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RESUMEN

Titulo: Caracteristicas de la proteina S del virus SARS-CoV-2 y las
implicaciones clinicas en pacientes del Hospital Regional de Alta Especialidad
“Dr. duan Graham Casasus” durante la pandemia 2020-2022.

Introduccion: El SARS-CoV-2 representa la causa de morbimortalidad méas
importantea nivel mundial durante los ultimos afios. Esta formado por 4
proteinas. D€\importancia para nuestro estudio, la proteina S que cumple la
funcion de reconocer al receptor ACE2 humanos para la entrada viral.

Objetivo: Determinar las caracteristicas de la proteina S del virus SARS-CoV-
2 y las implicaciones clinicas en pacientes del Hospital Regional de Alta
Especialidad “Dr. Juan“Graham Casasus” con la gravedad de la enfermedad
durante la pandemia“2020-2022.

Material y métodos:. Sé analizO una muestra no probabilistica de 200
pacientes mayores de 18 )afios, con resultado positivo a SARS-CoV-2
procedentes del Hospital Regional de Alta Especialidad “Dr. Juan Graham
Casasus”. Los datos clinicosC'de los pacientes se extrajeron al ingreso
hospitalario. La extraccion de RNA viral se realizO mediante el equipo
automatizado iPrep™ Purelink®, Virus Kit (INVITROGEN®). La deteccion de
SARS-CoV-2 se realiz6 enfel-equipe~-de PCR en tiempo real QuantStudio5™
Real-Time PCR (Applied BieSystems), y.la amplificacion fue realizada usando
GeneFinder™ COVID19 Reall\Amp Kif v2 (Cat IFMR-45) (OSANG Healthcare
Co., Lt,).

Los datos se analizaron a través de medidasS.de tendencia central y dispersion,
se utilizaron pruebas de hipotesis de acuerdo con la naturaleza de las variables.
El genoma de los virus se secuencio con kits llluminaMiSeq 500v2 [lllumina, San
Diego, CA, EE. UU.))

Resultados: Todas las secuencias analizadas de .pacientes del Hospital
Regional de Alta Especialidad “Dr. Juan Graham Casasus”, se clasificaron a
través de clados, el 26.9% (n=53) pertenece al clado 21K«Omicron), el 27.4%
(n=54) al 20B, el 19.8% (n=39) al 20A. La media fue 10.7+1142 sustituciones, con
un minimo de 1 y maximo de 32, obteniendo un total de 121 mutaciones

Conclusiones: Durante el periodo de pandemia 2020-2022"circularon 11
clados de SARS-CoV-2 que tuvieron por lo menos la mutacién D614G, el clado
21K Omicron posee la mayor cantidad de mutaciones. Las sustituciones de
aminoacidos en la region N-terminal y del dominio de union con el receptor ACE2
son altamente frecuentes.

Palabras Clave: SARS-CoV-2; COVID-19; Proteina S; mutaciones; clades;
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ABSTRACT

Title: Features of the S protein of the SARS-CoV-2 virus and clinical
implications in patients of the Hospital Regional de Alta Especialidad "Dr. Juan
Graham Casasus” during the 2020-2022 pandemic.

Background: SARS-CoV-2 represents the most important cause of morbidity
and mortality,worldwide in recent years. It is made up of 4 structural proteins. Of
importance t@ our study, the S protein that recognizes the human ACE2 receptor
for viral entry.

Aim: To determine the characteristics of the S protein of the SARS-CoV-2 virus
and the clinical “implications in patients of the Hospital Regional de Alta
Especialidad "Dr. Jdan:Graham Casasus" with the severity of the disease during
the 2020-2022 pandémic.

Methods: A non-probabilistic sample of 200 patients over 18 years of age was
analyzed, with a positive result for SARS-CoV-2 from the Regional High Specialty
Hospital "Dr. Juan Graham Casasus”. The clinical data of the patients were
extracted upon hospital admissian, Viral RNA extraction was performed using the
iPrep™ PureLink® Virus Kit (INVITROGEN®) automated equipment. SARS-
CoV-2 detection was performed, using the QuantStudio5TM Real-Time PCR
(Applied Biosystems) real-time-PCR.equipment. and amplification was performed
using GeneFinderTM COVIDX9-Real Amp Kit v2 (Cat IFMR-45) (OSANG
Healthcare Co., Ltd,).

The data was analyzed throughsmeasures,o central tendency andispersion,
hypothesis tests were used according to-the: nature of the variables. Virus
genomes were sequenced with llluminaMiSeq.500v2 kits (Nextera DNA Flex
Library Prep Kit and MiSeq V2 Reagent Cartridge [lllumina, San Diego, CA,
USA])

Results: All the sequences analyzed from patients,  of the Regional High
Specialty Hospital “Dr. Juan Graham Casasus”, are ‘classified through clades,
26.9% (n=53) belong to clade 21K (Omicron), 27.4% (n=54) to 20B, 19.8% (n
=39) at 20A. The mean was 10.7+11.2 substitutions, with*asminimum of 1 and a
maximum of 32, obtaining a total of 121 mutations

Conclusions: 11 clades of SARS-CoV-2 circulated that had ‘at least the
D614G mutation, the 21K Omicron clade has the largest humber\of affected
people. Amino acid substitutions in the N-terminal region and in.the ACE2
receptor binding domain are very common.

