hidrofébicos se presenten en la

estructura proteina-ligando mejor acoplamiento tiene.

El enlace pi es un tipo de enlace covalente que se forma por el solapamiento entre orbitales p.
Dado que el solapamiento lateral es menos eficaz que el frontal, los enlaces pi son méas débiles
que los sigma (Petrucci et al., 1977). Sin embargo, proporcionan una puntuacion a la afinidad
con el inhibidor, es por ello que mientras mas enlaces azufre-pi o carbono-pi se forman, mayor

Score tienen en el docking.
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His141

Gly143

His141

Glu166

Figura 19. Interacciones de MP® SAR-CoV-2 en complejo con CMF. a. MP™ Silvestre, las interacciones polares (amarillo),las interacciones
hidrofébicas (rojo), los enlace azufre-pi (naranja) y los enlaces carbono-pi (morado). b.His164GIn c. Met165Leu d. Met49Leu.. Para b. c. y d. Las
lineas rojas sefialan las interacciones polares, Las lineas amarillas las interacciones hidrofobicas. El enlace azufre pi estan en color verde y los enlaces

carbono pi con celeste.
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En la Figura 20 se observan las interacciones que presenta el inhibidor N3 con las
diferentes proteinas mutadas. La proteina silvestre en complejo con N3 (figura 20a) forma
enlaces polares con Cysl145, Pro 39 e Hisl64. Interacciones hidrofébicas entre su

estructura y enlaces carbono-pi con Ala 191 e His41l.

De acuerdo Amamuddy, Verkhivker, and Bishop (2020) la Met165 es un aminoacido
esencial en la estructura de SARS-CoV-2. En la Figura 19c y 20e se observa el cambio
en las interacciones producidas por la modificacion de Met165 a Leul65 en complejo con

CMF y N3, respectivamente.

Glul166 juega un papel fundamental en la conexion del sitio de union del sustrato con la
interfaz del dimero (Cheng et al., 2010). Al mutar los residuos Alal91Val, Pro168Ser,
Met165Leu,Thr190, Met49Leu,Prol68Ala y Argl88Lys aparecen nuevas interacciones

con Glul66, como se observa en la Figura 20b,c,e,f,i,j k.

Por la nueva disposicion de N3 se encuentran tres enlaces carbono-pi entre Phel140 y el
anillo de His163; Thr25y el anillo de N3, La mutacion ProSer168 forma un nuevo enlace
carbono-pi. Los enlaces polares esta vez se forman con Asnl42, Serl44, Cysl45, y
Gly143 (Figura20c).

44



45

o
o
X

»

Serd6 "} - !
2 g {
Met49 \ g _¢

I g
|| Gin189 «F




Ala191

g ’( K Gly143
o

4

Pro168
/ Asn142
Yy Pheld0
f
Leu50 e
o /R il | Metag o %4
D L__ 2o\ THisa1 :
_:: \__1“ Pro3e) - ~
5 Ginsy [ %
< ’- N ¢ (R T 5 i ()
: L
S ) @ J ms164
. y . - ,  Cys1as
4 &,
Met165 § =3 "R 4
1 2
2 ~ -
Gly143
Glu166 ¥
l Fy
Asn142
X y

46



.
L S
~

ﬁnlss

47



Figura 20 Interacciones de MP™ del SARS-CoV-2 en complejo con el inhibidor N3. Las
lineas rojas representan los enlaces polares, las de color amarillo los hidrofébicos, los
enlaces azufre-pi de color magenta y los carbono-pi se representan en color verde.a)
silvestre b) Alal91Val, c)Pro168Ser, d) Ser46Ala, e) Met165Leu, f) Thr190lle, g)
Ser46Pro, h) Phel85Tyr, i) Met49Leu, j) Prol168Ala, k)Arg188Lys, I) His164GIn

3.2. Verificacion de la hipdtesis

Se identificaron y modelaron correctamente las mutaciones de la enzima MP™ del virus
SARS-CoV-2, con lo cual:

Para los ensayos realizados con Carmofur, se acepta la hipdtesis nula “Mutaciones en la
enzima MP™ del virus SARS-CoV2 no otorgan resistencia a resistencia a inhibidores de

esta enzima proteasa.” y se rechaza la hipotesis alternativa.

Mientras que, para los estudios con N3, se acepta la hipotesis alternativa “Mutaciones en
la enzima MP™ del virus SARS-CoV2 otorgan resistencia a resistencia a inhibidores de

esta enzima proteasa.” y se rechaza la hipotesis nula.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones
El estudio bioinformatico la proteasa MP™ del SARS-CoV- 2 es de gran importancia para
combatir la replicacion del virus. Las mutaciones en la estructura de la proteina implican
cambios conformacionales en su estructura y su interaccion con los inhibidores carmofur
y N3.

Se identificaron las mutaciones puntuales que podria presentar MP™ a futuro, con base al
alineamiento de secuencias homologas y las interacciones establecidas con los inhibidores
Carmofur y N3. La diada catalitica se mantuvo conservada, mientras que los residuos
Ser46, Met49, Asnl42, Hisl64, Metl65, Prol68, Phel85 Y Thrl90 presentaron

variaciones entre secuencias.

Se modelaron exitosamente las mutaciones de MP™ His164GlIn, Met165Leu, Phel85Tyr,
Prol68Ser, Serd6Ala, Ser46Pro, Thr190lle, Argl88Lys, Met49Leu, Prol68Ala y
Alal91Val.

