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Introduccion. El 18 de marzo se reporta el primer caso de infec-
cion 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 pais.

Objetivo. Analizar in silico las mutaciones detectadas en las se-
cuencias aisladas en El Salvador. Metodologia. Se utilizo la platafor-
ma SOPHIA-DDM-V5.7.10., para la determinaciéon de las variantes
por mutaciones con sentido erroneo. Se utilizé la plataforma Nexclade
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beta v0.8.1.; se visualizé 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 imagenes de los detalles molecula-
res de las proteinas se utiliz6 Pymol-v1.7.2.3.

Resultados. Los cristales de la proteina S silvestre y mutada
muestra diferencias a nivel molecular, incluyendo la pérdida de in-
teracciones entre el residuo G614 del dominio S1 y la treonina 859
de dominio S2, favoreciendo de esta manera la conformacién abierta
de la proteina S, la cual es necesaria para la interaccion de S con el
receptor ACE2.

Conclusién. Los hallazgos confirman el predominio de la varian-
te D614G en este grupo de secuencias, lo cual probablemente favo-
rece su transmisibilidad, que puede explicarse por la configuracion
de los sitios de unién con receptor ACE2. El predominio mundial de
la D614G y las evidencias de laboratorio y bioinformaticas publicadas
hasta la fecha, apuntan hacia una posible mayor infectividad y trans-
misibilidad.

Palabras clave: SARS-CoV-2, D614G, NGS, 2019-nCoV, COVID-19.

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 iso-
lated 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 va-
riants 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 mu-
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tant 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 bioin-
formatic and laboratory evidences published up to date, show a pos-
sible higher infectivity and transmissibility conferred by the variant
D614G detected in the sequence of SARS-Cov-2 in El Salvador.

Keywords: SARS-CoV-2, D614G, mutacion, 2019-nCoV, COVID-19.

Introduccion

El SARS-CoV-2 fue identificado por primera vez en Wuhan,
Hubei, China en diciembre del 2019 en un brote de un mercado de
mariscos. El primer caso en EUA, fue confirmado en el estado de
Washington D.C. el 20 de enero del 20201,2. El 18 de marzo se re-
porta el primer caso de infecciéon por SARS- CoV-2 confirmado en
El Salvador3. A partir del primer caso de infeccién por SARS-CoV-2
en Wuhan, se analizé el genoma viral completo, revelando que el
virus estaba mads estrechamente relacionado con un grupo de coro-
navirus similares al SARS encontrado previamente en murciélagos
en China4. Durante el afio 2020 el SARS-CoV-2 se extendié de ma-
nera progresiva y sostenida por todo el mundo; en marzo se reporto
el primer caso de infeccién por SARS- CoV-2 en El Salvador3 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 mutaciéon D614G.

Los coronavirus del género Betacoronavirus infectan solo a ma-
miferos pudiendo causar enfermedades respiratorias y gastroente-
ritis5. Los coronavirus HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-OC43 y
HKU1 clasicamente han causado afecciones respiratorias leves en
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humanos4,5. Sin embargo, dos virus altamente patégenos, SARS-
CoV y MERS-CoV causan en humanos sindrome respiratorio seve-
ro agudo en humanos5,6.

Los coronavirus forman particulas esféricas o pleomdrficas en-
vueltas de 100 a 160 nm de didmetro, contienen un genoma de ARN
monocatenario (ssSRNA) de sentido positivo, con un tamafio entre
27 a 32 kb. El genoma de SARS-CoV-2, de aproximadamente 30 kb,
codifica para 14 marcos de lectura abierto (ORF del inglés Open
Reading Frame). En el extremo 5’ del genoma viral, los primeros son
los ORFla y ORF1lab, que ocupan aproximadamente dos tercios de
la longitud total del genoma, codifican para poliproteinas que ayu-
dan a controlar los ribosomas del huésped para su propio proceso de
traduccion, los que se procesan autoproteoliticamente en 16 protei-
nas no estructurales que forman el complejo replicasa-transcripta-
sa. Un desplazamiento del marco de lectura entre ORFla y ORF1b
conduce a la produccion de dos polipéptidos: ppla y pplab. Estos
polipéptidos son procesados por proteasas similares a quimotripsina
codificada viralmente (3CL pro) o proteasa principal (M pro) y una
o dos proteasas similares a la papaina en 16 NSPs (NSP1- NSP16).
Este complejo replicasa-transcriptasa consta de multiples enzimas,
incluida la proteasa similar a la papaina (NSP3), la proteasa princi-
pal (NSP5), el complejo primasa NSP7-NSP8, la ARN polimerasa
primaria dependiente 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),
ademas nueve factores accesorios putativos7-10.

Se sabe que el SARS-CoV-2 tiene al menos seis proteinas acce-
sorias (3a, 6, 7a, 7b, 8 y 10) segun la anotacién actual (GenBank:
NC_045512.2). Sin embargo, aun no se ha verificado experimental-
mente la expresion de los ORFs y no esta claro qué genes accesorios
se expresan realmente a partir de este genoma compactoll. Muchas
de estas proteinas funcionales y estructurales virales tienen una fun-
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cion ya definida; sin embargo, algunas atn estan pendientes de defi-
nir su funcién10.

