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RESUMEN

El coronavirus del sindrome respiratorio agudo grave tipo 2 (SARS-CoV-2), responsable de la enfermedad por
coronavirus 2019 (COVID-19), tiene similitudes estructurales y comparables mecanismos de patogenia con el virus
del SARS 2003 (SARS-CoV-1). En esta revisiéon buscamos identificar las caracteristicas y propiedades de la
glicoproteina estructural “Spike” (Proteina S) involucrada en los mecanismos por los que SARS-CoV-2 ingresa a la
célula, poniendo énfasis en las modificaciones del procesamiento enzimatico y los cambios conformacionales que
justifican la funcién de la proteina S en el reconocimiento con el receptor y la fusién de membrana (adsorcion y
penetracioén). También, nos proponemos indagar las diferencias que expliquen en parte el comportamiento
diferencial de ambos coronavirus mencionados, y las implicancias de la mayor afinidad que tiene SARS-CoV-2 por
el receptor Enzima Convertidora de Angiotensina 2 (ACE2) en comparacién a SARS-CoV-1. La importancia del
conocimiento estructural y funcional de la proteina radica ante todo en su utilidad para la identificacién de
segmentos potenciales para el desarrollo de vacunas especificas y de farmacos que intervengan en el proceso de
infeccion.

PALABRAS CLAVE: SARS-CoV-2, SARS-CoV-2 Glicoproteina Spike, SARS-CoV-2 Infeccion.
ABSTRACT

The severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2 (SARS-CoV-2), responsible for coronavirus disease 2019
(COVID-19), has structural similarities and comparable pathogenesis mechanisms with the SARS virus 2003 (SARS-
CoV-1). In this review we seek to identify the characteristics and properties of the structural glycoprotein "Spike"
(Protein S) involved in the mechanisms by which SARS-CoV-2 enters the cell, emphasizing enzyme processing
modifications and conformational changes that justify the function of protein S in receptor recognition and
membrane fusion (adsorption and penetration). Also, we propose to investigate the differences that explain in part
the differential behavior of both coronaviruses mentioned, and the implications of the greater affinity that SARS-
CoV-2 has for the receptor Angiotensin Converter Enzyme 2 (ACE2) compared to SARS-CoV-1. The importance of
the structural and functional knowledge of the protein lies above all in its usefulness for the identification of
potential segments for the development of specific vaccines and drugs involved in the infection process.

KEYWORDS: SARS-CoV-2, SARS-CoV-2 spike glycoprotein, SARS-CoV-2 infection.
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INTRODUCCION

Los coronavirus (CoVs) pertenecen a la familia
Coronaviridae y se clasifican en cuatro géneros (a-, B-, y-
, 0- coronavirus) (1,2). Estos causan enfermedades que
tienen manifestaciones respiratorias, gastrointestinales,
hepaéticas y neurolégicas; afectando animales y humanos
con variable severidad (3). Se caracterizan por ser
encapsulados, con un genoma que consta de una hebra
Unica (no segmentada) y positiva de ARN, de 26 a 32
kilobases de largo, siendo el genoma de ARN viral mas
largo conocido (1,4).

A la fecha hay siete CoVs humanos (HCoVs)
identificados, de los cuales cuatro son responsables de
infecciones respiratorias leves (229E, NL63,0C43 vy
HKU1) (1) yen un 10 a 15 % del resfriado comun (5).

La nueva enfermedad COVID-19 es causada por un
emergente 'coronavirus del sindrome grave agudo
respiratorio tipo 2" (SARS-CoV-2), que asi como el tipo 1
(SARS-CoV-1) y el “coronavirus del sindrome
respiratorio de oriente medio” (MERS-CoV), producen
una infeccién grave. El actual brote de SARS-CoV-2 se ha
extendido a tal punto que hoy es pandemia mundial y
tiene significativa mortalidad. Esto contrasta mucho con
los efectos leves de los otros coronavirus que afectan a
humanos.

Solo recientemente los coronavirus empezaron a
representar un problema de salud publica. No fue hasta
2002 que los coronavirus fueron ampliamente
reconocidos como una amenaza importante, cuando
comenzaron a aparecer casos de infeccién por
SARS-CoV-1, llegando a producir 8422 infectados y
causando 916 muertes (6). Luego, la emergencia de
MERS-CoV para el 2012 implic6 la infeccién de 1401
personas y la muerte de 543 personas en el mundo
(OMS, 2020).

La emergencia de estos nuevos CoVs tiene su explicacién
en su gran prevalencia, su amplia distribucién global, su
diversidad genética y el aumento de la interfaz humano-
animal, que promueve la zoonosis (7).