El Docking molecular se realiz6 en conjunto con los ligandos Carmofur y N3. Las
mutaciones en MP" His164GIn, Met49Leu Y Met165Leu presentaron mejoras en su Score
y por ende disminuyeron la resistencia en su acoplamiento con carmofur. Por otro lado,
las mutaciones His164GlIn, Met165Leu, Pro168Ser, Ser46Ala Y Alal91Val aumentan el

grado de resistencia a N3.
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4.2 Recomendaciones

e Realizar el docking flexible para obtener mejores resultados, ya que la proteina

tiene residuos flexibles en su estructura.

o Ampliar el estudio bioinformatico del efecto de posibles mutaciones en la enzima
MP™ para un mayor nimero de inhibidores con la finalidad de poder determinar
aquellas moléculas que podrian ser empleadas de forma eficiente para las

diferentes variables mutantes.
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ANEXOS

Codigo PDB
POC6F5

AOAOUIWHGS

POC6US8

Q6UZF5

AOAOK1Z0ON1

Anexo 1. Secuencias homologas de MP SARS-CoV-2

Datos

R1A_BC279 - Replicase polyprotein 1a Bat coronavirus 279/2005
(BtCoV) (BtCoV/279/2005)

E-value: 0.0

Score: 1604

Ident.: 96.1%

Positives : 99.0%

Query Length: 306

Match Length: 4388

AOAOUIWHG8 CVHSA - 2-O-methyltransferase BtRf-
BetaCoV/HeB2013

E-value: 0.0

Score: 1601

Ident.: 95.8%

Positives : 99.0%

Query Length: 306

Match Length: 7068

R1A_CVHSA - Replicase polyprotein 1a Human SARS coronavirus
(SARS-CoV) (Severe acute respiratory syndrome coronavirus)
E-value: 0.0

Score: 1600

Ident.: 96.1%

Positives : 98.7%

Query Length: 306

Match Length: 4382

Q6UZF5_CVHSA - 2'-O-methyltransferase  SARS coronavirus
PUMCO02

E-value: 0.0

Score: 1600

Ident.: 96.1%

Positives : 98.7%

Query Length: 306

Match Length: 7073

AOAOK1ZON1 CVHSA - 3C-like proteinase Bat SARS-like
coronavirus YNLF _31C

E-value: 0.0

Score: 1599

Ident.: 95.8%

Positives : 98.7%

Query Length: 306

Match Length: 4382
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Cddigo alineamiento
BtCoV_279 2

BtRf-BetaCoV_He

SARS-CoV

SARS-

CoV_PUMCO02

BtSARS_Cov_YNLF



6 | POCG6F8 R1A_BCHKS3 - Replicase polyprotein 1a Bat coronavirus HKU3 BtCov_HKU3
(BtCoV) (SARS-like coronavirus HKU3)
E-value: 0.0
Score: 1596
Ident.: 95.4%
Positives : 98.7%
Query Length: 306
Match Length: 4376
7  POC6T7 R1A_BCRPS3 - Replicase polyprotein 1a Bat coronavirus Rp3/2004 BtCoV_Rp3_2
(BtCoV/Rp3/2004) (SARS-like coronavirus Rp3)
E-value: 0.0
Score: 1592
Ident.: 95.8%
Positives : 98.4%
Query Length: 306
Match Length: 4380

8 AOAOUIWHGO AOAQUIWHGO CVHSA - 2-O-methyltransferase BtRf- BtRf-BetaCoV_JL
BetaCoV/JL2012
E-value: 0.0
Score: 1589
Ident.: 94.8%
Positives : 98.4%
Query Length: 306
Match Length: 7068
9 | ADAO088DIEL AOA088DIEL1 9BETC - 2'-O-methyltransferase Bat Hp- Bat Hp-betaCoV
betacoronavirus/Zhejiang2013
E-value: 1le-140
Score: 1151
Ident.: 68.6%
Positives : 80.4%
Query Length: 306
Match Length: 7247
10  AOA1B3Q5W8 AO0A1B3Q5W8 9BETC - 2'-O-methyltransferase Rousettus bat RousBtCoV
coronavirus
E-value: 2.9e-105
Score: 887
Ident.: 52.3%
Positives : 71.2%
Query Length: 306
Match Length: 6973
11 EO0ZN43 E0ZN43_BCHKO - 2'-O-methyltransferase Bat coronavirus HKU9- BtCoV_HKU9-5-2
5-2
E-value: 2.2e-101
Score: 858
Ident.: 52.3%
Positives : 69.6%
Query Length: 306
Match Length: 6903
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12 E0ZN35

13 AOA023YA54

14  K9N638

15 T2B9I2

16 H USLR11

17  POC6U9

E0ZN35_BCHKS9 - 2'-O-methyltransferase Bat coronavirus HKU9-
5-1

E-value: 5.6e-101

Score: 855

Ident.: 51.0%

Positives : 69.9%

Query Length: 306

Match Length: 6923

AO0A023YA54 MERS - 3C-like proteinase BtVs-BetaCoV/SC2013
E-value: 2.7e-98

Score: 835

Ident.: 52.1%

Positives : 67.6%

Query Length: 306

R1A_MERSL1 - Replicase polyprotein 1a Middle East respiratory
syndrome-related coronavirus (isolate United
Kingdom/H123990006/2012) (Betacoronavirus England 1) (Human
coronavirus EMC)

E-value: 8.2e-95

Score: 809

Ident.: 50.6%

Positives : 66.8%

Query Length: 306

Match Length: 4391

T2B912_MERS - 3C-like proteinase Middle East respiratory
syndrome-related coronavirus (MERS-CoV)

