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RESUMEN

Desde su aparicion, el virus SARS-CoV-2 ha demostrado una notable resiliencia genética
y capacidad de adaptacion, acumulando mutaciones en el dominio de unidn al receptor
(RBD) de la proteina spike modificando la dinamica estructural de esta proteina sin

comprometer su funcion.

El presente trabajo se realiz6 en este marco, habiendo finalizado la pandemia de COVID-
19 y con las dudas que surgieron sobre la historia evolutiva del virus. Para ello se
realizaron simulaciones de dindmica molecular de la proteina spike de cinco variantes de
interés: WuhanHu-1, alpha, gamma, delta y omicron BA.1. Posteriormente, se hizo un
analisis estructural de la interfaz de interaccion y la dindmica esencial con un analisis de
componentes principales (PCA) para explorar la estabilidad, flexibilidad y modos de
movimiento de la proteina en cuestion. El objetivo del trabajo consistié en identificar
patrones de reorganizacion, la dindmica colectiva y los modos de movimiento, que
expliquen la capacidad del virus para mantener la funcidon pese a la acumulacion de
mutaciones. Lo resultados mostraron que la proteina se mantiene estable, aunque existen
diferencias locales: la variante alpha reorganiza la red de interacciones gracias a la
mutacion N501Y, la variante gamma (K417T) y la variante delta (L452R y T478K)
pierden interacciones criticas y la variante omicron BA.l compensa la pérdida de
contactos con la aparicion de nuevas interacciones polares (Q493R con E35 y Q498R con
D38). El analisis de PCA confirm6 que el complejo wild type y gamma concentran la
varianza, mientras que las otras variantes dispersan la varianza debido a la complejidad

estructural.

En conjunto, los resultados del presente trabajo evidencian que existe un proceso de
canalizacion estructural inducido por mutaciones y epistasis intramolecular (mutaciones
compensatorias), donde las mutaciones permiten una reorganizacion asegurando su
apropiada, desde el punto de vista de supervivencia del virus, interaccion con los

receptores en la célula del huésped.
PALABRAS-CLAVE:

SARS-COV-2; proteina spike; mutaciones; dindmica esencial; epistasis intramolecular;

canalizacion estructural inducida.



ABSTRACT

Since its emergence, the SARS-CoV-2 virus has demonstrated remarkable genetic
resilience and adaptability, accumulating mutations in the receptor-binding domain
(RBD) of the spike protein that modify the structural dynamics of this protein without

compromising its function.

The present work was carried out within this framework, after the end of the COVID-19
pandemic and in light of the questions that arose regarding the evolutionary history of the
virus. To this end, molecular dynamics simulations were performed on the spike protein
of five variants of interest: WuhanHu-1, alpha, gamma, delta, and omicron BA.1.
Subsequently, a structural analysis of the interaction interface and essential dynamics was
conducted using principal component analysis (PCA) to explore the stability, flexibility,
and modes of motion of the protein in question. The aim of the study was to identify
patterns of reorganization, collective dynamics, and modes of motion that explain the
virus’s ability to maintain function despite the accumulation of mutations. The results
showed that the protein remains stable, although local differences exist: the alpha variant
reorganizes the interaction network thanks to the N501Y mutation; the gamma variant
(K417T) and the delta variant (L452R and T478K) lose critical interactions; and the
omicron BA.1 variant compensates for the loss of contacts through the emergence of new
polar interactions (Q493R with E35 and Q493R with D38). PCA analysis confirmed that
the wild-type complex and gamma concentrate the variance, while the other variants

disperse the variance due to structural complexity.

Taken together, the results of this work provide evidence of a process of structural
canalization induced by mutations and an intramolecular epistasis (compensatory
mutations), in which mutations enable a reorganization that ensures, from the perspective

of viral survival, appropriate interaction with host cell receptors.

KEYWORDS:

SARS-CoV-2; spike protein; mutations; essential dynamics; intramolecular epistasis;

mutation-induced structural canalization.



I. INTRODUCCION

A poco mas de seis afios desde el inicio de la pandemia de COVID-19, ain persisten
muchas incognitas sobre el veloz proceso evolutivo del virus SARS-CoV-2. El
mecanismo de infeccion fue ampliamente caracterizado durante los dos primeros afios,
entre 2020 y 2022, mediante técnicas como la difraccion de rayos X y la criomicroscopia
electronica (1-4). En ese periodo, surgieron multiples variantes que comprometieron la
capacidad de respuesta de los sistemas de salud publica en la mayoria de paises en el
mundo, especialmente en paises en vias de desarrollo (5-6). Estas nuevas variantes se
adaptaron a las estrategias de los sistemas de salud para controlar la propagacion del
virus—incluyendo anticuerpos monoclonales, antivirales y vacunas—manteniendo su
transmisibilidad y perfeccionando los mecanismos de evasion inmunoldgica (7-12).
Aunque no se observaron mejoras significativas en la patogenicidad del virus, las
mutaciones en respuesta a tratamientos demostraron una notable resiliencia genética y

plasticidad del virus, permitiendo su persistencia hasta la actualidad.

El mecanismo de infeccion del SARS-CoV-2, ampliamente estudiado desde sus inicios,
consiste en la entrada del virion mediante la interaccion entre el dominio de
reconocimiento del receptor (RBM, por sus siglas en inglés) de la subunidad S1 de la
proteina spike (proteina espiga)—Ilamada asi por su apariencia en la capside viral—y la
enzima convertidora de angiotensina 2 humana (hACE2, por sus siglas en inglés) (1, 3).
Esta interaccion depende de tres regiones clave: una zona de anclaje en el residuo N501,
que inicialmente formaba puentes de hidrogeno y luego, tras una mutaciéon a tirosina
(menos en la variante delta), paso a una interaccioén - mas fuerte y estable (13); una
region complementaria en el flanco opuesto del RBM, en el residuo K417 (que muta por
asparagina en la variante beta y el linaje omicron, y por treonina en la variante gamma),
que formaba un puente salino con D30 (presente en la variante Wuhan-Hu-1 y en la
variante delta), posteriormente reemplazada por residuos mas cortos que modificaron la
distancia intermolecular y facilitaron el contacto del loop que contiene al residuo E484
(que muta por lisina en la variante beta y gamma, y por alanina en el linaje omicron)
mediante puentes de hidrogeno (14); y finalmente, una glicosilacion en el residuo N343,
que estabiliza la estructura del RBM vy participa activamente en la interaccion con hACE2
(15). A partir de este conocimiento, se disefiaron tratamientos que inicialmente prometian

resultados, pero la evolucion viral impidio su eficacia y fueron retirados (16).