Key words: SARS-COV-2; COVID-19; Spike protein; mutations, clades
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Grupo de organismos relacionados que comparten
un determinado material genético

Parte de una proteina que cumple una funcién
independiente del resto de la proteina

Conjunto de los cromosomas presentes en la célula
y, por tanto, su informacién genética completa

Un linaje es un grupo de virus estrechamente
relacionados con un ancestro comun

Cantidad de personas enfermas en relacion con una
poblacién especifica

Cantidad,de muertes en una poblacion

Variacion permanente de la estructura genética en
la que’la.progenie difiere de los progenitores

Enfermedad infe¢ciosa que se caracteriza por la
inflamacionde_los ptlnones

Compuestoformado por acido fosférico, una
pentosa y una base quelconstituyen la unidad
estructural del acido nucleico

Tipo de enzima que rompen;-Oyhidrolizan, las
uniones peptidicas que unen lo‘aminoacidos en una
proteina. La proteina se rompe en _sus constituyentes
basicos

Compuesto complejo que se sintetiza.en todos los
seres Vivos

Estructura ubicada en la membrana celulat.o en el
interior de la célula que se combina con un farmaco,
una hormona, una sustancia quimica intermediaria o
un agente infeccioso y altera algin aspecto del
funcionamiento de dicha célula
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Variante Diferencia entre los microorganismos o las
entidades en una clasificacion concreta.

Virus Patégeno hecho de &cido nucleico en una envoltura
proteica que solo puede crecer y reproducirse después
de infectar una célula huésped
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ABREVIATURAS

aa

ACE2
ADN

ARN
COVID-19
FP

HR1

HR2

KDa

MERS-CoV

NGS
nm

NSP
NTD

OMS

PCR
RBD
RTC

RT-PCR

S1
S2
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Aminoécido

Enzima convertidora de Angiotensina 2
Acido Desoxirribonucleico

Acido Ribonucleico

Coronavirus Disease 2019

Péptido de fusién

Heptada repetida 1

Heptada repetida 2

Kilodalten

Coronavirus del Sindrome Respiratorio de Oriente
Medio

Secuencia.de ndeva generacion
Nanometros

Proteinas no‘estructurales
Dominio N-terminal

Organizacion Mundial de la Salud
Pares de bases

Proteina C Reactiva

Dominio de unién al receptor
Complejo Replicasa Transcriptasa

Transcriptasa reversa-reaccion en cadena de-la
polimerasa en tiempo real

Subunidad S1

Subunidad S2
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Universidad Juarez Auténoma de Tabasco
Division Académica de Ciencias de la Salud

Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2
Dominio transmembrana

Serina proteasa transmembrana de tipo 2

Variante de preocupaciéon

Variante de interés
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INTRODUCCION

LA ENEERMEDAD DE LA COVID-19

A finales-de 2019, se identificé por primera vez el virus SARS-CoV-2 (del inglés
Severe Acute® Respiratory Syndrome Coronavirus 2), agente etioldgico de la
enfermedad de la COVID-19 (del inglés, Coronavirus Disease 2019) en un grupo de
pacientes con conexiones en Huanan, Wuhan, provincia de Hubei, China (Lu et al.,

2020).

El virus SARS-CoV-2 esce| tercer coronavirus humano zoonoético, que se
propag0 con rapidez a través del contacto con aerosoles, y desde entonces se
considerd la causa de morbimertalidad mas importante a nivel mundial de los ultimos
afos (Gralinski & Menachery, 2020)., El wvirus SARS-CoV-2 tiene una secuencia
genética similar a los virus MERS-CoV (del Inglés Middle East Respiratory Syndrome
Coronavirus) y SARS-CoV (del Inglées Severe’ Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus) (Hasoksuz et al., 2020); morfolégicaménte, son de forma esférica, de
aproximadamente 125 nm de didmetro, con picos que se proyectan desde la superficie
del virus que le dan la apariencia de una corona (Malik, 2020) .-El virus contiene cuatro
proteinas estructurales que incluyen nucleocéapside (N), membrana«{M), envoltura (E),

y de importancia para nuestro estudio, la proteina espiga (del inglés-Spike (S)).

En cuanto a las manifestaciones clinicas, la infeccion por SARS:CoV-2 se
describio con la aparicion de fiebre, tos, expectoracion, dolor de garganta, disnea, dolor

muscular, dolor de cabeza, dolor en el pecho/térax, diarrea, nauseas y vomito, ademas
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de“un recuento bajo de leucocitos(leucopenia), recuento bajo de linfocitos (linfopenia)
y elevacion de proteina C reactiva (PCR) (Yang et al., 2020). Con respecto a la
gravedad de la enfermedad, incluye un amplio abanico de presentaciones que van
desde la enfermedad asintomatica/leve, hasta la enfermedad critica e incluso la muerte

(World Health.Organization, 2020).

El diagnésti¢oiconfirmatorio de SARS-CoV-2 se realiza a través de la deteccion
de uno de los objetives maleculares del virus a través de la transcriptasa reversa-
reaccion en cadena de la‘palimerasa en tiempo real (RT-gPCR). Destaca el papel de
la vigilancia gendmica, la cual_ha sido fundamental para establecer los mecanismos
de entrada del virus, las interacciones moleculares con el huésped, y el diagnostico
ademas del monitoreo de nuevascepas-desde las primeras etapas de la pandemia de

COVID-19 en apoyo de los métodos epidemioldgicos tradicionales (Nasir et al., 2022).