En general, los virus RNA se caracterizan por tener un
genoma que muta con facilidad, ya que la exonucleasa
de la ARN polimerasas no corrige los errores
nucleotidicos al replicar las particulas virales (8). Lo cual
explica su capacidad de emerger en nuevos
hospedadores y eludir la inmunidad inducida por
vacunas (9).

Asi pues, en la presente revisiéon se busca describir los
mecanismos de adsorcion y penetraciéon de SARS-CoV-2,
identificando la estructura y funcién de la glicoproteina
ligando S, para asi, comparar estos hallazgos con los de
SARS-CoV-1, estableciendo posibles diferencias que
expliquen la ventaja y la mayor infectividad de SARS-
CoV-2.

MACROESTRUCTURA

El didmetro de la particula viral varfa de
aproximadamente 60 a 140 nm (10). Estructuralmente
SARS-CoV-2 esta constituido por cuatro proteinas:
nucleocapside (N), membrana (M), envoltura (E) y Spike
(S) (10,11).

La proteina N est4 unida al ARN viral y se asocia con las
membranas celulares para realizar el ensamblaje del
viribn, por ello se encuentran en el reticulo
endoplasmico rugoso, donde participa en procesos
asociados al genoma viral, principalmente, en el ciclo de
replicacién viral, entre otros. La proteina N se encuentra
altamente fosforilada, y se sugiere que llevaria a cambios
estructurales que mejoren la afinidad por el ARN viral
(12,13).

La proteina M tiene un rol esencial en la determinacién
de la forma que presenta la envoltura del virus. Esta
proteina es capaz de unirse a todas las otras proteinas
estructurales, ayudando a mantener la curvatura de la
membrana y la wunién y estabilizacion de la
nucleocéapside (2).

La proteina E tiene un rol en la producciéon y
maduracién del virus, ya que participa en los procesos
de ensamblaje y liberacién de este (14).

La proteina S corresponde a la proteina ligando, que es
distintiva para cada coronavirus. Mide
aproximadamente 9 a 12 nm y da a los viriones la
apariencia de una corona, a lo que debe su nombre
(10,11).

CARACTERIZACION DE LA PROTEINA S
Y DE SUS SUBUNIDADES S1Y S2

La glicoproteina S (proteina S) esta categorizada como
proteina de fusién viral clase 1 (15).

Como tal, es responsable de la unién a un receptor del
huésped y luego de la fusién entre las membranas
lipidicas viral y celular.
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Estructuralmente se encuentra en la superficie del virién
como un homotrimero compuesto por tres cadenas
polipeptidicas idénticas (15,16,17).

La subunidad S1 se encarga de unir la proteina al
receptor, en la membrana de la célula hospedera y
estabilizar el estado conformacional previo a la fusién
de membranas (15,17).

A su vez, esta constituye la mayor parte del 4rea de
superficie de la proteina S e incluye el dominio de unién
al receptor (RBD), es decir el tramo de aminoacidos que
permite la unién al receptor. El receptor del huésped en
el caso de SARS-CoV-2 es la enzima convertidora de
angiotensina 2 humana (ACE2) (15). La cual esta
presente en varios tipos celulares, que harfan
vulnerables no sélo al pulmén, también a rifiones,
corazén, segmentos del tracto gastrointestinal, entre
otros (18).

En el estudio de modelos sobre la estructura cristalizada
de la proteina S al estar asociada al receptor ACE2 para
SARS-CoV-1 se observo que el RBD viral contiene un
motivo de unién a receptor (RBM) cuya caracteristica es
que este segmento se asocia a la superficie externa de
ACE2, generando enlaces intermoleculares. Este mismo
segmento se halla para SARS-CoV-2 (19).

También, se ha visto en estudios de criomicroscopia
electrénica que la localizacién de RMB para la proteina S
varia cuando se encuentra formando un homotrimero en
un estado previo a la fusién con ACE2. En el estado
“cerrado”, se observé que RBM para cada monémero se
encontraba menos accesible en la estructura trimétrica,
mientras que en su estado “semi abierto”, RBM en solo
uno de los mondémeros se encontraba expuesto. La
apertura de la proteina S se espera que sea necesaria
para la interaccién con el receptor ACE2 e iniciacién del
proceso de fusién de membrana. Se hipotetiza, a su vez,
que la proteina S de aquellos coronavirus mas
patogénicos (SARS-CoV-1, SARS-CoV-2, MERS) poseen
como propiedad la alternancia entre ambos estados
(20,21).