Durante la pandemia, los esfuerzos del personal de salud fueron constantes, aunque
enfrentaron cambios abruptos y multiples fracasos. Finalmente, se logrd contrarrestar al
virus mediante la fabricacion de vacunas mas sofisticadas, alcanzando una reduccion
sustancial de enfermedad grave debido a una proteccion casi completa frente a nuevas
variantes y llevando la pandemia hacia una fase endémica (17-19). En 2023 se declaro6
oficialmente su fin, y la vida retorn6 a una cuasi-normalidad (20). Sin embargo, para
quienes estudiamos al SARS-CoV-2, surgieron muchas preguntas abiertas. Este virus no
se parece a los anteriores coronavirus, dado que su facil transmision aérea y la exposicion
a diferentes poblaciones —con sus respectivos sistemas inmunes— le permitio
evolucionar rapidamente en cuestion de meses, adaptandose a entornos cambiantes
mediante mecanismos intramoleculares como el ligamiento intragénico y la epistasis
intramolecular, que modificaron la estructura del RBM sin afectar su transmisibilidad—
manteniendo casi intacta la constante de disociacion (en el rango de 4-15 nM, segun la
metodologia experimental que se utilice para la medicion) en la interaccion con hACE2
(21-24). Como ejemplo de robustez y mejora en la aptitud genética, no hay precedentes
similares. Por ello, el estudio de su evolucidén continia—quizas con menor intensidad,
pero con igual interés—para comprender, desde la ciencia basica, de qué es capaz la

naturaleza.

Los mecanismos de ligamiento intragénico y epistasis intramolecular, mencionados
anteriormente, representan una novedad para quienes estudian biologia evolutiva en virus.
Esto se debe a la escasa evidencia de mutaciones puntuales producidas en el proceso de
reproduccion del virus al interior de la célula del huésped, que ademas se validen en corto
tiempo y permitan una rdpida adaptacion a los tratamientos. Para que esto ocurra, se
requiere un mecanismo mutagénico capaz de editar el material genético en respuesta a
cambios en el microambiente del hospedero, un tema atin poco explorado. Lo que si se
ha observado es un mecanismo de epistasis intramolecular entre residuos distantes, que
compensan cambios en la energia libre de interaccion con el fin de asegurar la persistencia
viral. Este mecanismo no solo conecta aminoacidos lejanos en secuencia y estructura,
sino que también influye en la red energética, permitiendo que el virus evolucione bajo

presion de seleccion y prevalezca por la seleccion natural.

La robustez estructural de una proteina depende de parametros definidos por sus

interacciones intramoleculares—como la estabilidad del nucleo o core—y sus



interacciones con la proteina receptora. Esto exige al virus que, a nivel genético,
prevalezcan patrones mutacionales que no limiten el proceso evolutivo, sino que lo
favorezcan. En el caso del SARS-CoV-2, las variantes han seguido esta ruta, acumulando
mutaciones que han permitido al virus establecerse en una fase endémica, coexistiendo
con hospederos vacunados y causando enfermedades leves o moderadas (25). Aunque
esto no descarta una futura pandemia causada por una variante mas infecciosa, por ahora

es posible convivir con el coronavirus en su estado actual.

Con el objetivo de destacar algunos aspectos clave de la proteina spike—a nivel
intramolecular y en el contexto de la evolucion viral—desde la variante wild-type hasta
la variante omicron BA.1, es fundamental considerar que el proceso evolutivo ha estado
marcado por cambios en la dindmica estructural (26). Esta dindmica se refiere al
movimiento de la proteina en respuesta a su interaccion con el receptor. La proteina spike
se caracteriza por tener loops esenciales en la region mas externa del RBM, responsables
de la interaccion con hACE2, que presentan modos de movimiento en tiempos
especificos. Aunque existen estudios estructurales, biofisicos y computacionales sobre la
interaccion entre el sitio de unién al receptor y la proteina hACE2 en las variantes de
SARS-CoV-2, aun falta integrar de manera sistematica la dinamica esencial, la
distribucion de los modos conformacionales, los cambios energéticos y epistasis
intramolecular bajo un marco comparativo de canalizacion estructural entre variantes.
Una manera de abordar un estudio de este tipo, es a través de simulaciones
computacionales prolongadas observando el comportamiento de las variantes de la
proteina. Estos movimientos, correlacionados con los cambios en la energia libre y la
transmisibilidad, requieren una caracterizacion exhaustiva mediante analisis
multivariado. Este aspecto atn no ha sido estudiado en profundidad y permanece como

una incognita clave para entender: ;coOmo ocurre la epistasis intramolecular?.

Para abordar esta pregunta, revisando la literatura actual, es pertinente mencionar el
concepto de “canalizacion”. Este término, introducido por Waddington en 1942, se refiere
a la tendencia de generar fenotipos estables durante la evolucion (27). Aplicado al nivel
intramolecular, sugiere que las variaciones que prevalecen tienden a favorecer la
estabilidad estructural y funcional, permitiendo el proceso de seleccion natural hacia la
supervivencia del mas apto. Basado en este concepto y considerando el cambio provocado

por las mutaciones y el entorno, este proyecto busca desentranar el efecto de las



mutaciones sobre los movimientos de la proteina, para inferir sobre la epistasis

intramolecular y la canalizacion estructural de la proteina spike.

La dindmica esencial —definida como el estudio de los modos de movimiento
fundamentales de un sistema bioldégico— se abordara en dos etapas: primero, mediante
simulaciones de dinamica molecular (MD, por sus siglas en inglés) de las variantes de
interés—conocidas como VoC's (Variants of Concern, por sus siglas en inglés)—Wuhan-
Hu-1, alpha, gamma, delta y omicron BA.1; luego, con un analisis de componentes
principales (PCA, por sus siglas en inglés) para explorar la varianza e identificar los
modos de movimiento esenciales de la proteina (28-29). Asi, se espera obtener
informacion suficiente para —sumado al estudio termodinamico previo en la variante
gamma— esclarecer como ocurre la epistasis intramolecular en las diferentes variantes

del coronavirus (24).

II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1.  Hipotesis

Las mutaciones acumuladas en la proteina spike del SARS-CoV-2, desde la variante
Wuhan-Hu-1 hasta Omicron BA.1, podrian influir en fendmenos como la canalizacion
estructural y la epistasis intramolecular. Estos procesos, en conjunto, habrian contribuido
a que el virus conserve su capacidad de union al receptor hACE2 y mantenga la
transmisibilidad. Asimismo, es posible que dichos cambios se reflejen en la dindmica
esencial de la proteina, donde los modos de movimiento fundamentales compensen

variaciones energéticas y favorezcan la persistencia viral bajo presion de seleccion.

2.2.  Objetivo Principal

Caracterizar la dindmica esencial de la proteina spike del SARS-CoV-2 en diferentes
variantes de preocupacion (WT, Alpha, Gamma, Delta y Omicron BA.1), mediante
simulaciones de dinamica molecular y andlisis de componentes principales, para

comprender el papel de la epistasis intramolecular en la evolucion del virus.



2.3.  Objetivos Especificos

- Realizar simulaciones de dindmica molecular (MD) prolongadas de las variantes
seleccionadas de la proteina spike, con el fin de obtener trayectorias

representativas de su comportamiento estructural.

- Evaluar la influencia de mutaciones clave en la estabilidad estructural y en la

interaccion con hACE2.

