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Resumen

SARS-CoV-2 es un coronavirus zoon6tico cuyo impacto se extiende mas alla del ambito
de la salud humana, pues se ha reportado infeccion natural y experimental en animales,
siendo el grupo de mamiferos el mas afectado para ambos casos (1). Esta situacion es
preocupante, puesto que no solo los animales domésticos estan en riesgo sino también
los que habitan ambientes naturales como el habitat acudtico. Se ha reportado la
presencia de SARS-CoV-2 en aguas residuales (2), lo que puede contribuir con la
dispersion del virus por cuerpos de agua dulce y salada. También, la interaccion directa

entre personas y fauna marina facilita la propagacion de SARS-CoV-2 (3).

Dado el potencial de SARS-CoV-2 de afectar la biodiversidad, los estudios in silico
contribuyen a predecir la susceptibilidad de diversas especies al virus. Por ejemplo,
mediante el andlisis comparativo de secuencias de ACE2, se detectd a los mamiferos
marinos como muy susceptibles (4,5). Algunos de estos mamiferos marinos son
especies presentes en Per(; sin embargo, aun no existen estudios enfocados en la
diversidad de mamiferos acuaticos de Pert. Ademas, el descubrimiento de nuevas
proteinas involucradas en el reconocimiento y procesamiento del virus sugiere la
importancia de realizar un estudio in silico integral para este grupo de animales. Por lo
tanto, el presente trabajo tiene como objetivo determinar la susceptibilidad a
SARS-CoV-2 de mamiferos acudticos del Peri que habitan cuerpos de agua dulce y
salada en base al nivel de conservacion de residuos claves para la unién de Spike en los
receptores ACE2, NPR1 y AGTR2, y en las proteasas furina, TMPRSS2, catepsinas
B/L (6) y TMPRSS4 (7). Para ello, se realizara una comparacion de las secuencias de

los ortélogos de estas proteinas. Ademas, se incluiran modelos 3D de interaccion de los



complejos spike-receptor y spike-proteasa, y el calculo de la energia libre de unién de
los mismos, variables que aun no han sido integradas en su conjunto en los trabajos de
investigacion in silico. De esta manera, la estimacion de la susceptibilidad de las
especies de interés al virus motivaria futuros estudios in vitro e in vivo 'y contribuiria al

entendimiento del impacto de SARS-CoV-2 en la biodiversidad acuética.
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Abstract

SARS-CoV-2 is a zoonotic coronavirus whose impact extends beyond the field of
human health, since natural and experimental infection in animals has been reported,
with the mammalian group being the most affected in both cases (1). This situation is
alarming, since not only domestic animals are at risk but also those that inhabit natural
environments such as aquatic habitats. The presence of SARS-CoV-2 has been reported
in wastewater (2), which may contribute to the spread of the virus in fresh and salt water
bodies. Also, direct interaction between humans and marine wildlife facilitates the

spread of SARS-CoV-2 (3).

Given the potential of SARS-CoV-2 to affect biodiversity, in silico studies help to
predict the susceptibility of various species to the virus. For example, by comparative
analysis of ACE2 sequences, marine mammals were detected as highly susceptible
(4,5). Some of these marine mammals are species present in Peru; however, there are
still no studies focused on the diversity of aquatic mammals in Peru. In addition, the

discovery of new proteins involved in virus recognition and processing suggests the



importance of performing a comprehensive in silico study for this group of animals.
Therefore, the present work aims to determine the susceptibility to SARS-CoV-2 of
Peruvian aquatic mammals inhabiting freshwater and saltwater bodies based on the
level of conservation of key residues for Spike binding, present in ACE2, NPR1 and
AGTR?2 receptors, and in furin, TMPRSS2, cathepsins B/L (6) and TMPRSS4 (7)
proteases. For this purpose, a comparison of the sequences of the orthologs of these
proteins will be performed. In addition, 3D models of interaction of spike-receptor and
spike-protease complexes will be included and the calculation of their binding free
energy, variables that have not yet been integrated as a whole in in silico research
works. Thus, estimating the susceptibility of the species of interest to the virus would
motivate future in vitro and in vivo studies and contribute to the understanding of the
impact of SARS-CoV-2 on aquatic biodiversity.
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Estado del arte

1. Aspectos generales de la infeccion por SARS-CoV-2

El coronavirus de tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo severo
(SARS-CoV-2) se ha diseminado alrededor del mundo y representa en la actualidad
aproximadamente 390 millones de casos de infectados (8). Respecto a su origen,
algunos estudios lo atribuyen al murciélago, mientras que el pangolin y la civeta serian

los agentes intermediarios (9).