ESTRUCTURA GENOMICA DEL SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 es un virus de RNA monocatenario de sentido positivo, que
pertenece al género Betacoronavirus de la familia Coronaviridae, Subfamilia
Orthocoronavirinae, orden Nidovirales, reino Riboviria (Kirtipal et al., 2020). Su genoma
esta constituido por 29,903 nucledtidos y codifica 9860 aminoaeidos (Figura 1). El virus
contiene cuatro proteinas estructurales, la proteina espiga (Proteina’S) de 3,822 pb, la
proteina de membrana (M) con 669 pb, de envoltura (E) constituida,por228 pb, y de
nucleocapside (N) de 908 pb, ademas de 9 proteinas accesorias y 16 proteinas no

estructurales (Elrashdy et al., 2020; Gupta et al., 2021; Shaibu et al., 2021):
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Figura 1. Informacién estructural de SARS-CoV-2

La organizacion estructural del genoma de SARS-CoV-2. El panelA, se muestra la representacion
esquematica de la organizacion del genoma de SARS-CoV-2 en pb. El panel B, la descripcién de la
estructura de SARS-CoV-2, donde se sefiala el material genético, las€uatro proteinas estructurales y
la envoltura lipidica de doble capa que lo rodea. Editado de (Gupta et al) 2021).

PROTEINAS NO ESTRUCTURALES

En el virus SARS-CoV-2, los primeros dos tercios del genoma contiéne los genes
de la replicasa, formada por los genes que codifican las poliproteinas 1a (ppla) y lab
(pplab). La poliproteina ppla se escinde en once proteinas no estructurales (Nspl-

11) y la pplab contiene las primeras proteinas junto con cinco adicionales (Nsp12-16)
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que realizan funciones en la replicacion viral, la transcripcion, la modulacion y la

resistencia a la respuesta antiviral innata (Tabla 1) (Daniels et al., 2021; Dorlass et al.,

2021; OlLeary et al., 2020).

Tabla 1. Descripeién de proteinas no estructurales

Proteina Tamafo Funcion
Nsp1 19.6,kDa; 180 aa Bloquea el sitio de entrada ribosémico
P para evitar la union del ARNm del huésped
Nsp2 70.5kDa; 639 aa
217 kDa; 1946 aa Es el elemento méas grande del complejo
de replicacion transcripcion (RTC). Interfiere
Nsp3 con la produccién de interferones necesarios
dentro del sistema inmune del huésped e
interactta con la proteina N
56 kDay501 aa Forma complejos con Nsp3 y Nsp6 para el
Nsp4 ensamblaje de vesiculas dentro de las que se
produce la replicacién viral
33.7 kDa; 307 aa Es una proteinasa, interviene en la
Nsp5 s > .
escision en once sitios distintos
33 kDa; 291 aa Se ubica en el reticulo endoplasmico y
NSD6 generajautofagosomas que son responsables
P de la entrega de contenido citoplasmico a los
lisosomas
Nsp7 9.2 kDa; 84 aa Compléjo.gue actia como primasa para
Nsp8 21.8 kDa; 199 aa Nspl2
Nsp9 12.3 kDa; 114 aa Se unezal ARN monocatenario
14.7 kDa;140 aa Proteina similar al factor de crecimiento
Nsp10 gue estiula las actividades de metiltransferasa
P de Nsp16. Camufla al’ARN viral del sistema
inmune del huésped
Nspll 1.3 kDa; 13 aa Se desconoce la funcion
106.6 kDa; 932 aa Representa la ARN pelimerasa
dependiente de ARN (RdRP). Esencial del
Nspl2 . B: ) o
complejo de replicacion y transcripcion del
virus
66.8 kDa; 601 aa Sirve como helicasa para desenrollar el
Nspl13

ARN del SARS-CoV-2
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Proteina Tamarfio Funcién

Nspl4 59.8 kDa; 527 aa Exoribonucleasa.
Nspis 38.8 kDa; 346 aa EndoRNasa, degrada fragmentos de ARN
p viral
33.3 kDa; 298 aa Metiltransferasa activado por Nsp10.
Nspl6 Evade la deteccion de | sistema inmune del
huésped

aa: aminoacidos: Recuperado y traducido de (Daniels et al., 2021; O'Leary et al., 2020).

PROTEINAS ESTRUCTURALES

PROTEINA DE NUCLEOCAPSIDE (N)

La proteina nucleocapside¥(N) posee 419 aa y es una proteina estructural
importante para el SARS-CoV-2. Despueés de la infeccion, la proteina N cumple con
unirse y empaquetar el ARN Viral, en” Ja ribonucleocapside helicoidal, ademas de
interactuar con otras proteinas estrucCturales“durante el ensamblaje de los viriones

(Saikatendu et al., 2007; W. Zeng et al.{ 2020).

PROTEINA DE MEMBRANA (M) Y ENVOLTURA (E)

Las proteinas estructurales de membrana (M),-y" envoltura (E) poseen las
secuencias sefial de trafico y se acumulan en el retieulo, endoplasmatico. La
incorporacion eficiente de estas proteinas y el complejo ribonucleopreteico es esencial
para la maduracion de nuevas particulas de viridon. Las proteinas.M'y_E juegan un

papel importante en la regulacion de ensamblaje del viridn.

La proteina M del SARS-CoV-2 es una glicoproteina transmembrana(de’tipo 1|

de 222 aminoécidos de longitud y es la proteina estructural mas abundante. Tiene 3
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dominios principales: el ectodominio N-terminal seguido de tres hélices

transmembrana (TMH1-TMH3) y el endodominio C-terminal (Mahtarin et al., 2022).

La“proteina E es la proteina estructural transmembrana mas pequefia de 75
aminoacidos que comprende tres dominios: un ectodominio hidrofilico N-terminal, un
dominio transmembrana hidrofébico (TMD), seguido de un endodominio C-terminal

hidrofilico largo.

LA PROTEINA'ESPIGA (S)

La proteina espiga (S)~es'la principal proteina estructural y esta incrustada en
la membrana viral del SARS-CoV=2 en forma homotrimérica y cumple con la funcién
de reconocer el receptor ACE2’humano, que permite la unién del virus y es la entrada
del mismo a las células (Sun<et-al, 2022). Se produce en el reticulo endoplasmico
rugoso de las células infectadas ytiene un‘tarmarno de 180-200 kDa (Huang et al., 2020;

Li, 2016).