- Aplicar analisis de componentes principales (PCA) sobre las trayectorias de MD
para identificar los modos de movimiento esenciales y comparar la varianza entre

variantes de SARS-CoV-2.

- Inferir sobre un mecanismo de epistasis intramolecular a partir de la
compensacion energética entre residuos distantes, determinando cémo estos

ajustes favorecen la canalizacion estructural y la persistencia viral.

III. METODOLOGIA

La metodologia se articuld linealmente en tres fases: primero, la dindmica molecular,
entendida como la simulacion computacional de las ecuaciones de movimiento de
Newton para obtener trayectorias atomicas; luego, el andlisis estructural de trayectorias,
que convierte las trayectorias en descriptores geométricos y de estabilidad como RMSD
o RMSF; y, finalmente, el andlisis de componentes principales, que aplica reduccion
estadistica de dimensionalidad para identificar los modos colectivos dominantes y

simplificar la descripcion de la dindmica conformacional.

3.1. Dinamica molecular

Las estructuras tridimensionales del dominio de unién al receptor (RBD o receptor

binding domain, por sus siglas en inglés) de la proteina spike del SARS-CoV-2,



correspondientes a las VoC’s fueron obtenidas del Protein Data Bank (PDB) (tabla 1).

Las estructuras fueron escogidas debido a que los valores de resolucion y R-free cumplen

con los estandares minimos para hacer dinamica molecular.

Parametro Variante
de
validacion Wild type Alpha Gamma Delta Omicron BA.1
estructural
PDB ID 6m0j Tekf 7ekc 7wbq Twbp
Resolucion 2.45 2.85 2.80 3.34 3.00
R-free 0.277 0.224 0.225 0.226 0.204
K417N,
N440K, G4468S,
S477N, T478K,
. N501Y, K417T L452R y
Mutaciones N501Y E484A, Q493R,

y B484K T478K

G496S, Q498R,
N501Y y
Y505H

Tabla 1: Parametros de validacion estructural (resolucion y R-free) para evaluar la calidad del modelo

atomico de las cinco VoC’s obtenidas del PDB.

Para el analisis estructural, todos los RBD de las variantes fueron desacoplados de los

anticuerpos y del receptor hACE2. Asimismo, fueron eliminadas las moléculas de agua,

glicosilaciones y los atomos de hidrogeno presentes en las estructuras cristalograficas,

conservando unicamente en hACE2 los cofactores ionicos estructurales identificados:

zinc y cloro. Los complejos entre cada variante y el receptor hACE2 fueron reconstruidos

mediante alineamiento estructural de los atomos C-o, tomando como referencia el

complejo ‘wild-type’ (WT) y superponiendo el RBD de cada variante, utilizando el
software PyMOL v.2.0 (30) (figura 1).



RBD
Proteina

Spike
RBM - Interfase de interaccion

Figura 1: Estructura tridimensional de la proteina spike de la variante wild type en complejo con hACE2
(PDB ID 6m0j). Se muestra el RBD (Receptor Binding Domain, por sus siglas en inglés) y el RBM
(Receptor Binding Motif, por sus siglas en inglés) de la proteina spike resaltando los residuos de interés en
los cuales ocurren mutaciones en las cinco variantes del estudio: wild type, alpha, gamma, delta y omicron
BA.1. *La proteina hACE2 que se muestra en la figura fue utilizada para los alineamientos estructurales

debido a que contenia los iones estructurales Cl y Zn en las coordenadas correspondientes.

Posteriormente, los complejos fueron preparados para simulaciones MD, empleando el
campo de fuerza Amber99s-idln en el software GROMACS v.2023.3 (31). A través de la
herramienta pdb2gmx, las estructuras fueron convertidas al formato compatible con

GROMACS para proceder con la simulacion.

Los complejos proteicos fueron insertados en una caja de simetria octaédrica con una
distancia minima de 11A entre los extremos de la molécula y los bordes de la caja en cada
dimension. La solvatacion se realizo utilizando el modelo de agua TIP3p. Donde se
incorporaron iones de cloruro y sodio, hasta alcanzar una concentracion final de 0.150M

de NaCl, junto con un excedente de iones para neutralizar la carga neta del sistema.

Todas las simulaciones de MD se ejecutaron bajo condiciones de contorno periddico
(Periodic Boundary Conditions o PBC, por sus siglas en inglés), lo cual consiste en rodear
la caja de simulacion con copias idénticas de si misma para que cuando una molécula
cruce un borde de la caja de simulacion reaparezca por el lado opuesto, como si el sistema

fuera infinito. En primera instancia, se llevd a cabo una minimizaciéon de energia de

9



50.000 pasos utilizando el algoritmo de descenso mas pronunciado (steepest descent).
Posteriormente, se fijo la temperatura en 300K mediante el termostato de Berendsen
durante Ins, aplicando restricciones de posicion de 1000kJ-mol™'-nm™ sobre los 4&tomos
pesados de la proteina. Este procedimiento se repitid una vez mas aplicando restricciones
sobre la cadena principal (backbone) y, finalmente, sobre todo el sistema. A continuacion,
se realiz6 una etapa de equilibrio del solvente durante 1.0 ns, seguida por una etapa de
equilibrio del sistema completo, con el objetivo de optimizar la solvatacion de las cadenas
laterales (sidechains). Para ello, se utilizd el integrador leap-frog con un paso de
integracion de 2 fs y un total de 1.0 ns, las salidas de energia y registros se guardaron
cada 2 ps y el control de temperatura se realizé con el acoplamiento de Berendsen fijado

a 300K. La presion no se acoplo.

Una vez completadas estas fases, se ejecutd una etapa final de equilibrio sin restricciones
de posicion durante 1.0 ns. Durante este periodo, la temperatura y la presion se
mantuvieron constantes mediante el termostato de Verlet y el barostato de Parrinello-
Rahman, fijados en 300K y lbar, respectivamente. Finalmente, se llevdo a cabo la
simulacion de produccion bajo las condiciones previamente equilibradas, con una
duracién total de 100ns. Tanto en las etapas de equilibrio como en la produccion, se
empled un paso de integracion temporal de 2fs. Las energias y coordenadas fueron
registradas cada 100ps para su posterior andlisis. Las simulaciones fueron visualizadas y

analizadas en el software PyMOL v2.5 (20).