E-value: 8.2e-95

Score: 809

Ident.: 50.6%

Positives : 66.8%

Query Length: 306

Match Length: 4391

US5LR11 9BETC - 3C-like proteinase Betacoronavirus
Erinaceus/VVMC/DEU/2012

E-value: 2.1e-94

Score: 806

Ident.: 51.1%

Positives : 65.4%

Query Length: 306

Match Length: 4454

R1A_CVM2 - Replicase polyprotein 1a Murine coronavirus (strain
2) (MHV-2) (Murine hepatitis virus)

E-value: 5.4e-92

Score: 788

Ident.: 50.7%

Positives : 65.4%

Query Length: 306

Match Length: 4416
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BtCoV_HKu9-5-1

BtVs-BetaCoV_SC

MERS1 BetaC

MERS-CoV

BetaCoV_Erinace

MuHepatitis



18

19

20

21

22

23

A3EXDS8

POC6T5

HO9AAGO

POC6V1

POC6T4

A3EXD8_BCHKS - 2'-O-methyltransferase Bat coronavirus HKUS-

2

E-value: 5.5e-92
Score: 788

Ident.: 50.0%
Positives : 67.1%
Query Length: 306
Match Length: 7179

R1A BCHKS5 - Replicase polyprotein 1a Bat coronavirus HKUS

(BtCoV) (BtCoV/HKU5/2004)
E-value: 1e-91

Score: 786

Ident.: 50.0%

Positives : 67.1%

Query Length: 306

Match Length: 4481

COKYY5 COKYY5 9BETC - 3C-like proteinase

coronavirus MHV-JHM.IA
E-value: 2.5e-91

Score: 783

Ident.: 50.7%

Positives : 65.0%

Query Length: 306

Match Length: 4473

Murine

H9AAGB0 9BETC - 3C-like proteinase Rabbit coronavirus HKU14

E-value: 4.8e-91
Score: 781

Ident.: 48.0%
Positives : 65.0%
Query Length: 306
Match Length: 7112

R1A_CVMJH - Replicase polyprotein 1a Murine coronavirus (strain

JHM) (MHV-JHM) (Murine hepatitis virus)

E-value: 8.7e-91
Score: 779

Ident.: 50.3%
Positives : 65.0%
Query Length: 306
Match Length: 4474

R1A_BCHK4 - Replicase polyprotein 1a Bat coronavirus HKU4

(BtCoV) (BtCoV/HKU4/2004)
E-value: 1.2e-90

Score: 778

Ident.: 49.7%

Positives : 66.1%

Query Length: 306

Match Length: 4434
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BtCoV_HKU5-2

R1A_BtCoV_HKU5_

MuCoV_JHM

RaCoV_HKU14

MuCoV _hepatitis

BtCoV_HKU4_2004



Anexo 2 Alineamiento completo de secuencias homolo6logas a MP" SARS-CoV-2.

SARS CoV2

BtCoV 279 2
BtRf-BetaCoV He
SARS-CoV
SARS-CoV_PUMC02
BtSARS Cov_YNLF
BtCov_HKU3
BtCoV_Rp3 2
BtRf-BetaCoV_ JL
Bat Hp-betaCoV
RousBtCoV
BtCoV_HKU9-5-2
BtCoV_HKu9-5-1
BtVs-BetaCoV_SC
MERS1 BetaC
MERS-CoV
BetaCoV_Erinace
MuHepatitis
BtCoV_HKU5-2
BtCoV_HKUS5
MuCoV_JHM
RaCoV_HKU14
MuCoV_hepat
BtCoV_ HKU4

SARS CoV2
BtCoV_279 2
BtRf-BetaCoV He
SARS-CoV
SARS-CoV_PUMCO02
BtSARS Cov_YNLF
BtCov_ HKU3
BtCoV_Rp3 2
BtRf-BetaCoV JL
Bat Hp-betaCoV
RousBtCoV
BtCoV_HKU9-5-2
BtCoV_HKu9-5-1
BtVs-BetaCoV_SC
MERS1 BetaC
MERS-CoV
BetaCoV_Erinace
MuHepatitis
BtCoV_HKU5-2
BtCoV_HKU5
MuCoV_JHM
RaCoV_HKU14
MuCoV_hepat
BtCoV HKU4