En relacion a la epidemiologia, es capaz de infectar a animales y humanos e inclusive
los contagios pueden ocurrir a través de individuos asintomaticos infectados (9). La
principal forma de transmision es a través de gotas y aerosoles tras contacto directo o en
espacios cerrados, pero también se puede diseminar a través de la orina y heces. Los
sintomas mas comunes descritos en humanos son fiebre, dolor muscular, tos, nausea,
entre otros. No obstante, Sars-CoV-2 es capaz de ocasionar falla de multiples érganos,
como pulmones, corazoén y rifiones; y a nivel patologico desencadena neumonia y

edema pulmonar (9).

1.1 Infeccion y respuesta inmune

Respecto al ciclo infectivo, el mediador inicial es la proteina viral spike (S), existiendo
entre 24 a 40 de estas proteinas en la superficie de la particula viral. Su principal
caracteristica es la flexibilidad, ya que realizan movimientos rotacionales. Ello
permitiria al virus encontrar con mayor facilidad el receptor y que multiples proteinas S
se unan a la superficie de la célula huésped (10). El principal receptor de la célula
hospedera es ACE2, el cual reconoce la porcion RBD de spike. Un punto importante es

que cambios o mutaciones en RBD pueden estabilizar la unioén con el receptor. Esta es



una de las razones por la que SARS-CoV-2 se une con mayor fuerza al receptor que
SARS-CoV y por la que algunas variantes de SARS-CoV-2 presentan mayor
infectividad (10). Por otro lado, ACE2 se ubica mayormente en células del tracto
respiratorio, pero también en otros 6rganos, lo que explica la diversidad de tropismos de

SARS-CoV-2.

Posterior al reconocimiento del virus, otras proteinas del hospedero realizan
modificaciones en el virus, ello permite que se fusionen membranas y el ARN viral
ingrese al interior de la célula. A partir de aqui, el material genético es traducido
resultando en la produccion de 26 proteinas: virales, estructurales y accesorias. Después
de la formacion de la particula viral, algunas de las proteinas spike interactiian con la
membrana del hospedero y activan canales de calcio que permiten la expulsion de una
envoltura de acidos grasos. Esto conlleva a que otras células que expresan ACE2 se
unan a la célula infectada, resultando asi en la diseminacion del virus. A estas
estructuras se les denomina sincitios, y se ha encontrado estas formaciones inclusive
con linfocitos, plantedndose asi un mecanismo de evasion inmune. Finalmente,
SARS-CoV-2 es expulsado de la célula hospedera a través del aparato de Golgi o de los

lisosomas (10).

Otro suceso paralelo al ingreso del virus es la respuesta inmune del hospedero, ya sea
innata o adaptativa. La activacion de monocitos, neutrofilos u otras células de la
inmunidad adaptativa conlleva al incremento de citocinas proinflamatorias. Por
ejemplo, en pacientes con COVID-19 severo, ocurre un incremento de la expresion de
IL6, TNFa, MIP-1a, MCP3, GM-CSF, IL2 e IP-10, ello acompafniado de una elevacion

de quimioquinas (11). En el caso de las citocinas, su incremento estd asociado al



desarrollo de neumonia, formaciéon de edemas pulmonares y con el agotamiento y
pérdida de funcion de células T efectoras. Otro punto importante es que la transcripcion
de genes antivirales disminuye debido a la menor produccion de interferones tipo [y III

y al aumento de la produccion de quimioquinas (11).