3.2.  Analisis estructural de las trayectorias

A partir de las trayectorias, se analizaron la desviacion cuadratica media (RMSD) y la
fluctuaciéon cuadratica media (RMSF). Los célculos de RMSD y RMSF, fueron hechos
para cada proteina spike y receptor hACE2 (wild-type y demas variantes de SARS-CoV-
2) por separado y en complejo utilizando tnicamente C-a. Los anélisis RMSD y RMSF,
junto con las caracteristicas geométricas moleculares (puentes de hidrégeno, radio de giro
y area accesible al solvente), fueron extraidos de las trayectorias empleando las
herramientas de analisis incluidas en el software Gromacs (31). Los célculos de superficie

electrostatica se hicieron con el ‘plugin’ APBS de PyMOL (20).
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3.3.  Analisis de componentes principales

Para caracterizar los cambios conformacionales de la proteina spike del SARS-CoV-2 en
las distintas VoC'’s, tras la interaccidon con hACE2, se utilizd el método de analisis
multivariado PCA sobre las trayectorias obtenidas mediante simulaciones MD, con las
herramientas gmx covar y gmx anaeig del paquete GROMACS (29, 31). Las trayectorias
fueron previamente procesadas mediante centrado y remocion de traslacion y rotacion
global utilizando ‘gmx trjconv’, con el fin de aislar los movimientos internos relevantes
al remover PBC. El andlisis se baso en la matriz de covarianza construida a partir de las
coordenadas cartesianas de los 4tomos C-a, para reducir el ruido conformacional y
enfocar el estudio en los modos colectivos de la estructura proteica. La matriz de
covarianza se calculd sobre estructuras alineadas a la estructura proteica promedio
durante los 100 ns de simulacion, utilizando el algoritmo de minimos cuadrados, y
considerando Unicamente los frames correspondientes al estado de equilibrio del sistema,

definidos tras la inspeccion del RMSD y RMSF.

Los vectores propios y valores propios resultantes del analisis fueron generados con ‘gmx
covar’, empleando el método de diagonalizacion completa de la matriz de covarianza, y
posteriormente analizados con ‘gmx anaeig’, donde se proyectaron las trayectorias sobre
los primeros componentes principales. Se establecié un umbral de varianza acumulada
del 80% para seleccionar los modos relevantes, y se calcularon histogramas de proyeccion
para evaluar la distribucion conformacional a lo largo de los modos dominantes. Ademas,
se generaron mapas de desplazamiento por componente mediante la opcion ‘-extr’ de
‘gmx anaeig’, lo que permitid visualizar las conformaciones extremas asociadas a cada
vector propio. Las trayectorias proyectadas fueron convertidas a formato compatible con
PyMOL mediante ‘gmx trjconv’, y visualizadas para identificar desplazamientos
estructurales en el dominio de union al receptor (RBM), con especial atencion a regiones

de hipervariabilidad y sitios de mutacion caracteristicos de cada VoC.

Este analisis permitidé una caracterizacion precisa de los modos de movimiento
dominantes en la proteina spike, facilitando la comparacion estructural entre variantes y
proporcionando una base cuantitativa para el andlisis de su dindmica conformacional en
el contexto de la interaccion con hACE2. Para ello, se calcul6 la varianza explicada
(haciendo referencia a cuanto aporta cada componente individual a la variabilidad) y la

varianza acumulada (cuénto aportan juntos los primeros “n”” componentes) para describir
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la dindmica y comparar variantes. Una varianza explicada alta en el primer componente
principal correspondié a un movimiento dominante y una varianza repartida entre los
primeros componentes principales correspondid a varios movimientos relevantes y a una
mayor complejidad estructural. De esta manera, se pudo explicar la complejidad
estructural dependiendo de cudntos modos (componentes) se necesitaron para capturar la

dindmica global.

IV. RESULTADOS

4.1.  Analisis de las simulaciones de dinamica molecular

Se analizaron los RMSD y RMSF de las variantes simuladas: wild type, alpha, gamma,
delta y omicron BA.1. Los graficos de RMSD para cada proteina spike se observaron
simulaciones de MD estables a lo largo del tiempo manteniendo una variaciéon media que

no representa cambios significativos en la estructura (figura 2).
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Figura 2: Grafico de RMSD del RBD la proteina spike de las variantes de SARS-CoV-2: wild type (RMSD
=1.361 £0.002 A), alpha (RMSD = 1.292 + 0.002 A), gamma (RMSD = 1.696 + 0.002 A), delta (RMSD
=1.516 + 0.002 A) y omicron BA.1 (RMSD = 0.988 + 0.001 A). La superposicion de las curvas de
frecuencia representa la estabilidad de las simulaciones. Las lineas graficadas corresponden a los datos

reales obtenidos del programa y no a la linea promedio.

En orden de aparicion se muestran mayores valores promedio de RMSD que rondan entre
1A y 2A. No obstante, se observan superposiciones en las curvas de frecuencia, lo cual
indica que no hay diferencias estructurales considerables entre las variantes de estudio.
Asimismo, con hACE2 no se observaron cambios globales mayores bajo las condiciones
simuladas, salvo en la curva correspondiente al receptor del complejo wild type que
muestra dos picos (figura 3). Esa diferencia no representa cambios estructurales en la
repeticion de la simulacion, dado que los cambios en el valor promedio del RMSD no se
mueven fuera del rango de 1-2A, lo que si podria estar ocurriendo es una estabilizacién

de la proteina en dos pasos.
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Figura 3: Grafico de RMSD individual de la proteina hACE2 de las variantes de SARS-CoV-2: wild type
(RMSD = 1.841 + 0.005 A), alpha (RMSD = 1.779 £ 0.002 A), gamma (RMSD = 1.418 + 0.002 A), delta
(RMSD = 1.548 + 0.002 A) y omicron BA.1 (RMSD = 2.788 + 0.004 A). La superposicién de las curvas
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de frecuencia representa la estabilidad de las simulaciones. Las lineas graficadas corresponden a los datos

reales obtenidos del programa y no a la linea promedio.

Respecto al RMSD en los complejos, se muestra que la simulacion se mantuvo estable
con variaciones medias que no representan cambios obteniendo valores que se estabilizan
a partir de los 20ns (figura 4). En el grafico se muestran picos en el complejo delta que
alcanza los 4A, correspondiente al reordenamiento de los loops periféricos, pero no
representa grandes cambios estructurales. Dado que en la figura 4 se evalian ambas
proteinas en complejo, se observa un promedio entre los 2A y 4A manteniendo la
estabilidad a lo largo de la simulacion. Estas variaciones fueron observadas puntualmente
con los graficos de RMSF que representan las fluctuaciones puntuales del carbono alfa

de cada una de las variantes.
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Figura 4: Grafico de RMSD del complejo de las variantes de SARS-CoV-2: wild type (RMSD = 1.979 +
0.004 A), alpha (RMSD = 2.077 £ 0.003 A), gamma (RMSD = 2.191 + 0.005 A), delta (RMSD =2.750 £+
0.006 A) y omicron BA.1 (RMSD = 2.759 + 0.004 A). La superposicion de las curvas de frecuencia
representa la estabilidad de las simulaciones. Las lineas graficadas corresponden a los datos reales

obtenidos del programa y no a la linea promedio.