PR R RRRRRRPRRPRRPRRRRERRRRRRR PP

61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61

SGFRKMAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDVVYCPRHVICTSEDMLNPNYEDLLIR
SGFRKMAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDTVYCPRHVICTAEDMLNPNYEDLLIR
SGFRRMAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDTVYCPRHVICTAEDMLNPNYEDLLIR
SGFRKMAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDTVYCPRHVICTAEDMLNPNYEDLLIR
SGFRKMAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDTVYCPRHVICTAEDMLNPNYEDLLIR
SGFRKMAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDTVYCPRHVICTAEDMLNPNYEDLLIR
SGFRKMAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDTVYCPRHVVCTAEDMLNPNYDDLLIR
SGFRKMAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDTVYCPRHVICTAEDMLNPNYEDLLIR
SGFKKVAFPSGKVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDTVYCPRHVVCTVEDMLNPNYEDLLIR
SGIRKMSCPTGKVERCMVRVTCGTMTLNGLWLDNTVYCPRHVMCTPEELLAPDYDSILLR
AGLAKMAHPSGLVEPCIVKVSYGTMTLNGVWLNNYVLCPRHVLCTRDDLVNPDYQRLSMR
AGLTRMAHPSGLVEPCVVKVSYGSMTLNGVWLDNEVMCPRHVMCSRDELQNPDYARLSMR
AGLTRMAHPSGLVEPCVVKVSYGSMTLNGVWLDNEVMCPRHVMCSRDELQNPDYARLSMR
SGLVKMSHPSGAVEACMVQVTCGSMTLNGLWLDNYVWCPRHVMCPADQLNDPNYDGLLIS
SGLVKMSHPSGDVEACMVQVTCGSMTLNGLWLDNTVWCPRHVMCPADQLSDPNYDALLIS
SGLVKMSHPSGDVEACMVQVTCGSMTLNGLWLDNTVWCPRHVMCPADQLSDPNYDALLIS
SGLVKMAHPSGAVEQCIVQVTCGSMTLNGLWLDNIVYCPRHVMCPODQLVDPNYDALLNS
SGIVKMVFPTSKVEPCVVSVTYGNMTLNGLWLDDKVYCPRHVICSSADMTDPDYSNLLCR
SGLVKMAAPSGVVENCMVQVTCGSMTLNGLWLDNYVWCPRHVMCPADQLSDPNYDALLVS
SGLVKMAAPSGVVENCMVQVTCGSMTLNGLWLDNYVWCPRHVMCPADQLSDPNYDALLVS
SGIVKMVSPTSKVEPCVVSVTYGNMTLNGLWLDDKVYCPRHVICSSADMTDPDYPNLLCR
SGIVKMVSPTSKVEPCVVSVTYGNMTLNGLWLDDKVYCPRHVICSASDMTNPDYPNLLCR
SGIVKMVSPTSKVEPCVVSVTYGNMTLNGLWLDDKVYCPRHVICSSADMTDPDYPNLLCR
SGLVKMSAPSGAVENCIVQVTCGSMTLNGLWLDNTVWCPRHIMCPADQLTDPNYDALLIS

KSNHNFLVQAG---NVQLRVIGHSMONCVLKLKVDTANPKTPKYKFVRIQPGQTFSVLAC
KSNHSFLVQAG---NVQLRVIGHSMONCLLRLKVDTSNPKTPKYKFVRIQPGQTFSVLAC
KSNHSFLVQAG---NVQLRVIGHSMONCLLRLKVDTSNPKTPKYKFVRIQPGQTFSVLAC
KSNHSFLVQAG---NVQLRVIGHSMONCLLRLKVDTSNPKTPKYKFVRIQPGQTFSVLAC
KSNHSFLVQAG---NVQLRVIGHSMONCLLRLKVDTSNPKTPKYKFVRIQPGQTFSVLAC
KSNHSFLVQAG---NVQLRVIGHSMONCLLRLKVDTSNPKTPKYKFVRIQPGQTFSVLAC
KSNHSFLVQAG---NVQLRVIGHSMONCLLRLKVDTSNPKTPKYKFVRIQPGQTFSVLAC
KSNHSFLVQAG---NVQLRVIGHSMONCLLRLKVDTSNPKTPKYKFVRIQPGQTFSVLAC
KSNHSFLVQTG---NVQLRVIGHSMONCLLRLKVDTSNPKTPKYKFVRIQPGQTFSVLAC
KATHSFTVQYG---TAYLKVVSYKMTGSVLQLGVDQINPETPKYKFVRAKPGATFSVLAC
AANYDFHVSQN---GLNLRVTGHVMEGALLRLTVDATNPKTPAHSEVRVSTGQAISILAC
AANYDFHVSHN---GHNIRVIGHVMVGSLLKLTVDVNNPRTPAYSFIRVSTGQAMSLLAC
AANYDFHVSHN---GHNIRVIGHVMVGSLLKLTVDVNNPRTPAYSFIRVSTGQAMSLLAC
MTNHSFTVQKHVGAPANLRVIGHAMQGTLLKLTVDSPNPNTPAYTFTTVKPGASFSVLAC
MTNHSFSVOQKHIGAPANLRVVGHAMQGTLLKLTVDVANPSTPAYTFTTVKPGAAFSVLAC
MTNHSFSVQKHIGAPANLRVVGHAMQGTLLKLTVDVANPSTPAYTFTTVKPGAAFSVLAC
MTNHSFTIQRHGRSTANLRCTGHAMHGTLLKLTVDSANPETPAYTFTTIKQGSSFSVLAC
VISSDFCVMSG---RMSLTVMSYQOMQGSLLVLTVTLONPNTPKYSEFGVVKPGETFTVLAA
KTNLSFIVQKNVGAPANLRVVGHTMVGTLLKLAVESANPQTPAYTFTTVKPGASFSVLAC
KTNLSFIVQKNVGAPANLRVVGHTMVGTLLKLTVESANPQTPAYTFTTVKPGASFSVLAC
VITSSDFCVMSD---RMSLTVMSYQOMQOGSLLVLTVTLONPNTPKYSFGVVKPGETFTVLAA
VISSDFTIMSD---RMSLTVMSYQOMQOGCMLVLTITLONPRTPKYTFGVVKPGETFTVLAA
VISSDFCVMSD---RMSLTVMSYQMQGSLLVLTVTLONPNTPKYSEFGVVKPGETFTVLAA
KTNHSFIVQKHIGAQANLRVVAHSMVGVLLKLTVDVANPSTPAYTFSTVKPGASFSVLAC