1.2 Mecanismo de ingreso del virus al huésped

De particular relevancia en el ciclo infeccioso de SARS-CoV-2 es el mecanismo
molecular de ingreso del virus. Para ello es necesario la accion complementaria de
receptores y proteasas presentes en el hospedero. Estas proteinas se caracterizan por su
interaccidn con la proteina spike S del virus. En el contexto de estas interacciones, el
virus puede ingresar por dos vias, siendo una de ellas la via rdpida, mediada por el
reconocimiento de ACE2, principalmente, y que conlleva a la modificacion del virus
por proteasas ubicadas en la superficie de la célula. La segunda via de ingreso del
SARS-CoV-2 es por la via endocitica mediada por clatrinas, que provoca la

modificacion viral en el interior del endosoma por accidon de proteasas (12).

En cuanto al grupo de receptores encontramos a ACE2, NPR1 y AGTR2 (6,13). ACE2
es el receptor primario e indispensable para el reconocimiento del virus, se encuentra en
los pulmones, intestino, rifiones, corazon, entre otros. NPR1 facilita el ingreso de
SARS-CoV-2 pero no es esencial, es expresada en el epitelio respiratorio y olfativo.
AGTR2 presenta una alta afinidad por S y se encuentra principalmente en pulmones
(13). Por otro lado, para la fusion de membranas del virus con la célula hospedera se
requiere de la activacion de la proteina S. El corte por las proteasas es realizado entre la
seccion S1 y S2 de la proteina S, donde S1 es eliminado y el péptido de fusion de S2 es

expuesto. Entre las principales proteasas encontramos a TMPRSS2, TMPRSS4, furina y



catepsinas B/L. TMPRSS2 se encuentra en pulmones, corazon, higado y rifion. Ademas
de ello, estudios demuestran la coexpresion tanto de TMPRSS2 como TMPRSS4 con
ACE2 (6,7). La furina se encuentra principalmente en el intestino y se ha planteado su
accion en un sitio especifico entre S1/S2 diferente al de las otras proteasas. Finalmente
las catepsinas se encuentran en endosomas y también procesan la porcion S1/S2 de

spike (6).

2. SARS-CoV-2: infeccion y susceptibilidad en animales

2.1 Reportes de infeccion natural

Se ha informado de la infeccion por SARS-CoV-2 en animales domésticos como gatos y
perros (1,14). También, se han reportado casos en animales salvajes en cautiverio como
leones, tigres, leopardo de las nieves, pumas, y en primates no humanos como gorilas
(14). La infeccion por SARS-CoV-2 afectd gravemente a las granjas de visones y existe

evidencia de transmision de animal a humano y de animal a animal de una variante (1).

2.2 Estudios experimentales de la infeccion

De manera experimental, se ha demostrado la infeccion por SARS-CoV-2 en felinos,
perros, murciélagos frugivoros, hurones, hamsters dorados, primates no humanos,
conejos y ratones transgénicos (15). Las ultimas 5 especies mencionadas pueden servir
como modelos experimentales de la infeccion por SARS-CoV-2. Un estudio in vitro
realizado en cultivos celulares (16) sugiere que una amplia gama de animales
domésticos, incluidos camellos, vacas, caballos, cabras, ovejas, gatos y conejos, podrian

ser susceptibles.

2.3 Susceptibilidad a SARS-CoV-2 en animales
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Diversos estudios in silico han explorado la susceptibilidad de los animales a una
infeccion por SARS-CoV-2 (4,5,17,18). Damas y colaboradores (4) analizaron las
secuencias de ACE2 de 410 especies de vertebrados, incluyendo 252 mamiferos. En
base a los resultados, los vertebrados fueron clasificados en 5 categorias por su riesgo a
infectarse por SARS-CoV-2 (muy alto, alto, medio, bajo y muy bajo riesgo). Todos los
peces, anfibios, reptiles y aves tomados en cuenta para el estudio presentan riesgo bajo
y muy bajo de infectarse por SARS-CoV-2. Las especies de riesgo medio a muy alto
fueron 103, siendo todos mamiferos. Solo primates catarrinos conformaron la categoria
muy alta, mientras que la categoria alta destacd por albergar a 12 de los 14 cetaceos
estudiados. La categoria media fue ocupada por 57 especies, entre felinos, primates,

roedores, lagomorfos, varios artiodactilos y un cetaceo.