En los graficos de RMSF, las fluctuaciones mas importantes se observaron en el loop que
contiene los residuos S371-F375 de 2-3A (siendo mas prominente en la variante delta),
en la variante gamma en el residuo N385 a 2A y para la variante delta entre los residuos
N501-Y505 a 2A (figura 5). De estas fluctuaciones, es importante resaltar que el loop
S371-F375 y el residuo N385 influyen sobre el reconocimiento por anticuerpos y son
altamente flexibles (figura 6a). Ello es de vital importancia ya que afecta directamente a
la transmisibilidad de las variantes. Los demads picos que se encuentran en mutaciones de
interés para las diferentes variantes del estudio no fluctiian mas alld de los 2A, lo cual

indica que no hay mayores cambios estructurales en la cadena principal.
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Figura 5: Comparacion de fluctuaciones RMSF del RBD de la proteina spike de las variantes de SARS-
CoV-2. Las fluctuaciones mas prominentes se muestran en el loop S371-F375 y el residuo N385, los cuales

participan como blancos antigénicos para anticuerpos neutralizantes.

En la cadena principal del RBD de la proteina spike, se muestra que la region de anclaje
pertenece a la interaccion entre los residuos N501 (que muta por Y501 en las variantes
alpha, gamma y omicron BA.1) dado que esta establece contactos polares por puentes de
hidrogeno con los residuos K353 (interaccion que se estabiliza por un puente de
hidrogeno con D38) y Y41 del receptor hACE2 (figura 6b). Esta también forma puentes
de hidrégeno con los residuos Q498 en las variantes wild type y delta. Estos dos contactos
entre K353 y Q498 desaparecen por completo con la mutaciéon N501Y en las variantes
alpha y gamma (figura 6c¢). Sin embargo, en la variante omicron BA.1 al mutar Q493R y
Q498R se dan dos nuevas interacciones estabilizadoras puentes salinos con E35 y D38

del receptor hACE2 (figura 6d).
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N501-Y505
S371-F375

Figura 6: Aspectos estructurales destacados de la proteina spike (celeste) de SARS-CoV-2 en complejo con
hACE2 (verde). (A) Regiones calculadas de mayor fluctuacion RMSF (PDB ID 6m0j). (B) Puentes de
hidrogeno en el complejo WT (PDB ID 6m0j) entre los residuos N501 con Y41 (3.4A) y Q498 (3.2A),
Q498 estabiliza la interaccion de N501 al interactuar con D38 (3.2A) y K353 (3.2A). (C) Puente de
hidrogeno entre Q498 y Y501 (3.1A) que estabiliza la interaccion hidrofobica m-m entre Y501 y Y41 (4.5-
5.5A) (24), se pierde la interaccion polar entre Q498 y K353 en la variante alpha y gamma (PDB ID 7ekc).
(D) Puentes salinos entre D38 y R498 (2.9A), entre E35 y R493 (3.1A), y la interaccion hidrofébica m-m
entre Y501 y Y41 (4.5-5.5A) en la variante omicron BA.1 (PDB ID 7wbp).

En la variante gamma, la mutacion E484K resulta en una mejora en la afinidad
electrostatica entre ambas proteinas en complejo al ser el complemento electrostatico con
su contraparte (residuos E35 y E75) en hACE2. Asimismo, en las variantes alpha, gamma
y omicron BA.1, como compensacion se observo la interaccion polar entre K353 y el
carbonilo de Y495 (que cambia su estereoquimica de trans a cis por influencia de la
mutacion N501Y) (24). Es en este momento, dada la mutacion, que se muestra un bolsillo
que permite un mejor anclaje que estabiliza la interaccion - entre los residuos Y501 de
la proteina spike y Y41 del receptor hACE2 (promedio RMSF=0.572A para las variantes
wild type, alpha, gamma y omicron BA.1) (figura 5).
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En la variante delta, las dos unicas mutaciones en el RBD fueron L452R y T478K—en
ambos casos por residuos cargados— las cuales se encargan de reorganizar y estabilizar
la estructura a lo largo de la simulacion (figura 7a). En el caso de R452 al interactuar con
E35 y repelerse con K31 para asi reforzar la union de N501 con Y41 y de K353 con Q498
(sitio caliente de interaccion), y de K478 con E75 y Q24, estableciendo una relacion de
atraccion/repulsion para contribuir a la red electrostatica que domina la interaccion entre

el RBM de la proteina spike y hACE2 (figura 7b).

Figura 7: (A) Superficie electrostatica APBS calculada con PyMOL de la proteina spike de SARS-CoV-2
en complejo con hACE2 en la variante delta (PDB ID 7wbq). (B) En la figura se puede observar la
redistribucion de cargas que resulta en la repulsion entre K478 con Q24, la repulsion entre la superficie de

R452 con K31 y la atraccion entre R452 con E35.

En la variante omicron, es importante mencionar que la red de enlaces en dos regiones
importantes se ven afectadas por las mutaciones: las mutaciones S371L, S373P y S375F
(todas por residuos hidrofobicos) influyen sobre la conformacion del RBD vy
funcionalmente reducen la union a anticuerpos, y por otra parte la mutacion Y505H afecta
a la region de anclaje afectando la interaccion polar con el residuo K353 del receptor
hACE2 (7, 8). Estas fluctuaciones se pueden observar en el grafico de RMSF, pero al
cambiar la red de contactos no ganan flexibilidad lo cual no influye en gran medida sobre
las fluctuaciones de la cadena principal (figura 5). Ademas, pero no menos importantes,

las mutaciones G446S y G339D presentan fluctuaciones de 1.5A sobre la conformacion
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del core del RBD dado que influyen sobre la red de interacciones del RBM vy

probablemente sobre la interaccion con anticuerpos neutralizantes.

En el receptor hACE2, se observan tres picos de fluctuaciones por encima de 3A hasta
6A: E60 (solo en la variante wild type), L136 y D338 (Figura 8). El residuo E60 esta
localizado en el dominio peptidasa y no interactiia directamente con la proteina spike,
L136 al ser un residuo hidrofobico se encuentra en direccion al interior del receptor siendo
importante para la estabilidad del nucleo y, finalmente, el residuo D338 si bien se
encuentra en un sitio caliente con la proteina spike presenta un bajo porcentaje de
interaccion polar cuando hay mutaciones como K417T, L452R, T478K, Q493R. Siendo
estas tres mas relevantes para la estructura y no para la interaccion. Tal como se mencion6
anteriormente, los residuos de mayor importancia en la interacciéon (o anclaje), con
fluctuaciones que se aproximan a 1A —debido a que forman contactos estables— son:

K31, E35, D38, Y41 y K353.
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Figura 8: Comparacion de fluctuaciones RMSF de la proteina hACE2 de los complejos de las variantes de
SARS-CoV-2. En el grafico se muestran picos prominentes en el residuo E60 (5.589A) correspondiente al
dominio peptidasa solo en la variante wild type, L136 (nucleo de la proteina spike) y D338 (con orientacion

hacia la region de interaccion con el receptor).