La longitud total de la proteina S es de 1,273 aminoacidos; consta de una
péptido sefal ubicada en el extremo N-terminal (aminoécidos 1-13), una subunidad S1
compuesta por 672 aminoacidos (residuos 14-685) que representa la parte variable de
la proteina, y una subunidad S2 (aminoacidos 686-1273) muche mas conservada (Y.

Huang et al., 2020) (Tabla 2).
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Tabla 2. Dominios funcionales de la proteina S

1 Subunidad S1 14-685

1.2 Dominio N-terminal 14-305
1.3 Motivo de unidn al receptor 437-508
1.4 Dominio de unién al receptor 319-541

2 Subunidad S2 686-1273
2.1 Péptido de fusion 788-806
2.2 Secuencia Heptada repetida 1 912-984
2.3 Secuencia Heptada repetida 2 1163-1213
24 Domihio, Transmembrana 1214-1237
2.5 Dominio/Citoplasmatico 1238-1273

Tomado de (Satarker & Nampoothiri, 2020).

Los primeros 13 residues de aminoacidos de la proteina S constituyen el péptido
sefal, necesario para guiar su transporte a su destino en la membrana (Gupta et al.,
2021), que corresponde al reeeptor ACE2 (Arya et al., 2021). La subunidad S1 es la
responsable del inicio de la infeeeion viral, que consiste en la unién de las particulas
virales a los receptores celulares en‘la superficie de la célula huésped (Figura 2) y en
su estructura destaca un dominio N-terminal (NTD) y el dominio de unién (RBD). El
NTD esta dinamicamente relacionado conla adhesion a la célula del huésped (Klinakis

et al., 2021).

En el limite entre la subunidad S1 y S2 hay una region denominada sitio de
escision de la proteasa S1/S2, region que debe ser cortada. 'por las proteasas del
huésped para activar y facilitar la fusion y entrada del virus (Figdra 2). La subunidad
S2 a diferencia de la subunidad S1 es el responsable de la fusion deflas membranas
del virus y las células del huésped, y la entrada viral; estructuralmente estd gampuesta
por un péptido de fusion (PF), dos regiones de siete aminoacidos (heptada)‘tepetidos

(HR1 y HR2), dominio transmembranal (TM), y una cola citoplasmatica (CT) (Davies
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et-al., 2021; Li, 2016). El péptido de fusion (PF) es un segmento corto de 15 a 20
aminoacidos que desempefia un papel esencial en la fusibn de membranas al
interrumpir y conectar las bicapas lipidicas de la membrana de la célula del huésped
(Gupta et.al.p 2021). La region HR1 y HR2 es una estructura de seis hélices de
aminoécidos “esenciales para la fusion viral (Huang et al., 2020). El dominio
transmembrana (F¥M).ancla a la espiga dentro de la membrana viral y contribuyen a la

estabilizacidn de la esStruetura trimérica de la proteina S (Xia, 2021).
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(1  Reconocimiento de (2) Escision de
/ hACE2 por SARS-CoV-2 SARS-CoV-2

(3) Activacion de

viral y del huésped

Sitio polibasico

dominio S2 (&) Fusion de la membrana

Figura 2. Proteina S y sus interacciones con el receptor ACEZ%

A) Representacion esquemética del reconocimiento de la célula huésped y entrada de
2. B) Estructura tridimensional de SARS-CoV-2 (cerrada, con los dominios de union al rec
abajo). C y D) Estructura tridimensional de SARS-CoV-2 abierta, 1 y 2 RBD hac
respectivamente. E) Estado de post-fusion de la proteina S (Tomado de Gupta et al., 2021).
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ENTRADA DEL CORONAVIRUS A LA CELULA HOSPEDERA
El virus SARS-CoV-2 utiliza un enmascaramiento conformacional que lo ocultan
del sistema inmunitario, tiene un ciclo de replicacion y traduccion que inicia con la union
del virus-receptor de la célula huésped y termina con la liberacién de la progenie recién
generada de las.c€lulas infectadas (Kirtipal et al., 2020) (figura 3). La entrada del virus
comienza cuandorlos\trimeros de la superficie del virus se unen al receptor ACE2 a

través de la union de'RBD de la subunidad S1 (Shang et al., 2020).

La subunidad S1 al_unirse al receptor ACE2, desencadena la fusion de la
membrana viral y la membranas«del huésped (Huang et al., 2020). La base de la fusion
de las membranas es la escision_de\las subunidades S1 y S2 por la furina y por la
TMPRSS2. Los sitios de escisioh de<furina de SARS-CoV-2 son mdltiples, lo que
mejora la infectividad (Li, 2016;-Nyberg.etsal., 2021). Después de la escision de la
proteina S, el péptido de fusién de fa.subunidad S2 del virus de SARS-CoV-2 queda
expuesto y desencadena la fusién de lassmembranas del virus y las células huésped

(Davies et al., 2021).