En otro estudio (17), y utilizando un enfoque metodologico distinto, se predijo la
susceptibilidad de 215 especies de vertebrados al SARS-CoV-2. En general, predijeron
un alto riesgo de infeccidn para la mayoria de los mamiferos, exceptuando a todos los
mamiferos no placentarios. Veintiséis de los mamiferos con riesgo de infeccion se
encuentran en entornos domésticos, agricolas o zooldgicos. Este estudio, al igual que el
de Damas et al. (4), mostré que es probable que las aves, peces y reptiles no sean
susceptibles, salvo pocas excepciones. Ambos trabajos también concuerdan en el riesgo

de infeccion que presenta el grupo de los cetaceos.

Al respecto, existen estudios enfocados en mamiferos marinos (5,18). Audino y
colaboradores (5) analizaron las secuencias de ACE2 de cetaceos de las costas italianas.
De las 9 especies de cetdceos que se estudiaron, se predijo que 7 eran altamente

susceptibles y 2 de susceptibilidad media. Mathavarajah y colaboradores (18) reportaron
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que 18 de los 21 cetaceos seleccionados se ubicaron en las categorias de susceptibilidad
alta y muy alta. Ademas, 8 de los 9 pinnipedos fueron clasificados como altamente

susceptibles.

2.4 Aproximaciones tedricas para estudiar susceptibilidad

En general, se han utilizado 2 formas para estudiar la susceptibilidad de los animales al
SARS-CoV-2: mediante andlisis de secuencias primarias (4,5,18) o por analisis
estructural (17,19). También, la gran mayoria de estudios se han basado en ACE2,
dejando relegadas a otras proteinas involucradas en el ingreso del virus. Damas et al. (4)
analizaron las secuencias de ACE2 de 410 especies de vertebrados y disefiaron un
sistema de puntuacién de unidn de cinco categorias basado en el grado de conservacion
de 25 aminoécidos importantes para la union entre ACE2 y la proteina spike. En cuanto
a su capacidad predictiva, esta parece ser buena. Incluyeron a los pocos animales de los
que se conocia su condicion frente al SARS-CoV hasta ese momento (11 en total), y su

clasificacion fue consistente, exceptuando un caso (hurén).

Lam y colaboradores (17) moderaron complejos Spike-ACE2 de 215 especies de
vertebrados para asi calcular los cambios en la energia del complejo causados por
mutaciones en cada especie en relacion con el ACE2 humano. Correlacionando estos
cambios en la energia libre con los datos de infeccion por COVID-19, propusieron un
valor de corte. Al aplicar este umbral, predijeron correctamente que los 32 animales con
evidencia experimental de infeccidén estan en riesgo. Sin embargo, para 3 animales que
predijeron en riesgo, los estudios experimentales in vitro hasta la fecha no habian

mostrado infeccion.
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Piplani y colaboradores (19) también moderaron complejos Spike-ACE2 de 10 animales
relevantes. Curiosamente, el ACE2 del pangolin mostr6 la afinidad de unidén mas alta
después de la del humano, a pesar de tener una similitud de secuencia relativamente
baja. En contraste, la afinidad de ACE2 del mono (Macaca fascicularis) fue mucho
menor a pesar de su alta similitud de secuencia con el ACE2 humano. Estas diferencias
resaltan la necesidad de un enfoque estructural frente a uno basado solo en secuencias.
De hecho, Damas et al. (4) contradicen a este estudio al clasificar al pangolin como de

riesgo muy bajo.

3. Presencia de coronavirus en ambientes acuaticos

3.1 Antecedentes de la presencia de coronavirus

Se ha detectado la presencia de coronavirus (CoVs) en ambientes acudticos de América,
Asia, Australia y Europa, ya sea en cuerpos de agua dulce o en aguas residuales pero no
en ambientes marinos. En este ultimo caso, la alta tasa de decaimiento de CoVs debido
a la salinidad y el efecto de dilucion de los océanos representan las razones por las que
los CoVs no persisten por un periodo largo de tiempo en el mar (20). No obstante, pese
a que la ruta de transmision no ha sido identificada, hasta la fecha se han reportado
casos puntuales de infeccion de mamiferos acudticos por CoVs. Por ejemplo, los
alfacoronavirus y gammacoronavirus han ocasionado enfermedades respiratorias en
pinnipedos y cetaceos, respectivamente (20,21). En el caso de los betacoronavirus,
grupo al que pertenece SARS-CoV-2, atin no hay reportes ni se han realizado estudios in

vitro que demuestran su infectividad en mamiferos acuaticos.