El promedio de puentes de hidrogeno también fue calculado con la caja de herramientas

de GROMACS. Para ello se utilizé un indice que separd ambas moléculas y calculd el

19



promedio de puentes de hidrégeno con un cut-off de 3.50A en funcion del tiempo en ns
(figura 9). Con este analisis se pudieron obtener los valores promedios y los maximos en
funcién del tiempo para los 10001 frames obtenidos a lo largo de la simulaciéon de MD.
El complejo wild type (maximo=16, promedio=9.00) mostrd un comportamiento similar
al complejo alpha (maximo=17, promedio=8.71), que contiene una UGnica mutacion
N501Y, y omicron BA.1 (maximo=17, promedio=9.81), que contiene las mutaciones
compensatorias Q493R y Q498R, a diferencia de los demés complejos que fueron en
orden decreciente respecto a su aparicion a lo largo de la pandemia de COVID-19: gamma
(méximo=15, promedio=7.70), que pierde un puente salino estable (presente en las
variantes wild type, alpha y delta) entre K417 y D30, y delta (maximo=13,
promedio=6.22) que reordena y causa una atraccion/repulsion electrostitica —visible a
lo largo de la simulacion— sobre la region central de la interfaz y modifica las

interacciones en region de anclaje, debido a las mutaciones L452R y T478K (figura 7b).
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Figura 9: Grafico de puentes de hidrogeno vs. tiempo en la interfaz de interaccion entre el RBD de la

proteina spike y el receptor hACE2 de los complejos de las variantes de SARS-CoV-2.

Las diferencias entre la variante wild type y la variante alpha se dan inicamente por la

mutacion N501Y, la cual cambia la orientacion de la cadena lateral para formar una
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interaccion -1 en resonancia con el residuo Y41 del receptor hACE2 (figura 6¢). Es por
ello, que la mayoria de contactos polares a lo largo de la interacciéon se mantienen

constantes.

En la variante omicron BA.1, se pierden gran parte de los contactos que se dan en las
variantes wild type y alpha, pero se introducen nuevos debido a puentes de hidrogeno y
puentes salinos generados por las mutaciones Q493R, Q498R y N501Y; compensando el
numero total de interacciones (figura 6d). Esta reorganizacion le otorga una mayor
afinidad de union y estabilidad estructural pese a la gran cantidad de mutaciones. Siendo
un claro ejemplo de canalizacion estructural inducida por mutaciones en la evolucion del

virus.

Ello no se ve en las variantes gamma y delta, debido a que las mutaciones alteran la
geometria y desplazan los componentes donadores y aceptores. En la variante gamma se
observa la pérdida del puente salino en K417T (muta por un residuo no cargado de cadena
corta) y en la variante delta por las mutaciones L452R y T478K, las cuales causan un
fendmeno de atraccion/repulsion de cargas en la interaccion (figura 7b). De esta manera,
la pérdida de contactos relevantes y los cambios electrostaticos le otorga mayor

flexibilidad a la interfaz.

El volumen o radio de giro (en términos fisicos) también fue calculado obteniendo un
promedio de 30.20A para todas las variantes de estudio (grafico no se muestra), siendo
irrelevante para el andlisis. No obstante, ello demuestra que la compensacion en la
interaccion permite que no hayan grandes cambios en la conformacion del complejo. De
la misma manera, el area de accesibilidad al solvente no mostré resultados relevantes sin

tener diferencias significativas a lo largo de las cinco simulaciones.

4.2.  Andlisis de componentes principales

El fendmeno de epistasis intramolecular corresponde a la interaccion entre dos
mutaciones que ocurren en residuos no contiguos en una misma proteina y se compensan
para mantener la funcion. En un articulo —publicado bajo revision por pares— que
antecede a la presente tesis, se postuld que este fendmeno era factible en la variante
gamma al tomar como referencia la energia libre obtenida en funcioén del movimiento de
la cadena principal del RBD en interaccion con el receptor hACE2 (24). Sin embargo,

este articulo no tomaba en cuenta el movimiento esencial y la relacion entre el
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movimiento continuo de las regiones del RBD que podrian estar en epistasis. Asimismo,
el andlisis termodindmico previo solo identifico a la variante gamma en epistasis y en este
proyecto se estudiaron cinco variantes para generalizar este patron evolutivo sobre la

canalizacion estructural de la proteina.

Para inferir sobre este fendmeno se utilizo6 el analisis de componentes principales (PCA),
con la finalidad de estudiar los modos (componentes) en cada una de las variantes de
estudio. Con las cinco variantes de estudio se construyd una matriz de covarianza sobre
la cual se realizo el PCA y se obtuvieron los valores propios y vectores propios para los

primeros diez componentes principales (figura 10).
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Figura 10: Comparacion de valores propios para los primeros diez componentes principales de los

complejos de las variantes de SARS-CoV-2.

Esto significa que los primeros componentes concentran la mayor parte de la varianza de
los datos y por lo tanto de los modos de movimiento de la proteina. Entre las cinco
simulaciones de MD se ven ligeras diferencias en magnitud. La wild type empieza con
un valor propio mas alto que los demas seguido de las variantes gamma, delta y luego

estan las variantes alpha y omicron BA.1.
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Con respecto a la distribucidn de la varianza, el descenso de los valores propios implica
que pocas dimensiones son suficientes para capturar la mayor informacion del
movimiento esencial. Para explicar la varianza se calculé la varianza explicada y la
varianza acumulada para las cinco variantes (tabla 2).

Tabla 2: Calculos de varianza explicada y acumulada para las cinco VoC’s en los tres primeros

componentes principales (PC). *Todos los calculos fueron hechos en la terminal de Ubuntu mediante un

programa de autoria propia publicado en GitHub (Verse en la seccion VIII de datos disponibles).

Variante PC1 PC2 PC3

Var Exp (%) Var Acu (%) VarExp (%) VarAcu (%) VarExp (%) Var Acu (%)

Wild type 34.58 34.58 12.03 46.61 8.33 54.94
Alpha 25.43 25.43 11.69 37.12 10.15 47.27
Gamma 36.45 36.45 12.99 49.44 9.12 58.56
Delta 26.36 26.36 17.42 43.79 10.59 54.38
Omicron 22.07 22.07 15.26 37.32 9.66 46.99
BA.l

La varianza explicada indica que la mayor proporcidn de la varianza se captura del primer
componente principal, el cual explica la mayor variabilidad de las trayectorias atdmicas.
La variante gamma es la que concentra mayor varianza en el primer componente
principal, incluso mas que la wild type. Esto significa que su variabilidad estd muy
marcada en una sola direccion. La variante wild type también concentra bastante varianza
en el primer componente, pero en el acumulado de los tres primeros componentes es
menor que la variante gamma (54.94% vs. 58.56%). En la variante alpha, la varianza esta
mucho mas dispersa en el primer componente y junto con la variante omicron BA.1
acumulan el menor porcentaje de varianza en los tres primeros componentes principales.
La variante delta acumula poca varianza en el primer componente —igual que en la
variante alpha— pero un segundo componente relativamente fuerte, lo que resulta en un
acumulado de 54.38% en los tres primeros componentes. Finalmente, la variante omicron
BA.1 —la de mayor complejidad estructural— es la mas dispersa de las cinco, con apenas

22.07% en el primer componente y 46.99% acumulado en los tres primeros componentes.
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En resumen, las variantes gamma y wild type son las mas compactas con gran parte de la
varianza capturada en los tres primeros componentes principales, la variante delta reparte
mayor varianza entre el primer y segundo componente principal —aun logrando un
acumulado similar a la variante wild type— y alpha y omicron BA.1 son las mas dispersas
y requieren mas componentes principales para alcanzar niveles altos de explicacion, es

decir como se relaciona el movimiento con la funcion de la molécula.