La entrada del SARS-CoV-2 en la célula hospedadora es media-
da por la glucoproteina transmembrana Spike (S) que forma homo-
trimeros (Figura 1) que protruyen en la superficie viral12.

Con un tamano de 180-200 kDa, la proteina S consta de un ex-
tremo N-terminal externo, un dominio transmembrana (TM) an-
clado en la membrana viral y un extremo corto C-terminal (CT)13.
El nimero total de residuos de aminodcidos de la proteina S es de
1273 aa y consta de un péptido sefial (aminodcidos 1-13) ubicado
en el extremo N-terminal, la subunidad S1 (residuos 14- 685) y la
subunidad S2 (residuos 686-1273). En la subunidad S1 se encuentra
un dominio N-terminal (residuos 14-305) y una regién de union al
receptor de dominio (RBD, por sus siglas en ingles Receptor Bin-
ding Domain) (319-541 residuos). En la subunidad S2 encontramos
el péptido de fusion (residuos 788-806), la secuencia de repeticion
de heptapéptido 1 (HR1) (residuos 912-984) HR2 (residuos 1163-
1213), el dominio transmembrana o TM (residuos 1213-1237), el
dominio citoplasmatico (residuos 1237-1273) y el péptido de fusion
(FP) (residuos 788-806)14. Los trimeros de la proteina S forman vi-
sualmente los caracteristicos bulbos en forma de corona que rodea
la particula virall5. La estructura atémica tridimensional del homo-
trimero S del SARS-CoV-2 (figura 1.A) ha sido resuelta por micros-
copia crioelectrénica, revelando diferentes conformaciones del do-
minio RBD de la proteina S en dos estados: abierto y cerrado16,17.

El RBD de la region distal de S1 es un domino de unién al re-
ceptor celular y contribuye ademas a la estabilizacion del estado de
prefusion de la subunidad S2, anclada ala membrana que contiene la
magquinaria de fusiéon18,19. Para todos los CoVs, S se escinde adicio-
nalmente por proteasas del hospedador en el denominado sitio S20,
ubicado antes del péptido de fusién20,21. Se ha propuesto que esta
escision activa la proteina para que se fusione con la membrana a
través de amplios e irreversibles cambios conformacionales22 Como
resultado, la entrada del coronavirus en las células susceptibles es
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un proceso complejo que requiere la accidon concertada de union al
receptor y procesamiento proteolitico de la proteina S para lograr
finalmente la fusion virus-célula.

Cada una de los RBD de los monémeros o protémeros de pro-
teina S1 que forman la espicula del SARS-CoV-2 puede individual-
mente adoptar una conformacion abierta o cerradal2,16.

El sitio de unidn al receptor en la proteina S estd parcialmente
oculto en la conformacion cerrada; en la forma abierta, por el con-
trario, dicho sitio de interaccion queda expuesto y puede interactuar
con el receptor ACE2, permitiendo la unién del virus a la membrana
de la célula y facilitando finalmente la entrada del virus23,24. En la
proteina S silvestre el porcentaje de protomeros que se encuentran
en configuracion abierta es del 18 % y cerrada 82 %, lo anterior fa-
vorecido por las interacciones 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 ACE225. (Figura 1.B)

Metodologia

Las secuencias analizadas registradas en la plataforma Global
Initiative on Sharing All Influenza Data (GISAID por sus siglas en
inglés)26 fueron obtenidas a partir de eluidos de ARN de secrecion
nasofaringea de pacientes positivos a la prueba de QRT-PCR para
SARS-CoV-2, diagnosticados en el Laboratorio Nacional de Salud
Publica del Instituto Nacional de Salud (INS) y la Secciéon de Virolo-
gia y Microbiologia Molecular, Departamento de Microbiologia de
la Facultad de Medicina, Universidad de El Salvador.

La secuenciacion fue realizada en la Seccién de Virologia y Mi-
crobiologia Molecular, Departamento de Microbiologia de la Facul-
tad de Medicina, Universidad de El Salvador, empleando el método
de secuenciacion con enfoque de amplicones. Se utiliz6 una variante
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de reacciones de PCR multiplex de dos grupos con el kit de Paragon
CleanPlex® SARS-CoV-2 by SOPHiA. Para la secuenciacion se utili-
z6 la plataforma MiniSeq Illumina segtin consta en los registros de
GISAID para las secuencias de El Salvador.

Para la determinacion de las variantes por mutaciones con sen-
tido erroneo se utilizo la plataforma bioinformatica SOPHiA-DDM-
V5.7.10. Para la verificacion de las mutaciones, las secuencias fueron
analizadas en la plataforma GISAID27 y Nexclade beta v0.8.1. Los
SNPs con sentido erréneo se tabularon asociados al gen afectado y el
respectivo cambio de aminodcido. Obtenidos los SNPs se escogio6 la
variante D614G encontrada en todas las secuencias que actualmente
esta siendo ampliamente estudiadas. Para ello se analizo mediante la
visualizacién y comparacion de la proteina S silvestre (D614: PDB
ID: 6VXX) y de la variante mutada (D614G:PDB ID: 6XS6 ), que
fueron descargadas del Protein Data Bank28 para el modelamiento
y generacion de imagenes de los detalles moleculares de las proteinas
silvestre y mutada, se utilizé Pymol-v1.7.2.3.