Por otro lado, si bien es cierto, gammacoronavirus y alfacoronavirus comparten poca

homologia con SARS-CoV-2 y su ingreso es mediado por receptores distintos a ACE2,
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en gammacoronavirus de animales se ha identificado que los pasos de su ciclo infectivo:
entrada, replicacion y diseminacion, son similares a los betacoronavirus humanos (20).

Respecto a la transmisibilidad de CoVs en mamiferos acuéticos, este punto atn no ha
sido estudiado pero se sugiere que en el caso de SARS-CoV-2 este seria transmitido por
las mucosas membranosas como 0jos, espiraculos o boca (22). Esto es concordante con
las rutas de transmision de otros virus respiratorios de mamiferos acudticos como
Morbillivirus. Por ejemplo, los morbillivirus se transmiten a cetdceos mediante
particulas de aerosol o por contacto directo a través del tracto respiratorio, ojos, boca,
tracto urogenital o heridas en la piel (23). Ademds de ello, la preocupacion por la
transmisibilidad de virus respiratorios como SARS-CoV-2 parte del comportamiento

gregario de muchas especies de cetaceos (21).

Finalmente, es importante mencionar que los estudios que evaltan la infeccion viral de
organismos acudticos a nivel epidemioldgico son escasos y los que han sido reportados
se han centrado en animales muertos varados en la costa o en aquellas especies
asociadas a la acuicultura, industria o al turismo (21). Otro punto, es que en la
actualidad las restricciones de la pandemia han representado un impedimento para
realizar estudios in situ de infeccion viral en el habitat marino. Por lo tanto, la data de
infeccion de mamiferos marinos con la que se cuenta puede no ser un reflejo exacto de
la situacion actual. Y debido a la historia de infeccion de mamiferos acuaticos por virus
respiratorios se requiere a futuro un mayor esfuerzo para explorar este aspecto

epidemioldgico.

3.2 El humano como vehiculo transmisor de SARS-CoV-2 en el ambiente acuatico

Barbosa y colaboradores (3) evaluaron el riesgo de transmision zoondtica inversa a la
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vida silvestre antartica, considerando la susceptibilidad del hospedador, la dindmica de
infeccion en humanos y el contacto directo entre las personas con la vida silvestre
antartica (incluye cetdceos y pinnipedos). Las actividades de investigacion y turismo
son las que mas riesgo asociados presentan. Los espacios cerrados, como los de las
estaciones y barcos de investigacion o los cruceros turisticos, podrian permitir una
mayor transmision del SARS-CoV-2 entre humanos, y al entrar en contacto con la fauna

en diferentes ubicaciones, el virus podria propagarse por todo el continente.

3.3 Dispersion de SARS-CoV-2 a través de aguas residuales

Se ha detectado ARN de SARS-CoV-2 en aguas residuales municipales, lodos derivados
de plantas de tratamiento, agua no potable y en rios (2). Los residuos fecales y las
mascarillas son considerados las principales fuentes de transmision del coronavirus a
través de las aguas residuales y rios. El tiempo promedio de viabilidad del SARS-CoV-2
en muestras de heces de personas infectadas es de 22 dias (RIC de 17-31 dias),
convirtiéndolos en “bancos” de particulas virales. Por otro lado, la gran cantidad de
mascarillas faciales utilizadas en todo el mundo se desechan sin aplicar algin

tratamiento de desinfeccion, especialmente en paises en vias de desarrollo.

Las aguas residuales que desembocan en el mar son la ruta mas probable para el ingreso
del SARS-CoV-2 en aguas costeras. Utilizando un modelo biofisico basado en
diferentes parametros de vida media del coronavirus, se evaludé la posible
contaminacion producida por 25 desaglies de aguas residuales municipales en el mar de
Bohai, China (24). La informacion proporcionada por el modelo fue a través de mapas
de concentracion viral que muestran cambios espaciales y temporales alrededor de las

areas marinas adyacentes a los puntos de emision de aguas residuales. Con esta
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aproximacion se pueden establecer las areas vulnerables para los mamiferos marinos y

los usuarios de balnearios.