En la célula huésped, el ARN viral se libera en el'citoplasma y utiliza ARN de
transferencia del huésped para la traduccidon de sus proteinas; Los productos de la
traduccion son las poliproteinas ppla y pplab, que se escinden'en proteinas no
estructurales y forman el complejo replicasa transcriptasa (RTC) (Kadanret al., 2021),
el cual estd compuesto por nsp7-8, nsplO, nspl4d (exoribonucleasa), nspl5
(endonucleasa), nsp16 (metiltransferasas) y la RNA polimerasa dependienterde RNA

(Dubey et al., 2021).
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O La proteina N se une al RNA viral, mientras que la proteina M es responsable
del@aryblaje de las particulas virales, inhibe a NF-kB y regula a la baja la respuesta
antivi @I huésped. La proteina E est4d implicada en la patogénesis viral, el
ensambla@ggemacién y la formacién de la envoltura de nuevos viriones (Guo et al.,

2020). \.9/‘
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Figura 3. Ciclo de vida de SARS-CoV-2

Elvirus ingresa a la célula del huésped uniéndose al receptor ACE2 a través de la proteina S. En el
citoplasma,de la célula del huésped el ARN viral se librea y se traduce. El ARN gendmico de sentido
negativo sesa como molde para formar un ARN de sentido positivo. Las proteinas estructurales
excepto la preteina N se traducen en el reticulo endoplasmatico y se transportan al aparato de Golgi

para formar y libérarun virion maduro Tomado de https://viralzone.expasy.org/9096.

VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

Las técnicas moleculares se han utilizado con éxito para el diagnostico de
patogenos durante muchos.ahos. Las pruebas diagnosticas de SARS-CoV-2 se basan
en la deteccion de los acidossnucleicos de forma cualitativa y cuantitativa. En este
sentido, la prueba cualitativa advierte la deteccion del virus 0 no, mientras que la
prueba cuantitativa genera una_eurva estandar usando concentraciones conocidas de

RNA viral para estimar la cantidad.de virus{McAdam, 2022).

Entre estas técnicas, la secuenciacion.€syuna herramienta importante en la
epidemiologia de las enfermedades infecciosas. En'patdogenos como el virus SARS-
CoV-2, la secuenciacion gendmica juega un rol clavepara la identificacion de las rutas
de transmision e identificacion de las fuentes y reservorios animales, (van Dorp et al.,
2020). Particularmente, se describieron los patrones de dispéersion del virus, brindando
la posibilidad de inferir la dinAmica de transmision y orientar_sobre el disefio de

medicamentos y vacunas (Gonzalez-Candelas et al., 2021).

Las tecnologias de secuenciacion implementadas por las agencias de salud
publica mundiales permitieron la identificacion especifica y la caracterizacién.de los

componentes genéticos del SARS-CoV-2 circulante, ademas de su correlacion con las
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caracteristicas epidemiologicas (D'Agostino et al., 2022). Entre las tecnologias de
secuenciacion destacan el método de Sanger que es una forma rapida y confiable de
vigilancia epidemioldgica (Shaibu et al., 2021) y la secuenciacion de nueva generacion
(NGS por'sussiglas en inglés Next-Generation Sequencing) que permite la generacion
rapida de millones'de pares de bases de ADN de forma masiva y paralela, a costos

relativamente bajes (Matthijs et al., 2016).

La NGS juegatn papel importante en la busqueda del origen y huéspedes
intermediarios, al mismo tiempo, estudia el patrén evolutivo y la tasa de mutaciones
del virus (Chen et al., 2021). Entre otros beneficios el uso de tecnologia NGS permitio
la identificacion rapida de nuevas\variantes, la reconstruccion de las rutas de
diseminacion y brindd la base-molecularpara el disefio de vacunas y descubrimiento

de farmacos (Lourenco et al., 2020);

VARIANTES DE SARS-CoV-2

Los cambios de nucleotidos que emergenidel genoma del virus SARS-CoV-2
durante el proceso de replicacion son el resultado evolutivo de las presiones selectivas
del hospedador y del medio (Aleem et al., 2021; Mistry‘et al., 2021). EI mecanismo
molecular por el que se formaron las variantes de SARS-CoV+2 es la recombinacién
homoéloga. Generalmente este mecanismo se describe por la combinacién de dos
variantes del virus, el cual puede ocurrir durante la replicacién viralPor lo tanto, es
fundamental definir que para que ocurra, debe haber una coinfeccion“de la misma

célula dentro de un individuo por virus genéticamente distintos, implicitamente-describe
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gue requiere que haya circulacion simultdnea de multiples linajes virales dentro de una

poblacion (Jackson et al., 2021).

Los_sistemas de clasificacion de SARS-CoV-2 aceptados son mdltiples. Los
mas utilizados son GISAID (por sus siglas en inglés Global Initiative on Sharing All
Influenza Data), Nextstrain y Pango. El sistema GISAID identifica grandes clados
caracterizados por{mutaciones importantes con respecto a un genoma de referencia.
El sistema de nomenclatura Pango es dinamico y se basa en las relaciones evolutivas,
ademas, de la relevancia_epidemiolégica del linaje (Dubey et al.,, 2021; Gonzalez-
Candelas et al., 2021). EI® sistema Nextstrain utiliza el analisis filogenético y
filodinamico para identificar clades y\subclados estables evolutivos; en este sistema
los clados se nombran con eliaie de.aparicion como prefijo, seguido de una letra que
indica el orden en que se identificd el clado,,aunque también, la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) simplifica la comunieacion plblica de las mutaciones y las designa
con letras del alfabeto griego; se clasifican'en dostipos: las variantes de interés (VOI),
y las variantes de preocupacion (VOC) segun la sitdacion de cada pais (CDC, 2021;

Choi & Smith, 2021).

Una variante de interés (VOI) se describe por los cambios-genéticos que afectan
las caracteristicas del virus, transmisibilidad, gravedad de la enfermedad, escape
inmunolégico, diagndstico o terapéutico, se reconocen como causantes de transmision
comunitaria significativa en diversos paises con prevalencia relativa-Greciente y
representan riesgos emergentes en salud publica (Choi & Smith, 2021). Una-variante

de preocupacion (VOC) se refiere a las variantes virales con mutaciones en el dominio
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de“union al receptor de la proteina S que mejoran drasticamente la afinidad de union
en el'complejo RBD-ACE2 que causa una rapida diseminacion en la poblacion (Dudas
et al.,, 2021). En este contexto podemos asumir que una VOC cumple con la definicién
de una VOI,"pero se asocia con cambios de importancia para la salud publica: aumenta
la transmisibilidad © cambio perjudicial en epidemiologia de COVID-19, aumento de la
virulencia o cambie’de presentacion clinica de la enfermedad, y disminucién de eficacia
de las medidas sociales’ y de salud publica, diagnéstico, vacunas y terapéutica

disponible (Choi & Smith;2021).