24



V. DISCUSION

El analisis de las mutaciones de dinamica molecular de las variantes de SARS-CoV-2
revelan un patron caracterizado por la canalizacion estructural inducida: dado que las
mutaciones no actuan de manera aislada, sino que reorganizan la red de interacciones y
movimientos colectivos para mantener la estructura del complejo y por ende la funcion

frente a pérdidas locales de estabilidad compensadas por epistasis intramolecular (32-33).

Los valores de RMSD en las cinco variantes de estudio indican una estabilidad estructural
sostenida a lo largo de la simulacion. Sin embargo, a nivel local con el RMSF se muestran
diferencias en algunas regiones relevantes. En la variante delta el loop S371-F375 se
muestra altamente flexible —dejandolo expuesto al reconocimiento por anticuerpos— y
la region N501-Y505 muestra picos de aproximadamente 2A, lo cual refleja cierta
influencia de las mutaciones a la region de anclaje, dado que estas fluctuaciones permiten
la formacion de nuevas interacciones polares. En la variante gamma, el residuo N385
también muestra un pico que podria estar relacionado con la inmunogenicidad. De esta
manera, estos resultados sugieren que, si bien la estructura global se mantiene estable, las

mutaciones modulan la dindmica local.

Asimismo, respecto a las interacciones polares, la variante wild type y la variante alpha
mantienen un promedio cercano a nueve puentes de hidrogeno a lo largo de la simulacion
en la region de anclaje rondando el residuo 501 y el puente salino en K417. En la variante
alpha, al igual que en gamma y omicron BA.1, la mutaciéon N501Y elimina contactos con
K353 y Q498, pero introduce una interaccion con Y41 entrando en una resonancia entre
los dos anillos para estabilizar la region de anclaje (34). En la variante gamma, se pierde
el puente salino con D30 debido a la mutaciéon K417T lo cual reduce el promedio a 7.7,
lo cual explica una menor estabilidad y una mayor flexibilidad observada pese a que la
mutacion E484K introduce nuevos puentes de hidrogeno con E35 y E75 (35). Sin
embargo, estos tienen un bajo porcentaje de ocurrencia y no son constantes a lo largo de
la simulaciodn; lo relevante es la relacion electrostatica entre ambos frentes. En la variante
delta, las mutaciones L452R y T478K introducen cargas repulsivas que disminuyen el
promedio de puentes de hidrogeno a 6.22 lo cual le otorga una mayor flexibilidad a la
interfaz. Con la variante omicron BA.1, se reorganiza la red de contactos mediante la
apariciéon de nuevas interacciones generadas por las mutaciones Q493R, Q498R vy

N501Y, alcanzando el mayor promedio de puentes de hidrégeno de 9.81. No obstante, se
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pierden contactos los cuales se ven compensados formando puentes salinos alternativos
con un alto porcentaje de ocurrencia con E35, D38 y K353 en el receptor hACE2,
reforzando la afinidad. Este patron de mutaciones revela que las variantes con menor
promedio de contactos polares sacrifican la estabilidad por la flexibilidad —
probablemente como recambio antigénico—, mientras que omicron BA.1 compensa

mediante una reconfiguracion de la red de interacciones (36-38).

El PCA complementa lo observado en las simulaciones de MD al mostrar como las
mutaciones influyen sobre la distribucion de la varianza. En el complejo wild type y
gamma, se concentra gran parte de la varianza en el primer componente principal (>34%),
lo cual indica movimientos dominantes. En la variante delta, la varianza se reparte entre
el primer y segundo componente principal, lo cual refleja la presencia de dos modos de
movimiento relevantes a lo largo de la simulacion. En las variantes alpha y omicron BA.1
(de mayor complejidad estructural debido a las mutaciones), se observa una gran
dispersion de la varianza con menos del 25% en el primer componente principal y una
distribucion acumulada baja entre los tres primeros componentes principales. Ello es
indicativo de que se requiere de multiples modos de movimiento para describir la

dindmica molecular.

Correlacionando los resultados del andlisis estructural con el PCA es claro que: las
variantes con menos contactos polares (gamma y delta) muestran movimientos mas
definidos, mientras que omicron BA.1, pese a la dispersion de la varianza en los tres
primeros componentes principales, logra reorganizar la dindmica para mantener la
estructura y funcion del complejo. En la variante alpha, la presencia de una tUnica
mutacion N501Y en el RBD reorganiza la red de contactos al perder por completo el
puente de hidrogeno entre K353 y Q498 con Y501. Esta reorganizacion de interacciones
polares repercute sobre la estructura de la interfaz y conlleva a que se genere mas de un
modo de movimiento, lo cual se observa en la distribucion equitativa de la varianza entre

los tres primeros componentes principales.

En conjunto, los resultados ilustran —a través de simulaciones computacionales— un
proceso de reorganizacion adaptativa canalizando a la estructura hacia configuraciones
funcionales alternativas (variantes). La evolucion del SARS-CoV-2 no se rige por un
patron de pérdida y ganancia de estabilidad, sino por un patron de compensacion y

mantenimiento de la estabilidad y afinidad de union. Tal como se observa en los
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resultados, hay mutaciones como K417T en la variante gamma —que es K417N en
omicron BA.1—, L452R/T478K en delta que reducen ligeramente la estabilidad del
complejo, pero se compensan por cambios en la geometria espacial que conduce a
rearreglos en la red de contactos polares (39-41). Asimismo, en la variante omicron BA.1
—que también se observa en la variante gamma entre las mutaciones K417T, E484K y
N501Y— hay una compensacion entre mutaciones como N501Y, Q493R y Q498R
(compensacion electrostatica) que restauran e incluso mejoran ligeramente la afinidad de
union (24, 42-44). En el caso particular de la variante alpha, la cual contiene una tnica
mutacion N501Y, no solo cambia un contacto polar por una interaccion hidrofobica con
Y41 en el receptor hACE2, sino que se redistribuye la dindmica del complejo (45). Ello
demuestra que la evolucion del virus se basa en un equilibrio entre la pérdida y ganancia
de interacciones, que se mantiene constante donde incluso una sola mutaciéon puede
desencadenar un mecanismo de compensacion y epistasis intramolecular para preservar

la funcion.

VI. CONCLUSIONES

Con el fin de la pandemia, el virus se tornd endémico pero dejé muchas ensefianzas a
nivel de la investigacion cientifica, economia y politicas de salud publica. En el presente
trabajo se profundizo6 en la dinamica esencial de cinco variantes de SARS-CoV-2: wild

type, alpha, gamma, delta y omicron BA.1.