3.4 Viabilidad del SARS-CoV-2 en cuerpos de agua dulce y salada

Se determiné la tasa de descomposicion, expresados en Ty, de particulas infecciosas
viables de SARS-CoV-2 y del ARN en agua de rio y de mar de Dublin (25). Se encontro6
que la persistencia del SARS-CoV-2 viable era mayor a bajas temperaturas y en agua
dulce. El tiempo requerido para que el 90% de las particulas viables se hayan
desactivado en agua de rio fue de 2.3 y 3.8 dias a 20°C y 4°C, respectivamente;
mientras que en agua marina fue de 1.1 y 2.2 dias a 20°C y 4°C, respectivamente. Otro
estudio en Brasil calculd que en agua de rio el Ty, del SARS-CoV-2 es de 1.9 dias a
24°Cy 7.7 dias a 4°C (26), siendo el valor reportado en la mayor temperatura similar al
trabajo anterior, pero no el de 4°C, donde se presenta una discrepancia de casi el doble

del Ty,.

La viabilidad del SARS-CoV-2 también depende del contenido de sélidos (turbidez)
presentes en el agua (26). De hecho, el coronavirus permanece viable mas tiempo en
aguas filtradas comparado con las que no lo estan: el Ty, de agua de rio y aguas
residuales a 24°C increment6 de 1.9 a 3.3 dias y de 1.2 a 1.5 dias, respectivamente. Este
mismo patron se observa al comparar el tiempo de descomposicion entre el agua de rio

(menos turbia) con la de las aguas residuales (més turbia).
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Problema de investigacion

El coronavirus de tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo severo
(SARS-CoV-2) representa en la actualidad una problematica en la salud global, pues ha
causado la muerte de mas de 5.5 millones de personas hasta la fecha (8). Sin embargo,
no solo afecta a humanos, pues también se han registrado casos de infeccion natural y
experimental en animales (1,14,15,16). Debido a ello, se han venido realizando estudios
in silico de susceptibilidad a infeccion por SARS-CoV-2 en animales, a través del
analisis de ortdlogos de la enzima convertidora de angiotensina II (ACE2). Es asi que se
predijo que diversas especies de mamiferos son susceptibles, como los mamiferos
marinos, quienes presentaron un riesgo elevado de ser infectados por SARS-CoV-2
(4,5,18). Algunos de estos mamiferos marinos susceptibles se encuentran en Peru, por
lo que representaria un impacto negativo del SARS-CoV-2 en la biodiversidad de
mamiferos presentes en el pais. Sin embargo, pese a que el Pert registra una gran
diversidad de mamiferos acudticos (27,28), aun no se han realizado estudios in silico de
susceptibilidad a infeccion a SARS-CoV-2 enfocados en mamiferos que habitan cuerpos

de agua dulce y salada en el pais.

Si bien es cierto no hay registros de casos ni estudios in vitro sobre la infeccion de
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SARS-CoV-2 en mamiferos acudticos, en las ultimas décadas se ha detectado que otros
géneros de coronavirus, como alfacoronavirus y gammacoronavirus, han infectado
pinnipedos y cetaceos, respectivamente (20,21). Aunque SARS-CoV-2 no esta muy
emparentado filogenéticamente con los grupos de coronavirus mencionados, comparten
mecanismos moleculares del ciclo infeccioso similares (20). Ademas, la dispersion del
SARS-CoV-2 por ambientes acudticos a través de aguas residuales es un riesgo latente,
mas alun en paises con un sistema de tratamiento de aguas servidas poco eficiente como
el nuestro (2,18). Cabe mencionar que los estudios epidemioldgicos de infecciones
virales en poblaciones acudticas no son frecuentes. Ocasionalmente se ha detectado
infeccion so6lo en mamiferos acudticos varados o asociados a actividades como
acuicultura, industria o turismo (21). Asimismo, la pandemia actual ha sido un punto
limitante para realizar investigaciones in sifu en animales, debido a las restricciones
impuestas y a condiciones de bioseguridad exigidas. Por lo tanto, se requiere a futuro un
mayor esfuerzo para estudiar a nivel epidemioldgico la infeccidon de mamiferos

acuaticos a SARS-CoV-2.