MUTACIONES EN SARS-CoV-2

La transmision del vitus de SARS-CoV-2 de una poblacion a otra produjo
cambios genéticos debido a errores der’copia de la ARN polimerasa, que condujo a
mutaciones (Hofman et al., 2021).~Las ‘mutaciones del SARS-CoV-2 mejoran las
ventajas evolutivas del virus (Li, 2016), y.con‘mayor frecuencia se encuentran en las
secuencias que codifican la proteina S, RdRp y N{(Franco-Mufioz et al., 2020). La tasa
mutacion global de SARS-CoV-2 es de 2.5 mutacioneS/mes, sin embargo, por las altas

tasas de transmision la tasa de mutacion es mas alta (Ngoi et al., 2021).

En general, las mutaciones en la proteina S surgen._eomo un subproducto
natural de la replicacion viral que afecta la transmisibilidad, con tendencia a fortalecer
la afinidad de union de ACE2-RBD, ademas, del escape de la” proteccion de
anticuerpos y la propension a la reinfeccion (Franco-Mufioz et al., 2020, auring &

Hodcroft, 2021; Suéarez et al, 2020; Zella et al., 2021).
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Los mecanismos por los que las mutaciones de la proteina S pueden potenciar
la infeccidn y/o escape inmune estan relacionados con la estructura general y su

funcién (Figura 4).
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Figura 4. Mutaciones de SARS-CoV-2

La imagen muestra la localizacion de las mutaciones presentes en la proteina S de 5
variantes de SARS-CoV-2 (WHO, 2021).

D614G es la mutacion donde un &cido aspartico se sustituye por glicina.en la

posicion 614 (Korber et al., 2020). Es reconocida como la primera mutacion detectada,
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que en un periodo corto de tiempo se ubicé como la forma dominante de SARS-CoV-
2 (Lauring & Hodcroft, 2021) y se relacion6 con una carga viral mas alta (Dubey et al.,

2021)!

A medida que avanzaba la pandemia surgio la mutacién N501Y, que es clave
en el dominio de unidn al receptor (RDB). La mutacion N501Y fortalece los enlaces de
hidrégeno intermoleculares entre el complejo RBD-ACE2 vy, por lo tanto, da como
resultado una mayor infectividad y afinidad (Gupta et al., 2021). La mutaciéon K417N
de lisina a asparagina enfla_posicion 417 se ubica en uno de los sitios determinantes
de RBD que se asocia con una“unién reducida con el receptor ACE2. La mutacion
N439K es una de las mutaciones, RBD mas comunes que ocurren de forma
independiente en todo el munde-A(Gupta-et al., 2021). La mutacion S477N ocurre en la
region del bucle flexible (473-490) de la‘proteina S que es responsable de una unién

fuerte con ACE2 (Gupta et al., 2021).

Otras mutaciones importantes son, N440K{ L452R, T478K y E484K. N440k se
relaciona con una mayor transmision e infecciosidad; asi como con un escape
inmunitario debido a que provoca una inversién de carga que contribuye a distintas
perturbaciones conformacionales en la region del bucle RBMfrente al receptor ACE2.
También se describié que la mutacion L452R favorece la adaptabilidad fisica del
SARS-CoV-2. Esta mutacion se relaciona con una mayor afinidad, evasion inmunitaria,
mayor infectividad y transmisién (Gupta et al., 2021). La mutacion T478K reside en la
interfaz RBD-ACE2 e incrementa la union con ACE2 y afecta el petencial de

neutralizacion por anticuerpos monoclonales (Gupta et al., 2021). La mutacion E484K
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es‘fesponsable de la transmision rapida, incrementa la infectividad de las variantes, e
interfiere con la capacidad de los anticuerpos para unirse a la regién RBD y la mutacion

S494P contribuye al aumento de la afinidad (Gupta et al., 2021).

ANTECEDENTES

Los estudios experimentales demuestran la utilidad clinica de la aplicacion de
tecnologias de secuenCiacion para prevenir y combatir amenazas en salud publica
(Sahajpal et al., 2021). A finales del afio 2019 en China, los primeros analisis
genomicos de muestras clinicas*de pacientes con enfermedad respiratoria revelaron
una nueva cepa de virus de-la\familia Coronaviridae (Wu et al., 2020). El
establecimiento de la secuencCia-de referencia de SARS-CoV-2 resulto trascendental
para la investigacion de la patogenia, €l curso de la enfermedad, el diagndstico, la

prevencion y tratamiento de la infeceion.(Wang et al., 2020).

La pandemia se propag0 por tres afos(debido a que los cambios en la
traduccion de proteinas condujeron a inestabilidad funcional, como consecuencia, la
acumulacién de mutaciones, alteraciones estructurales™y la aparicibn de nuevas

variantes potencialmente mas contagiosas (Bui et al., 2021):

Las mutaciones en la proteina S desarrollaron particular *interés por su
participacion en la interaccidon con células del huésped y la evasion'inamune. En este
sentido, estudios de vigilancia gendmica global revelaron la presencia de‘mutaciones
en el total de muestras analizadas en Ghana, y su cercania con la cepa de Wuhan

(Ngoi et al., 2021). También, contribuy6 en la deteccion de variantes de SARS-CoV-2
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(Daniels et al., 2021; Dorlass et al., 2021), y las implicaciones de las mutaciones de la
proteina S sobre la inmunidad del huésped, el rendimiento de las pruebas de

diagnostico y la efectividad de las vacunas (Gélvez et al., 2022).