De las simulaciones de dinamica molecular se muestra que, en todas las variantes, la
estructura del RBD de la proteina spike se mantiene estable con valores de RMSD que no
representan diferencias significativas. Del analisis de interacciones polares, se observo
que en las variantes wild type, alpha y omicron BA.1, se conservan o reorganizan los
contactos, mientras que en las variantes gamma y delta se pierden interacciones clave
reduciendo la estabilidad y aumentando la flexibilidad estructural de la interfaz de

interaccion.

Del analisis de componentes principales, se muestra que las variantes wild type y gamma
la varianza se concentra en un uinico modo de movimiento dominante (varianza explicada
alta en el primer componente principal), la variante delta lo reparte en dos y las variantes
alpha y omicron BA.1 presentan una dindmica esencial dispersa en los tres primeros

componentes principales, reflejando una mayor complejidad estructural.
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Asimismo, es importante concluir que la mutacion N501Y en alpha, gamma y omicron
BA.1 reorganiza la interfaz de interaccion, sustituyendo una interaccion polar por una
hidrofobica - con el residuo Y41 en hACE2, incrementando la fuerza en la region de
anclaje. En particular en omicron BA.1, Q493R y Q498R generan nuevos puentes salinos
que compensan y refuerzan la pérdida del contacto entre K353 y Q498 con Y501. De esta
manera, la reorganizacion de la red de interaccion mantiene la afinidad de union y la

funcion.

Sobre la canalizacion estructural, observamos que los resultados sugieren que existe una
induccion por parte de las mutaciones a generar nuevos fenotipos estables eliminando
contactos importantes para una variante y compensando —mediante epistasis
intramolecular — esta pérdida en otras, reorganizando la dindmica de interacciones. Este
equilibrio podria explicar la evolucion funcional del RBD y el impacto que tiene la
dindmica esencial sobre la transmisibilidad y evasion inmunoldgica, permitiéndole

prevalecer en el tiempo.

En conclusion, los resultados obtenidos permitieron comprender como las mutaciones en
el RBD de la proteina spike reorganizaron la red de interacciones moleculares,
manteniendo la afinidad de uniéon y modulando la dindmica esencial de cada variante.
Este comportamiento reflejo un equilibrio adaptativo en el que la pérdida de interacciones
criticas fue compensada por nuevas interacciones, lo que explica la persistencia funcional
del virus y su capacidad de transmisién y evasion inmunologica. Sin embargo, es
importante sefialar que no se realizaron analisis energéticos, ya que ain no se dispone de
las ecuaciones de acoplamiento energético ni de un programa capaz de calcular dichos
pardmetros a partir de las simulaciones de dindmica molecular. Por ello, estas
conclusiones se basan exclusivamente en la estabilidad estructural, las interacciones
polares y la dindmica esencial derivada del PCA, dejando abierta la necesidad de futuros
estudios que integren el calculo de pardmetros energéticos para una caracterizacion mas
completa y rigurosa de los fendémenos de compensacion (epistasis intramolecular) y

canalizacion estructural inducida.
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VII. COMENTARIOS FINALES

A partir de las simulaciones computacionales realizadas, se sugiere la presencia de un
posible mecanismo de canalizacion estructural y epistasis intramolecular, mediante los
cuales ciertas mutaciones podrian compensarse entre si para favorecer la estabilidad de la

interaccion con el receptor hACE2.

Para confirmar ello, es necesario complementar este trabajo con un estricto analisis
fisico/matematico/computacional del acoplamiento energético entre regiones de la misma
estructura molecular, y, posteriormente, con estudios genéticos, que incluyan
mutagénesis dirigida, con la finalidad de dar validez bioldgica a las simulaciones de

dindmica molecular.

En el estudio, la reproducibilidad y la robustez de los datos no depende estrechamente de
la cantidad de réplicas en dinamica molecular, porque lo fundamental fue la calidad del
muestreo y la validez estadistica del protocolo. El hecho de afiadir mas réplicas no
garantiza mayor fidelidad si el sistema no habia sido equilibrado correctamente, si el
campo de fuerzas habia sido inadecuado o si el tiempo de simulacion habia resultado
insuficiente para explorar el espacio conformacional. La reproducibilidad se asegurd
mediante la consistencia en las condiciones iniciales (modelos estructurales iniciales) y
la convergencia de las trayectorias hacia distribuciones estables, mientras que la robustez
se sostuvo en la insensibilidad de los resultados frente a variaciones menores en
parametros. En consecuencia, tanto la reproducibilidad como la robustez se vincularon

mas con la calidad del disefio metodologico que con el nimero de réplicas ejecutadas.

Finalmente, traigo a colacion la misma pregunta que propuse en la tesis de la maestria de
inmunologia titulada “Analisis de Dindmica Molecular y Energia Libre de Interaccion de
la Variante Gamma en Interaccién con hACE2”, publicada en el repositorio de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia, ;Estamos ante un nuevo mecanismo de
evolucion? En respuesta a ello, estos hallazgos vislumbran avances notables en la

elucidacion del mecanismo evolutivo.
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VIII. DATA DISPONIBLE

Las simulaciones de dindmica molecular se encuentran de acceso libre con el siguiente
link:
https://drive.google.com/drive/folders/1mo0tKSLZtSDjSFQC7XpWGxXolyBOGpMv?u

sp=drive_link.

Asimismo, los programas con los que se realizaron los graficos y el andlisis de las
simulaciones se pueden visualizar en el siguiente link: Mzcavanib (Maurizio Cavani) -

GitHub.
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IX. LIMITACIONES

La tesis identifica patrones de reorganizacion estructural compatibles con fendmenos de
compensacion dindmica y epistasis intramolecular durante la evolucion viral, ofreciendo
una interpretacion coherente con dichos procesos. Sin embargo, esta evidencia no se
presenta de manera directa, ya que no se realizaron calculos energéticos en el desarrollo
del trabajo. Cabe sefialar que en el articulo previo a esta tesis si se efectuaron los calculos
energéticos correspondientes para la variante Gamma, lo que permitido vislumbrar el

fendmeno de epistasis intramolecular (24).

Los resultados expuestos en la presente investigacion provienen de simulaciones
prolongadas de dindmica molecular, replicadas por triplicado para garantizar mayor rigor
cientifico. El objetivo principal de las réplicas fue optimizar los parametros de
minimizacion de energia y los pasos de equilibrio. No obstante, es importante destacar
que, a diferencia de los experimentos realizados en laboratorio himedo (“wet lab”), en
este caso no era estrictamente necesario realizar réplicas adicionales, dado que las

simulaciones mostraron estabilidad desde el inicio.
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X. FUENTES DE FINANCIAMIENTO

Este proyecto fue autofinanciado en su totalidad, utilizando los activos del Laboratorio
de Moléculas Individuales de los Laboratorios de Investigacion y Desarrollo de la

Facultad de Ciencias e Ingenieria de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.
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