62



SARS CoV2
BtCoV_279 2
BtRf-BetaCoV He
SARS-CoV
SARS-CoV_PUMCO02
BtSARS Cov_YNLF
BtCov_ HKU3
BtCoV _Rp3 2
BtRf-BetaCoV JL

Bat Hp-betaCoV

RousBtCoV
BtCoV HKU9-5-2
BtCoV_HKu9-5-1
BtVs-BetaCoV_SC
MERS1 BetaC
MERS-CoV
BetaCoV_Erinace
MuHepatitis
BtCoV_HKU5-2
BtCoV HKUS5
MuCoV_JHM
RaCoV_HKU14
MuCoV_hepat
BtCoV_HKU4

SARS CoV2
BtCoV_279 2
BtRf-BetaCoV He
SARS-CoV
SARS-CoV_PUMCO02
BtSARS Cov_ YNLF
BtCov_ HKU3
BtCoV _Rp3 2
BtRf-BetaCoV JL

Bat Hp-betaCoV

RousBtCoV
BtCoV HKU9-5-2
BtCoV_HKu9-5-1
BtVs-BetaCoV_SC
MERS1 BetaC
MERS-CoV
BetaCoV _Erinace
MuHepatitis
BtCoV HKU5-2
BtCoV HKU5
MuCoV_JHM
RaCoV_HKU14
MuCoV_hepat
BtCoV_HKU4

118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
121
121
121
121
118
121
121
118
118
118
121

178
178
178
178
178
178
178
178
178
178
178
178
178
181
181
181
181
178
181
181
178
178
178
181

* * K *
YNGSPSGVYQCAMRPNFTIKGSFLNGSCGSVGFNIDYDCVSFCYMHHMELPTGVHAGTDL
YNGSPSGVYQCAMRPNYTIKGSFLNGSCGSVGENIDYDCVSFCYMHHMELPTGVHAGTDL
YNGSPSGVYQCAMRPNYTIKGSFLNGSCGSVGENIDYDCVSFCYMHHMELPTGVHAGTDL
YNGSPSGVYQCAMRPNHTIKGSFLNGSCGSVGENIDYDCVSFCYMHHMELPTGVHAGTDL
YNGSPSGVYQCAMRPNHTIKGSFLNGSCGSVGENIDYDCVSFCYMHHMELPTGVHAGTDL
YNGSPSGVYQCAMRPNHTIKGSFLNGSCGSVGENIDYDCVSFCYMHHMELPTGVHAGTDL
YNGSPSGVYQCAMRPNHTIKGSFLNGSCGSVGENIDYDCVSFCYMHHMELPTGVHAGTDL
YNGSPSGVYQCAMRPNHTIKGSFLNGSCGSVGENIDYDCVSFCYMHHMELPTEVHAGTDL
YNGSPSGVYQCAMRPNYTIKGSFLNGSCGSVGENIDYDCVSFCYMHHMELPTGVHAGTDL
YNGMPAGVYQVAMRPNHTIKGSFLNGSCGSVGYTLGYDRVEFCYMHHMELPTGVHTGTDL
YDGIPAGVYTCTLRANGTLRAAFLCGSCGSPGEVMNGKEVQFCYLHQLELPNGTHTGTDM
YDGVPTGVYTCTLRSNGTLKASFLCGSCGSPGFVMNGKEVQFCYQHOLELPNGTHTGTDM
YDGVPTGVYTCTLRSNGTLKASFLCGSCGSPGFVMNGKEVQFCYQHOLELPNGTHTGTDM
YNGRPTGTFTVVMRPNHTIKGSFLCGSCGSVGYTKEGNVINFCYMHOMELANGTHTGSSF
YNGRPTGTFTVVMRPNYTIKGSFLCGSCGSVGYTKEGSVINFCYMHOMELANGTHTGSAF
YNGRPTGTFTVVMRPNYTIKGSFLCGSCGSVGYTKEGSVINFCYMHOMELANGTHTGSAF
YNGRPSGTYTVVMRPNSTIKGSFLCGSCGSVGYVKEGNVINFCYMHOMELSNGTHTGSSF
YNGKSQGAFHVTMRSSYTIKGSFLCGSCGSVGYVLTGDSVREVYMHQLELSTGCHTGTDF
YNGRPTGVEMVNMRONSTIKGSFLCGSCGSVGYTQEGNVINFCYMHOMELSNGTHTGCSF
YNGRPTGVEMVNMRONSTIKGSFLCGSCGSVGYTQEGNVINFCYMHOMELSNGTHTGCAF
YNGRPQGAFHVVMRSSHTIKGSFLCGSCGSVGYVLTGDSVREFVYMHOLELSTGCHTGTDF
YNGRPQGAFHVTMRSSFTIKGSFLCGSCGSVGYVLMGDCVKEVYMHQLELSTGCHTGTDF
YNGRPQGAFHVVMRSSHTIKGSFLCGSCGSVGYVLTGDSVREVYMHQOLELSTGCHTGTDF
YNGKPTGVEFTVNLRHNSTIKGSFLCGSCGSVGYTENGGVINEFVYMHOMELSNGTHTGSSF