Cabe sefialar que para que la proteina cumpla su
funcién, es necesario que esta sea procesada por
proteasas de la célula huésped (2,15,25). Existen dos
sitios de procesamiento proteolitico, uno ubicado en la
interfaz 51/52 y otro ubicado en la subunidad S2.

El sitio ubicado en la interfaz S1/S2 es poli basico, esta
compuesto por residuos de arginina y no esta presente
en SARS-CoV-1. Su importancia radica en que permite
dejar ambas subunidades en la proteina S unidas por
medio de un enlace no covalentes, procesamiento que se
realiza posterior a su sintesis por medio de enzimas
furinas (15,26).
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Ademas, se plantea, a partir de experimentos in vitro,
que la presencia de este segmento es esencial para la
infeccién de células pulmonares (27). En cambio, el sitio
ubicado en la subunidad S2 se piensa que activa la
proteina S para la fusién de membranas. El mecanismo
propuesto es que luego de la unién a receptor, la escision
de este sitio expone el péptido de fusién (dominio
funcional de S2) encargado de anclar la proteina S a la
membrana celular. Una vez que se encuentra anclada,
tiene lugar la formacién del complejo HB-6 (2,26).

En relacién con lo anterior, la entrada de SARS-CoV-2 se
puede clasificar dependiendo del tipo de proteasa
celular que procese el sitio de clivaje S2. Una via, seria
dependiente de proteasas endosomales (catepsinas B/L),
mientra la otra, dependiente de proteasas de membrana
(Proteasa Transmembrana Serina 2 o TMPRSS?2) asociado
a furina, ampliamente expresada en tejido pulmonar y
bronquial. Al intervenir en la accién de ambas vias, se
inhibe la entrada de SARS-CoV 2 (23,25). Cabe aclarar
que ambas vias dependen de la endocitosis.

COMPARACION ENTRE PROTEINA S DE
SARS-COV2Y SARS-COV1

El analisis proteico comparativo entre las glicoproteinas
S de SARS-CoV-2 y SARS-CoV-1 permite identificar
cambios en la composicién de aminodcidos que permiten
entregar conocimiento relacionado con el
comportamiento diferencial entre ambos coronavirus,
como también sobre las relaciones evolutivas que ambos
virus comparten.

Al comparar ambas proteinas se hall6 una similitud
alrededor de 77% en su composiciéon aminoacidica y
para RBM un 50% de similitud (19,28). Ademas, se
identific6 la presencia de 22 aminoécidos variantes y un
total de 5 inserciones de grupos de aminoacidos. Estas
inserciones se relacionaron con cambios en el NTD, RBD
y en el sitio de escision S1 / S2, permitiendo el
procesamiento proteolitico por enzimas furinas (28).

En relacién con la subunidad S1, se observé que el RBD
es la porcién menos conservada entre los coronavirus
humanos, que comparte s6lo un 73% de similitud con el
SARS-CoV-1 y un 21%-25% de similitud con el resto de
los coronavirus y son estas las diferencias proteicas que
dictan, en parte, la especificidad del receptor del virus
(19).

Al comparar ambos dominios HR1 se observé una
similitud del 92,6%, no asi para el dominio HR2, que se
encuentra conservado. La diferencia entre ambos
dominios HR1 se presenta dentro de una region
relacionada con la fusién de dominios HR1 y HR2, que
contiene 8 residuos aminodacidos diferentes, los cuales



contribuirfan a fortalecer las interacciones entre ambos
dominios y a estabilizar la conformacién del complejo
HB-6 de SARS-CoV-2. . Este cambio estructural en la
secuencia de aminoacidos permite que se formen
interacciones mediante puentes salinos y puentes de
hidrégeno de menor longitud que en el SARS-CoV,
explicando las propiedades mencionadas. Ademas, esta
mayor afinidad entre ambos dominios aceleraria el
proceso de fusién de la membrana viral e incrementara
la infectividad (24).

La comparacién de estructuras 3D de las proteinas S
revel6 tener wuna secuencia semi conservada,
presentando en SARS-CoV-2 cuatro residuos mas
cargados positivamente y cinco residuos menos
cargados negativamente que SARS-CoV-1. A pesar de la
aparente pequefa diferencia de cargas entre las
proteinas S, las repercusiones en las fuerza
electrostaticas son notables. Esto debido a que el efecto
para un mondémero es amplificado por la distribucién de
proteinas presentes en una particula viral (29).