Otros’estudios se centraron en la caracterizacion de variaciones mutacionales
en muestras ne‘respiratorias. En este contexto se identificé la secuencia del genoma
de SARS-CoV-2 en muestras de heces (Papoutsis et al., 2021), saliva (Hofman et al.,
2021), liquido cefalorraquideo (Wang et al., 2021), ademas de muestras ambientales

(D'Agostino et al., 2022).

Andlisis recientes demuestran que la identificacion de las mutaciones en la
proteina S son necesarias para entender como se relacionan con la transmision y la

infeccion (Dubey et al., 2021; Zhang & Jackson, 2020).
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PEANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los virus que surgen periddicamente son una amenaza potencial para la
humanidad. EI SARS-CoV-2 es el responsable de la enfermedad del coronavirus 19
(COVID-19¢p0r sus siglas en inglés, Coronavirus Disease 2019) que se extendié por
todo el munde® En el afio 2019, el Centro para el Control y la Prevencion de
Enfermedades de (Wuhan inicié con la descripcién epidemioldégica de los primeros
casos de neumonia de etiologia desconocida (Hasoksuz et al., 2020). Durante las
primeras semanas epidemiologicas del afio 2020 se confirmaron cerca de 10,000
casos distribuidos en 20 paises{WHO, 2020). En los primeros 4 meses del afio 2020

se estimo un total de 3,090,445 casos en todo el mundo.

En México, el primer caso fue detectado el 27 de febrero de 2020 y a partir de
esta fecha la cantidad de infeecciones” causadas por COVID-19 fueron casos
importados del extranjero y sin (contagies’ docales, sin embargo, los casos
incrementaron rapidamente y para el 30 de abril de 2020 se confirmaron 19,224 casos

(Suérez et al., 2020).

La diseminacion mundial del SARS-CoV-2 contribuyé con los cambios
adaptativos del genoma. Estos cambios, alteran su potencial patégeno, ademas
dificultan el desarrollo de farmacos y vacunas. En una revision.reciente, Pachetti y
colaboradores caracterizaron 8 mutaciones de SARS-COV-2 y resaltan‘ta importancia
de la vigilancia gendmica (Pachetti et al., 2020). A través de la vigilancia.genémica se
encontraron cambios estructurales del virus; como consecuencia se repartaron 11

variantes a partir de mediados del afilo 2020, lo que representa un reto para la
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identificacion y contencion de la propagacion de variantes de virus con ventajas

selectivas (Mohammadi et al., 2021).

L'as conclusiones con respecto a la gravedad de la enfermedad de las variantes
no son consistentes en la informacion cientifica disponible. Es por lo que conocer la
diversidad del <SARS-CoV-2, y el efecto en la gravedad de la enfermedad en la
poblacion tabasquéfia es necesario, ademas de conocer el impacto potencial en la
eficacia del diagndstico, vacunas y terapeutica. Derivado del contexto anterior surge la
siguiente pregunta de investigacion: ¢ Cuales son las caracteristicas de la proteina S
del del virus SARS-CoV-2 y las implicaciones clinicas en pacientes del Hospital
Regional de Alta Especialidad “Dr. Yuan Graham Casasus” con la gravedad de la

enfermedad durante la pandemia2020-20227?
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JUSTIFICACION

La reciente pandemia de SARS-CoV-2 logré que sobresaliera el papel de la
vigilancia epidemiolégica y la biologia molecular. La evolucion molecular del SARS-
CoV-2 y la aparicion de cepas con la proteina S mutada tuvo consecuencias en la
evasion inmune; las infectividad y transmisibilidad que resultaron directamente
proporcionales a lagpropagacion y gravedad de la enfermedad en la poblacién de
tabasquefa, lo que demuestra la magnitud de este estudio.

Debido a la alta tasa .de mutacion del virus SARS-CoV-2 y de su amplia
distribucion geogréfica, la determinacion del genotipo tiene impacto sobre la eleccion
del tratamiento y en el panorama epidemioldgico. En este contexto, la identificacion de
cambios en la estructura de 1a_protefna S del SARS-CoV-2 y el conocimiento de los
virus circulantes en pacientes de.un hospital publico en Tabasco resulta atil para
mejorar la toma de decisiones en materia 'de’ salud publica, que se traduce como
mejoras en el diagnaostico, tratamiento y'prevenciono que demuestra la conveniencia

social de este trabajo.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar, las caracteristicas de la proteina S del virus SARS-CoV-2 y las
implicaciones, ¢linicas en pacientes del Hospital Regional de Alta Especialidad “Dr.
Juan Graham Casasus” con la gravedad de la enfermedad durante la pandemia 2020-

2022.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Describir las caracteristicas clinicas de los pacientes con COVID-19 de los
pacientes del Hospital Regional de Alta Especialidad “Dr. Juan Graham
Casasus” durante la pandemia 2020-2022.

2. Secuenciar el gen S delvirus{SARS-CoV-2 de los pacientes del Hospital
Regional de Alta Especialidad “Dr. Juan-Graham Casasus” durante la pandemia
2020-2022.