* * kK

EGNFYGPEVDROTAQAAGTDTTITVNVLAWLYAAVINGDRWEFLNRFTTTLNDEFNLVAMKY
EGKFYGPEVDROTAQAAGTDTTITLNVLAWLYAAVINGDRWELNREFTTTLNDENLVAMKY
EGKFYGPEVDROTAQAAGTDTTITLNVLAWLYAAVINGDRWELNRFTTTLNDEFNLVAMKY
EGKFYGPEVDROTAQAAGTDTTITLNVLAWLYAAVINGDRWELNRETTTLNDENLVAMKY
EGKFYGPEVDROTAQAAGTDTTITLNVLAWLYAAVINGDRWEFLNRFTTTLNDENLVAMKY
EGKFYGPEVDROTAQAAGTDTTITLNVLAWLYAAVINGDRWEFLNRFTTTLNDENLVAMKY
EGKFYGPEVDROTAQAAGTDTTITLNVLAWLYAAVINGDRWELNRETTTLNDENLVAMKY
EGKFYGPEVDROTAQAAGTDTTITLNVLAWLYAAVINGDRWEFLNRFTTTLNDEFNLVAMKY
EGKFYGPEVDROTAQAAGTDTTITLNVLAWLYAAVINGDRWELNRFTTTLNDENLVAMKY
EGTFYGDEVDROTSQSAGSDNTLTLNVLAWLYAAVINGERWEFIVPQTCALTDENTAVLKY
HGAFYGPFEDKQVPQLASPDVTITVNVLAWLYAAVLSGESWEVTKLGITAAEFNTSAVKY
SGVEYGPFEDKQVPOLAAPDCTITVNVLAWLYAAVLSGENWFLTKSSITPAEFNNCAVKY
SGVEYGPFEDKQVPOQLAAPDCTITVNVLAWLYAAVLSGENWFLTKSSITPAEFNNCAVKY
DGNMYGAFQDROVHQAQLTDKYCTVNIVAWLYAAILNGCTWEFVKPSRTSVVSENEWAMAN
DGTMYGAFMDKQVHQOVQLTDKYCSVNVVAWLYAAILNGCAWFVKPNRTSVVSENEWALAN
DGTMYGAFMDKQVHQVQLTDKYCSVNVVAWLYAATILNGCAWFVKPNRTSVVSEFNEWALAN
DGNMYGNFQDROIYQAQLSDKHCTINVVAWLYAAVLNGCNWEVKPNKTGVAAFNEWALSN
SGNEFYGPYRDAQVVQLPVQODYTQTVNVVAWLYAAILNRCNWEVQSDSCSLEEFNVWAMTN
DGVMYGAFEDRQVHQOVQLSDKYCTINIVAWLYAAILNGCNWEVKPNKTGIATFNEWAMSN
DGVMYGAFEDRQVHQVQLSDKYCTINIVAWLYAATILNGCNWEFVKPNKTGIATFNEWAMSN
SGNEYGPYRDAQVVQLPVQDYTQTVNVVAWLYAAILNRCNWEVQSDSCSLEEFNVWAMTN
NGDFYGPYKDAQVVQLPVQODYVQSVNEVAWLYAATLNNCNWEVQSDRCSIEDYNVWAMSN
SGNEYGPYRDAQVVQLPVQODYTQTVNVVAWLYAAILNRCNWEVQSDSCSLEEFNVWAMTN
DGVMYGAFEDKQTHQLQLTDKYCTINVVAWLYAAVLNGCKWEFVKPTRVGIVTYNEWALSN
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SARS CoV2

BtCoV 279 2
BtRf-BetaCoV_He
SARS-CoV
SARS-CoV_PUMCO02
BtSARS Cov_ YNLF
BtCov_ HKU3
BtCoV_Rp3 2
BtRf-BetaCoV_JL
Bat Hp-betaCoV
RousBtCoV
BtCoV_HKU9-5-2
BtCoV_HKu9-5-1
BtVs-BetaCoV_SC
MERS1 BetaC
MERS-CoV
BetaCoV_Erinace
MuHepatitis
BtCoV_HKU5-2
BtCoV_HKU5
MuCoV_JHM
RaCoV_HKU14
MuCoV_hepat
BtCoV_HKU4

SARS CoV2

BtCoV 279 2
BtRf-BetaCoV He
SARS-CoV
SARS-CoV_PUMCO02
BtSARS Cov_YNLF
BtCov_ HKU3
BtCoV_Rp3 2
BtRf-BetaCoV_JL
Bat Hp-betaCoV
RousBtCoV
BtCoV_HKU9-5-2
BtCoV_HKu9-5-1
BtVs-BetaCoV_SC
MERS1 BetaC
MERS-CoV
BetaCoV Erinace
MuHepatitis
BtCoV_HKU5-2
BtCoV_HKUS
MuCoV_JHM
RaCoV_HKU14
MuCoV_hepat
BtCoV_HKU4

238
238
238
238
238
238
238
238
238
238
238
238
238
241
241
241
241
238
241
241
238
238
238
241

298
298
298
298
298
298
298
298
298
298
298
298
298
298
298
298
298
295
298
298
295
295
295
298