Tomando lo anterior en consideracién, cabe destacar que
en la fase de anclaje son las fuerzas electrostaticas las
que conducen la formacién de los complejos receptor-
ligando transitoria y no especifica, cuando el estado de la
proteina S es cerrado o no receptivo. Ya luego del
cambio conformacional que sufre la Proteina S, los tres
RBD se abren, presentando RBD para la formacién de un
complejo bien definido, estabilizado ya no solo por
fuerzas electrostaticas sino también interacciones no
polares e hidrofébicas (29).

En cuanto a las relaciones evolutivas, se ha propuesto, en
base a las caracteristicas estructurales conservadas que
presentan las diversas glicoprotema S de distintos
coronavirus, que SARS-CoV-2 posee maés cercania con
coronavirus encontrados en murciélago (RATGI13) y
pangolin (CoV-pangolin/GD) que con SARS-CoV-1,
insinuando un origen zoonético relacionado con estos
virus (2,20). No obstante, la similitud en la estructura
ligado-receptor formada por las proteinas SARS-CoV-1y
SARS-CoV-2 sustenta que ambos coronavirus comparten
un antepasado comun (20).

SUSCEPTIBILIDAD Y AFINIDAD CON ACE2
La susceptibilidad a la infeccién viral estd determinada
por la afinidad de RBD hacia el receptor del huésped
celular (19). La calidad de la interaccién
receptor/ligando, por ende, determina el rango
hospedero del virus, asi como también la capacidad de
transmitirse entre una misma y entre distintas especies.
Adaptaciones de RBD al receptor ACE2 han dotado a
SARS-CoV-2 la capacidad de infectar y propagarse entre
humanos (19, 2).

En este sentido, andlisis de diversos estudios y
experimentos sugieren que la proteina S en SARS-CoV-2
posee mayor afinidad por el receptor ACE2 que para la
proteina S en SARS-CoV-1 (15,21,23), lo que podria estar
relacionado con una mayor transmisibilidad del virus
entre humanos. No obstante, a pesar de poseer distintas
afinidades, ambas proteinas forman un complejo
proteina-receptor similar (15,23).

Se desconoce exactamente qué cambios moleculares
explican el salto entre especies, sin embargo, por medio
del estudio de estructuras cristalizadas se visualizaron a
nivel molecular nuevas interacciones entre RBM de
SARS-CoV-2 y ACE2 no vistas para SARS-CoV-1, que
explican una mayor afinidad por el receptor, vy,
posiblemente, den cuenta de los aminoécidos
involucrados en la transmisién zoonética (unién a ACE2
humano) (20, 30).

Se destacan cambios en las interacciones para los sitios
de unién a virus en ACE2 (Hotspots 31 LYS y 353 LYS),
cambios estructurales en RBD, la emergencia de un
“bolsillo” hidrofébico para RBM que conlleva nuevos
enlaces (en presencia de Phe 486 y TYR 489) y la
inclusién de aminoacidos 481-485 (alias, loop P1’/p2')
asociado a una conformacién espacial diferencial de
RBM exclusivo para RaTG13 y SARS-CoV-2 que permite
una mayor cantidad de enlaces tipo fuerzas de Van der
Waals con el receptor (23,28,31). Estos cambios, junto con
la presencia de un sitio de clivaje para enzimas furina
(20), se relacionan con una mayor interaccién molecular
y afinidad hacia el receptor, y posiblemente con una alta
tasa de transmisibilidad. Ademas, se especula que la
presencia del sitio de clivaje para furina se podria
relacionar con la expansién del tropismo celular, la
transmisibilidad e incluso un cambio en la patogenicidad
del virus (15, 26). Se ha observado en estudios in vitro
que la modificacibn de estos aminodcidos o la
eliminacién del sitio de clivaje S1/52 modifica la
susceptibilidad del virus a ciertos tipos celulares (15,20).

CONCLUSIONES
El estudio de la proteina S de SARS-CoV-2 presenta
especial relevancia dado que permite explicar cémo el
virus infecta, qué cualidades de la proteina hacen
distintivo a este virus en comparacién a SARS-CoV-1,
qué tejidos son susceptibles de ser infectados, que
organismos son capaces de enfermar por el virus, cudl es
el origen del virus mismo, entre otras preguntas. En este
sentido, abordamos 3 focos que entregan informacién
para responder a las  preguntas planteadas:
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Las caracteristicas estructurales y proteicas de la
glicoproteina S que estan involucradas en el
mecanismo de entrada a la célula de SARS-CoV-2,
la mencién de las caracteristicas exclusivas para
SARS-CoV-2 en contraste con SARS-CoV-1 vy la
relacion que existe entre las caracteristicas
moleculares de la union ligando-receptor con la
susceptibilidad y tasa de transmision del virus.