Por otro lado, la mayoria de estudios in silico en animales se centran en ACE2 y no se
analizan otras proteinas involucradas en el ingreso del virus, esto debido a que desde un
inicio se estableci6 a ACE2 como el receptor principal para la entrada del SARS-CoV-2.
Sin embargo, paulatinamente se han ido descubriendo proteinas relevantes en el
mecanismo de ingreso. Entre ellas se encuentran receptores y proteasas que interactiian
con spike. Ademas de ACE2, NPR1 y AGTR2 funcionan como receptores
complementarios a ACE2 (6,13). En el caso de las proteasas encontramos a TMPRSS2,
TMPRSS4 (7), furina y catepsinas B/L, un grupo de ellas presentan un rol

complementario, pero otras son esenciales (6). Por ejemplo, TMPRSS2 es esencial ya
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que sin el procesamiento de esta proteasa no habria fusion de membranas del virus con
la célula hospedera. En ese sentido, un analisis integral de estas proteinas involucradas
en reconocimiento y procesamiento del virus contribuiria a una prediccion mas exacta
para la susceptibilidad. Un estudio de esta naturaleza atin no ha sido aplicado para los
mamiferos acuaticos. Otro punto es que los estudios in silico en mamiferos acudaticos se
centran en el analisis de secuencias (4,5,18), mas no en el modelamiento estructural ni
en el calculo de la energia libre de unioén del complejo. Si bien es cierto, existen estudios
que emplean los dos ultimos aspectos mencionados (17,19), estos realizan el
modelamiento estructural en base a spike-ACE2 y s6lo para especies seleccionadas del
amplio espectro de animales. La mayoria de especies de mamiferos acudticos suelen ser
excluidas del andlisis estructural; por ejemplo, Lam y colaboradores (17) incluyen solo
2 especies de mamiferos acudticos mientras que Piplani et al. (19) no consideraron

ninguna.

Por lo tanto, incluir diversas proteinas de reconocimiento y procesamiento del
SARS-CoV-2 permitiria obtener un panorama mas integral. Ademas, realizar un anélisis
en funcion de la interaccion de spike con las proteinas del reconocimiento molecular y
procesamiento del virus contribuiria con predicciones ain mas robustas. Finalmente,
predecir la susceptibilidad a la infeccion por SARS-CoV-2 de los mamiferos acuaticos
en el Peru es importante, pues algunas de estas especies se encuentran amenazadas (29).
Saber cuales son las que presentan mayor riesgo de contagio ayudaria a concentrar los

esfuerzos de proteccion.
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Estrategia de abordaje

Para estimar la susceptibilidad a la infeccion por SARS-CoV-2 de mamiferos acuaticos
de Pert presentes en cuerpos de agua dulce y salada, nos basaremos parcialmente en la
metodologia propuesta por Damas et al. (4). Las proteinas que se analizaran son los
receptores ACE2, NPR1 y AGTR2, y las proteasas TMPRSS2, TMPRSS4, furina y
catepsinas B/L. Para 6 especies, las secuencias de las proteinas del estudio se
encuentran en NCBI y Uniprot (ANEXO 1), mientras que para 14 especies se deduciran
las secuencias de proteinas a partir del genoma ensamblado usando AUGUSTUS v3.3.2
o CESAR v2.0. Luego, las secuencias de las proteinas seran alineadas en Clustal
Omega, y la clasificacion de las sustituciones de los aminodcidos (conservativas, semi
conservativas y no conservativas) se basard en el criterio de este programa. Ademas,
para cada proteina, las especies a estudiar serdn clasificadas segtn la prediccion de su
vulnerabilidad mediante el sistema de puntuacion propuesto por Damas et. al. Este
sistema esta basado en el grado de conservacion de los aminoécidos criticos que

interactiian con Spike. La puntuacion dependera de qué tanto los residuos de la proteina
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se asemejen a su par humano, asi como del numero y tipo de sustituciones presentadas.
Los aminoécidos criticos en la interaccion con Spike son 25 para ACE2 (4), 16 para
AGTR?2 (13), 8 para NPR1, 28 para TMPRSS2 y 9 para furina (30). Para las proteinas
TMPRSS4 y catepsinas B/L, se utilizard como referencia los dominios que incluyen al
sitio activo puesto que ain no se han identificado los residuos criticos que interactuan

con Spike (31,32).