NYEPLTQDHVDILGPLSAQTGIAVLDMCASLKELLONGMNGRTILGSALLEDEFTPEFDVV
NYEPLTQDHVDILGPLSAQTGIAVLDMCAALKELLQNGMNGRTILGSTILEDEFTPFDVV
NYEPLTQDHVDILGPLSAQTGIAVLDMCAALKELLONGMNGRTILGSTILEDEFTPFDVV
NYEPLTQDHVDILGPLSAQTGIAVLDMCAALKELLONGMNGRTILGSTILEDEFTPEFDVV
NYEPLTQDHVDILGPLSAQTGIAVLDMCAALKELLONGMNGRTILGSTILEDEFTPFDVV
NYEPLTQDHVDVLGPLSAQTGIAVLDMCAALKELLQONGMNGRTILGSTILEDEFTPFDVV
NYEPLTQDHVDILGPLSAQTGIAVLDMCAALKELLQNGMNGRTILGSTILEDEFTPFDVV
NYEPLTQDHVDILGPLSAQTGIAVLDMCAALKELLONGMNGRTILGSTILEDEFTPFDVV
NYEPLTQDHVDILGPLSAQTGIAVLDMCAALKELLQNGMNGRTILGSTILEDEFTPFDVV
GYQSLTEDGVAALDPLVAQTGISVQTMCASLKDLLVHGMRGRCILSSPTLEDEFTPFDIV
MCQSVTEESLQVLQPLAAKTGVSVQRMLSSLKVLLSTGFCGKTIMGSCSLEDEHTPYDIG
MCQSVSSDSLQVLQPLAAKTGISVERMLSALKVLLSTGFCGRTIMGSCSLEDEHTPYDIG
MCQSVSSDSLQVLQPLAAKTGISVGRMLSALKVLLSTGFCGRTIMGSCSLEDEHTPYDIG
QFTEFIGT--HALDMLAVKTGVSVEQLLSAIQQL-NQGFQGKQILGSSMLEDEFTPEDVN
QFTEFVGT--QSVDMLAVKTGVAIEQLLYAIQQL-YTGFQGKQILGSTMLEDEFTPEDVN
QFTEFVGT--QSVDMLAVKTGVAIEQLLYAIQQL-YTGFQGKQILGSTMLEDEFTPEDVN
QFTEFVST--QALELLAVKTGVQIEQLLYSIQQL-NNGFQGNVILGSAMLEDEYTPEDVN
GFSSIKAD--LVLDALASMTGVTVEQILAAIKRL-YSGFQGKQILGSCVLEDELTPSDVY
QFTEFIGT--QSVDMLAHKTGVSVEQLLYAIQTL-HKGFQGKTILGNSMLEDEFTPDDVN
QFTEFIGT--QSVDMLAHKTGVSVEQLLYAIQTL-HKGFQGKTILGNSMLEDEFTPDDVN
GFSSIKAD--LVLDALASMTGVTVEQMLAAIKRL-HSGFQGKQILGSCVLEDELTPSDVY
GFSQIKSD--LVVDALASMTGVSLENLLAAIKRL-HKGFQGRQIMGSCAFEDELTPSDVY
GFSSIKAD--LVLDALASMTGVTVEQVLAAIKRL-HSGFQGKQILGSCVLEDELTPSDVY
QFTEFVGT--QSIDMLAHRTGVSVEQMLAAIQSL-HAGFQGKTILGQSTLEDEFTPDDVN

RQOCSGVTFQ
RQOCSGVTFQ
ROCSGVTFQ
ROCSGVTFQ
ROCSGVTFQ
RQOCSGVTFQ
ROCSGVTFQ
ROCSGVTFQ
ROCSGVTFQ
ROCSGVTLQO
ROMLGVTLQ
ROMLGVKLQ
ROMLGVKLQ
MQIMGVVMQ
MQIMGVVMQ
MQIMGVVMQ
MQOMMGVVMQ
OQLAGVKLQ
MQOVMGVVMQ
MQOVMGVVMQ
OQLAGVKLQ
OQLAGVKLQ
OQOLAGVKLQ
MQVMGVVMQ
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Anexo 3Secuencia de cDNA de MP™ del SARS-CoV-2

9781 @TT TTG CAG // AGT GGT TTT AGA AAA ATG GCA TTC CCA TCT GGT AAA GTT GAG GGT TGT ATG 9848
3261 VW L Q /s G F R K MoA F P 5 G K Vv E G C M 3238

9841 GTA CAA GTA ACT TGT GGT ACA ACT ACA CTT AAC GGT CTT TaG CTT GAT GAC GTA GTT TAC 9988
3281 Vv Q@ W T C G T T T L N G L W L D oD v v Y 33ee

9981 ToT CCA AGA CAT GTG ATC TGC ACC TCT GAA GAC ATG CTT AAC CCT AAT TAT GAA GAT TTA 99c@
3381 C P R H v oI C T 5 E D M L N P [ . E D L 332@

9961 CTC ATT CGT AAG TCT AAT CAT AAT TTC TTG GTA CAG GCT GGT AAT GTT CAA CTC AGG GTT 18818
3321 L I R K 5 N H N F L v Q A G NV Q L RV 334@

12l ATT GGA CAT TCT ATG CAA AAT TGT GTA CTT AAG CTT AAG GTT GAT ACA GCC AAT CCT AAG loese
3341 I G H 5 M Q N C W L K L K v D T A i P K 3368

18881 ACA CCT AAG TAT AAG TTT GTT CaC ATT CAA CCA GOA CAG ACT TTT TCA aTaG TTA GCT TGT 18148
3361 T P K ¥ K F W R I Q P a Q T F 5 v L A C 3388

1e1l4l TAC AAT GGT TCA CCA TCT GGT GTT TAC CAA TGT GCT ATG AGG CCC AAT TTC ACT ATT AAG 1leZee
3381 Y N G 5 P 5 G v oy Q cC A M R P M F T I K 34e8a

1@z2el GoT TCA TTC CTT AAT GGT TCA TGT GGT AGT GTT GGT TTT AAC ATA GAT TAT GAC TGT GTC 182ce
3481 G 5 F L N G 5 C G 5 W G F N I D Y D c v 3428@