Recalcamos que la entrada de SARS-CoV-2 a
células susceptibles es un proceso concertado entre
la union a ACE2 y el procesamiento proteolitico de
la proteina S, que promueven la adsorcién y
penetracion viral. Esencialmente la glicoproteina S,
que forma un homotrimero protruyendo de la
superficie viral, tiene dos subunidades: una
encargada de la union al receptor (S1), por medio de
RBD, y la otra de la mecanica de la fusion de

membranas (S2). En adicion, la adhesion
electrostatica a superficies, el reconocimiento y
anclaje a receptor ACE2, los cambios

conformacionales precedidos a la escision entre S1
y S2 (furina) y en S2 (TMPRSS2, Catepsina L/B)
relacionados con la separacion de las subunidades y
la exposicion del péptido de fusion, y la
conformacion del ndcleo de fusion HB-6 resultan
ser procesos esenciales que permiten la adsorcién y
penetracion de SARS-CoV-2.

Al momento de comparar las proteinas S para
SARS-CoV-2 y SARS-CoV-1 destacamos que las
principales diferencias se hallaron para RBD, HR1
y en un segmento con propiedades -eléctricas,
ademéas de la presencia del sitio poli basico en
S1/S2. Estas diferencias estan involucradas en
propiedades intrinsecas de la proteina S para SARS-
CoV-2, tal como una mayor afinidad entre RBD y el
receptor ACE2, la conformacion de un nucleo de
fusiobn mas estable y una mayor capacidad de
adherencia inespecifica a superficies.

Ahondando en las diferencias comparativas
encontradas para RBD, SARS-CoV-2 presenta
mutaciones gque conllevan asociadas la formacion de
enlaces méas estrechos y méas numerosos con el
receptor ACE2. El aumento de la afinidad por el
receptor es probable que esté asociado a un
incremento en la tasa de transmision y en una mayor
infectividad por parte del virus.
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Las mutaciones y diferencias mencionadas son
fuente de variabilidad del virus (32), las cuales
causan permanente preocupacion, por lo que se debe
estar constantemente pesquisando estas variables,
secuenciando el genoma en pos de identificar
cambios que impliquen una mayor infectividad del
virus.

Entre las limitaciones que tiene estudiar a SARS-
CoV-2, mediante el enfoque trabajado en esta
revision, es que la bulsqueda se realizd sin
metodologia referente a la fecha de publicacion de
los articulos, los cuales fueron admitidos por la
informacién que aportan, y dada la gran cantidad de
informacion emergente y la variabilidad propia del
virus, se corre el riesgo de que la informacién
trabajada aqui puede ser obsoleta en poco tiempo.
Sin ir mas lejos, estudios prospectivos de secuencias
registradas en la base de datos “Global Initiative on
Sharing  All  Influenza  Data”  (GISAID),
identificaron una variacion de 4 nucleotidos en el
genoma viral de SARS-CoV-2 que podria explicar
un aumento en la tasa de infectividad y un
incremento aparente en la carga viral. Esta nueva
cepa viral habria desplazado en prevalencia a la
anterior (32). Esto da cuenta de lo rapido que puede
cambiar la proteina S, dando cuenta de lo
mencionado.

El estudio de la estructura y propiedades de la
glicoproteina S, asi como las interacciones
moleculares entre el virus y el receptor del huésped,
permiten identificar las zonas o etapas que pudiesen
ser objetivo de un tratamiento especifico y eficaz,
interviniendo en su patogenia (23). Ademas, dado
que la proteina S es crucial en la infectividad de
SARS-CoV-2, por su exposicién y especificidad se
ha propuesto que es posiblemente inmunogénica
(33) y se requiere mayor estudio para el desarrollo
de vacunas.
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Figura 1: Representacion grafica no a escala de las subunidades S1 y S2, junto con los dominios relevantes
en este contexto y ambos sitios de escision indicados por flechas. La superposicion de los dominios CTD,
RBD y RBM indican que uno (rectangulo menor) esta contenido sobre el otro (rectangulo mayor). formando
parte de este. S1. Subunidad 1; S2, Subunidad 2; NTD, Dominio N Terminal; CTD, Dominio C Terminal;
RBD, Dominio de Unién a Receptor; RBM, Motivo de Unién a Receptor; PF, Péptido de Fusion; HR1,
Region Heptada Repetida 1; HR2, Region Heptada Repetida 2; TM, Dominio Transmembrana; S1/S2, Sitio
de Escision S1/S2;S2°, Sitio de Escision S2. Elaboracion propia, modificado de (20,24,25).
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