Por otro lado, debido a que las proteinas mencionadas interactian con spike de
SARS-CoV-2, se realizard un modelamiento molecular 3D de los complejos formados.
Para ello, utilizando la metodologia usada por Piplani et al. (19) primero se realizara el
modelamiento por homologia de las proteinas de cada especie, en caso dichas
estructuras no estén disponibles en repositorios de modelamiento como Alphafold o
SWISS-MODEL repository. Luego, las estructuras serdn refinadas y optimizadas en
DeepRefiner. Su calidad sera evaluada (antes y después del refinamiento) usando plots
de Ramachandran y molprobity scores en SWISS-MODEL. En el caso de la proteina
spike, su estructura serd obtenida del PDB. Posteriormente, el modelamiento de los
complejos formados por spike con las proteinas de interés se realizard con HDOCK.
Luego, se obtendran las energias libres de union de los complejos con GROMACS. Los

resultados seran tabulados en una matriz, por especie y proteina.
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Anexos

ANEXO 1

Mamiferos acuaticos presentes en Peru que poseen secuencias de todas las proteinas
del estudio o genoma ensamblado

Area geografica Especie Fuente
Agua salada Balaenoptera acutorostrata Uniprot
Tursiops truncatus Uniprot
Physeter macrocephalus Uniprot

Globicephala melas NCBI (protein)

Orcinus orca NCBI (protein)

Balaenoptera musculus NCBI (protein)
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https://www.iucnredlist.org/es

Balaenoptera physalus

NCBI (ensamblado)

Balaenoptera bonaerensis

NCBI (ensamblado)

Megaptera novaeangliae NCBI (ensamblado)
Kogia breviceps NCBI (ensamblado)
Ziphius cavirostris NCBI (ensamblado)

Balaenoptera edeni

https://www.dnazoo.org/ass
emblies/Balaenoptera edeni

Grampus griseus

https://www.dnazoo.org/ass
emblies/Grampus_griseus

Peponocephala electra

https://www.dnazoo.org/ass

emblies/Peponocephala_ele
ctra

Stenella attenuata

https://www.dnazoo.org/ass
emblies/Stenella attenuata

Stenella longirostris

https://www.dnazoo.org/ass

emblies/Stenella_longirostri
s orientalis

Steno bredanensis

https://www.dnazoo.org/ass

emblies/Steno bredanensis

Mesoplodon densirostris

https://www.dnazoo.org/ass

emblies/Mesoplodon_densir
ostris

Agua dulce

Pteronura brasiliensis

NCBI (ensamblado)

Inia geoffrensis

NCBI (ensamblado)
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https://www.dnazoo.org/assemblies/Balaenoptera_edeni
https://www.dnazoo.org/assemblies/Balaenoptera_edeni
https://www.dnazoo.org/assemblies/Grampus_griseus
https://www.dnazoo.org/assemblies/Grampus_griseus
https://www.dnazoo.org/assemblies/Peponocephala_electra
https://www.dnazoo.org/assemblies/Peponocephala_electra
https://www.dnazoo.org/assemblies/Peponocephala_electra
https://www.dnazoo.org/assemblies/Stenella_attenuata
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https://www.dnazoo.org/assemblies/Stenella_longirostris_orientalis
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https://www.dnazoo.org/assemblies/Steno_bredanensis
https://www.dnazoo.org/assemblies/Steno_bredanensis
https://www.dnazoo.org/assemblies/Mesoplodon_densirostris
https://www.dnazoo.org/assemblies/Mesoplodon_densirostris
https://www.dnazoo.org/assemblies/Mesoplodon_densirostris