El protocolo de investigacion fue sometido y aprobado por el co-
mité de ética local del Instituto Nacional de Salud. Las muestras fue-
ron manejadas con un nimero de referencia para resguardar la iden-
tidad de las personas 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, EP1_ISL_671974, EPI_ ISL_671978, EPI_ISL_672012.

Resultados

Se analizaron los genes E, M, N, ORF10, ORF1a, ORF1lab, ORF3a,
ORF6, ORF7a, OR-F7b, ORES, S, dentro de los cuales se identificaron
un total de 27 polimorfismos de un solo nucleétido (SNP). Desde 10
y hasta 15 mutaciones con sentido erréneo en cada una de las seis se-
cuencias, algunos de los SNPs comunes entre las secuencias. Ademas,
la mayoria de los SNP identificados fueron sin sentido (missense)
implicando el cambio de aminodacido. Las secuencias, basadas en los
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SNP identificados, se agruparon en un solo patrén variante, impulsa-
da principalmente por SNP ubicados en la region S, NSP2, NS3 y gen
S, presentando las mutaciones A23403G (SD614G), C1059T (NSP-
2T265I) y G25563T (NS3Q57H). Se puede observar que la mutacion
D614G esta presente en todas las secuencias. (Ver tabla 1)

Discusion

Las seis secuencias aisladas de pacientes salvadorenios (Tabla 1)
fueron clasificadas en el clado Nextstrain 20C, presentando las muta-
ciones A23403G (SD614G), C1059T (NSP2T2651) y G25563T (NS-
3Q57H). Las variantes del SARS- CoV-2 con la mutacién SD614G
(clados GISAID G, GH y GR) en la proteina S predominan actual-
mente a nivel mundial29.

La mutacién SD614G tiene dos consecuencias. Primero, el resi-
duo G614 dificulta la formacion de interacciones (puentes de hidro-
geno) con la treonina 859 (T859) en S2, debilitando de esa manera
la unién entre dos protémeros diferentes y reduciendo la compacta-
cion del trimero de proteina S.

Segundo, provoca la reduccion de la distancia entre el residuo
G614 y A647 dentro de cada protémero S, favoreciendo el estado
abierto del dominio RBD25 (Figura 1.C). A diferencia de la variante
SD614 cuyo porcentaje de protomeros en conformacion abierta es
del 18 %17, en la SG614 el 54 % de los protémeros se encuentran en
conformacion abierta encontrandose el dominio RBD mas accesible
para interactuar con el receptor ACE225.

Los estudios con modelos celulares que expresan ACE2 mostraron
que los viriones que llevan SG614 entran en células que expresan ACE2
mas eficientemente que aquellos con SD614. Este aumento de la entrada
se correlaciona con menos desprendimiento del dominio S1 y una ma-
yor incorporacion de proteina S en el virién. Por otro lado, las variantes
no estan relacionadas con el desarrollo de un cuadro clinico mas seve-
ro30, ni afectan la potencia de anticuerpos contra SARS-CoV-231.
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Figura 1. Estructura tridimensional de la proteina S de SARS-CoV-2
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Este estudio abarca tunicamente seis secuencias. Es necesario
continuar la secuenciaciéon de muestras representativas del pais que
permitan establecer la prevalencia de la misma y explicar la transmi-
sibilidad, ademads del comportamiento de las variedades clinicas de
la enfermedad que se han presentado en el pais.

Conclusiones

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

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

Al igual que a nivel mundial, los hallazgos confirman también
el predominio de la variante D614G en este grupo de secuencias,
que puede explicarse por la configuracion de los sitios de unién con
receptor ACE2, lo cual probablemente favorece su transmisibilidad.

Es necesario continuar con los estudios de secuenciacion de ge-
nomas completos para confirmar de manera definitiva la prevalencia
de la variante D614G en El Salvador y otras que puedan presentarse.
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Por otro lado, también es necesario continuar atentos a las evi-
dencias clinicas, de laboratorio y bioinformaticas que confirmen
el papel de la mutaciéon D614G en la infectividad y transmisi-
bilidad de SARS-CoV-2. El analisis de las otras mutaciones en-
contradas sera objeto de nuevas publicaciones que son necesarias
para comprender el comportamiento epidemioldgico y clinico de
la enfermedad en el pais, con el objeto de emprender estrategias
para su abordaje integral, contribuir a la vigilancia gendémica a
nivel mundial y a generar informacidén util para el disefio de va-
cunas y farmacos blanco.

Se reconoce el apoyo de las maximas autoridades de la Univer-
sidad de El Salvador, Instituto Nacional de Salud y Ministerio de
Salud.

Agradecimientos especiales a la Seccion de Virologia del Depar-
tamento de Microbiologia, Facultad de Medicina, Universidad de El
Salvador, y a la Seccién de Virologia del Laboratorio Nacional de
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