18261 TCT TTT TGT TAC ATG CAC CAT ATG GAA TTA CCA ACT GGA GTT CAT GCT GGC ACA GAC TTA 183:za
3421 5 F C ¥ M H H M E L P T G v H A G T D L 3448

18321 GAA GGT AAC TTT TAT GGA CCT TTT GTT GAC AGG CAA ACA GCA CAA GCA GCT GGT ACG GAC 1le3Be
3441 E G N F ¥ @ P F W D R Q T A Q A A G T D 3468

18381 ACA ACT ATT ACA GTT AAT GTT TTA GCT Tag TTG TAC GCT GCT GTT ATA AAT GGA GAC AGG 18448
3461 T T I T W N W L A ] L ¥oA A W I i G D R 3488

le44l TG TTT CTC AAT CGA TTT ACC ACA ACT CTT AAT GAC TTT AAC CTT GTG GCT ATG AAG TAC 1leSee
3481 W F L N R F T T T L N D F N L vV A M KoY 3oee

18581 AAT TAT GAA CCT CTA ACA CAA GAC CAT GTT GAC ATA CTA GGA CCT CTT TCT GCT CAA ACT 1856
3581 N ¥ E P L T Q D H V D I L G P L s A Q T 352@

18561 GGA ATT GCC GTT TTA GAT ATG TGT GCT TCA TTA AAA GAA TTA CTG CAA AAT GGT ATG AAT 18628
3521 @ I A v L D M C A 5 L K E L L Q M G M M 354@

18621 GGA CGT ACC ATA TTG GGT AGT GCT TTA TTA GAA GAT GAA TTT ACA CCT TTT GAT GTT GTT 1lecse
3541 @ R T I L G 5 A L L E D E F T P F oD v v 3568

18681 AGA CAA TGC TCA GGT GTT ACT TTC CAA /7 AGT GCA GTG AAA AGA ACA ATC AAG GGT ACA CAC 1a74e
3581 R Q C 5 G voT F Q fF 5 A L ¢ R T I K G T H 3588
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Anexo 4. Tabla de posibles mutaciones en MP® SARS-CoV-2

Aminoacido Codon  Posible Codones que traducen el

mutacion aminoacido de la posible
mutacion

Ser46 UCu Ala GCU/GCC/GCA/GCG
Val GUU/ GUC/GUA/GUG
Pro CCU/ CCC/ CCAICCG
Arg CGU/ CGC/ CGA/ CGG
Gln CAA/ CAG

Met 49 AUG Leu CUU/ CUC/ CUA/ CUG

Asn 142 AAU Cys UGU/ UGC

His 164 CAT Gln CAA*/ CAG*

Met 165 AUG Leu CUU/ CUC/ CUA/ CUG*

Pro 168 CCA Ala GCU/ GCC/ GCA*/GCG
Ser UCU/UCC/UCA*/UCG

Phe 185 Uuu Tyr UAU*/ UAC

Arg 188 AGG  Lys AAA/ AAG*
Ala GCU/ GCC/ GCA/ GCG

Thr 190 ACA Val GUU/ GUC/ GUA/ GUG
lle AUU/ AUC/ AUA*

Ala 191 GCA  Ser UCU/UCC/UCA*/UCG
Pro CCU/ CCC/ CCA*/CCG
His CAU/ CAC
Tyr UAU/ UAC
Val GUU/ GUC/ GUA*IGUG

*Codones que representan una mutacion puntual de la proteasa MP™ en los nucleétidos de

los aa
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Anexo 5 Resultados Completos Docking Molecular

Proteasa Score S S(hbond) S(cho) S(metal) DE(clash) DE(tors) DE(cov) intcor RMS(heavy)
(PLP)
En Complejo con Carmofur
SILVESTRE | 67,91 -63,86 1.72 0.00 0.00 0.00 0.10 0.93 001 6.751
MET49LEU | 69.09 -80.46  0.00 0.00 0.00 0.00 0.19 11.00 0.02  3.540
HIS164GLN | 83.73 -85.86 0.56 0.00 0.00 0.00 0.23 3.38 0.01  4.099
MET165LEU | 78.17 -83.46 0.28 0.00 0.00 0.00 0.18 5.76 0.01 3.333
En Complejo Con N3
SILVESTRE | 120.07 -120.60 4.15 0.00 0.00 0.15 4.26 8.26 3.95 -
HIS164GLN | 115.15 -115.29 1.71 0.00 0.00 0.00 3.31 1.49 2.84 12.130
MET165LEU | 115.69 -122.64 2.70 0.00 0.00 0.00 4.28 11.49 4.99 18.469
PHE185 123.12 -123.90 3.21 0.00 0.00 1.10 3.90 7.99 4.80 11.358
PROSER 100.80 -101.72  2.06 0.00 0.00 0.42 3.49 5.01 5.10 12.932
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SERALA

SERPRO

THR

ARG188

MET49

ROALA

ALA191VAL

67.88

122.65

132.49

124.70

124.09

137.50

67.57

-714.94

-134.58

-134.10

-122.70

-119.01

-131.78

-82.69

4.14

1.31

2.92

1.94

3.49

4.62

3.58

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.11

0.00

0.00

0.00

1.17
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5.22

3.32

4.50

2.08

3.32

3.43

6.31

13.82

11.99

5.36

3.13

2.64

5.67

19.04

4.03

2.78

3.49

3.45

3.88

4.40

3.88

10.615

13.107

14.875

9.271
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