3. Asociar el tipo de variantes genéticas con las complicaciones clinicas del
COVID-19 en los pacientes del Hospital Regionalde Alta Especialidad “Dr. Juan

Graham Casasus” durante la pandemia 2020-2022.
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MATERIAL Y METODOS

CONSIDERACIONES ETICAS

Este trabajo_se realizé en cumplimiento a los aspectos éticos de la investigacion en
seres humanos; descritos en la Ley General de Salud en materia de investigacion en
México (DOF, 1987);/fue registrado con el numero ACTRN12620001265965 ante la
Australian New Zealand Clinical Trials y con el numero CEIJGC-2023-04 por el Comité

de Etica del Hospital Regional de Alta Especialidad “Dr. Juan Graham Casasus”.

SUJETOS

Se analizé una muestrasno probabilistica de 200 pacientes mayores de 18 afios,
con resultado positivo a SARS-€eV-2/procedentes del Hospital Regional de Alta
Especialidad “Dr. Juan Graham Casasus”. k& informacion clinica fue obtenida de los
expedientes. Se construyd un entorno. para captura en el software Excel ®, que fue
dividida en 3 secciones. La primera seccion (se’ destinG para las variables de
identificacion y sociodemogréaficas donde se incluyé numero de expediente, sexo,
edad, ocupacion y lugar de residencia. La segunda seccidn se destind a las
caracteristicas clinicas al inicio de la enfermedad y* progresion durante la
hospitalizacion, se consideraron las variables: fecha de ingreso y egreso hospitalario,
dias de estancia intrahospitalaria, sintomas, comorbilidades y farmacos, parametros
de laboratorio y signos vitales. En la Ultima seccion se capturd la informacion resultante

de la deteccion de SARS-CoV-2 y datos gendmicos provenientes de la secuengiacion.
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Los pardmetros de laboratorio que se extrajeron del expediente clinico fueron:
biometria hemética completa, proteina c¢ reactiva (PCR), quimica sanguinea,
electrolitos séricos, prueba de funcionamiento hepético, tiempos de coagulacion,
fibrindgene,"dimero D, interleucina 6, ferritina, procalcitonina.

La biometria hematica completa se obtuvo bajo la tecnologia de citometria de flujo
fluorescente a través.del analizador hematoldgico sysmex XT-4000i™. Las muestras
para PCR, quimica sangdinea, PFH, electrolitos séricos y ferritina se procesaron en
analizador COBAS INTEGRA 400 plus, que utiliza las tecnologias siguientes:
fotometria de absorcion, turbidimetria, fluoroimunoanalisis y analisis potenciométrico.
El valor de procalcitonina e IL-6 §e_obtuvo por el método de quimioluminiscencia en el
analizador de inmunologia adtomatizada LIAISON®. Los tiempos de coagulacién se

obtuvieron por método manual.
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FLUJO DE TRABAJO

Muestra nasofaringea

positivaa SARS-CoV-2 Creacionde entornopara
durante el periodo captura de datos
2020-2022
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Secuenciacién Analisis de datos

Figura 5. Disefio experimental

La imagen muestra la direcciéon del flujo de trabajo, iniciando con la identificacion de
muestras nasofaringeas positivas a SARS-CoV-2, creacion de entorno para captura de datos
sociodemograficos y clinicos de la muestra seleccionada, extraccion del material genético,
deteccién de SARS-CoV-2 y sus caracteristicas.

EXUDADO NASO/FARINGEO
De acuerdo con el algoritmo para ingreso hospitalario, a la llegada ‘al area de
urgencias del Hospital Regional de Alta Especialidad “Dr. Juan Graham Casasus” se

realizaba una toma de exudado nasofaringeo.
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En el area de toma de muestra, al paciente se le informd la técnica de muestreo.
Ensesumen, el paciente se encontraba sentado, se le elevo la cabeza ligeramente y
por una e las fosas nasales se introdujo suavemente un hisopo flexible, después de
avanzar 5.0 6 cm y encontrar resistencia se roté unos segundos para asegurar la
obtencion de'material biolégico adecuado (Figura 6). Posteriormente, se introdujo un
hisopo por la boca;’cen apoyo de un abatelenguas se limité el movimiento de la lengua
para poder frotar con firmeza la orofaringe. Los dos hisopos se colocaron en un tubo
con medio de transportes viral previamente identificado. Las muestras fueron

procesadas y se conservo el medio viral a - 80°C.

——

Figura 6. Técnica para la obtencién de muestra nasofaringea

Dibujo de la técnica de obtencién de material bioldgico para el diagndstico de SARS-CoV-
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EXTRACCION DEL RNA VIRAL
Una vez seleccionadas las muestras de exudado naso/orofaringeo con
resultado positivo con valor de CT menor de 25, se identificaron y descongelaron para
hacer una‘extraccion de RNA viral mediante el equipo automatizado iPrep™ PureLink®

Virus Kit (INVITROGEN®).

DETECCION DE'SARS-COV-2
La deteccion de SARS-CoV-2 se realizo en el equipo de PCR en tiempo real
QuantStudio5™ Real-Time'PCR (Applied Biosystems), y la amplificacion con
GeneFinder™ COVID19 Real Amp Kit v2 (Cat IFMR-45) (OSANG Healthcare Co., Lt,).
GeneFinder™ es una prueba multiplex que tiene como obijetivo identificar 3 genes
virus en una sola reaccién~gque estan sintetizados con diferentes marcadores
fluorescentes. Para la deteccion se/ajustaron.Jos canales de fluorescencia tal y como
se describe en la tabla 3.

Tabla 3. Canales de-fluoresCencia para
la deteccion de SARS-CoV+<2

Gen Fluorescencia

RARP FAM

E Texas Red

N vIC E
Control interno Cy5

La reaccion se realiz0 de acuerdo con las caracteristicas®descritas por el
fabricante. Se prepard una solucion méaster mix compuesta por la combipacion de 10
pl de COVID-19 reaction Mixture, 5 ul Probe Mixture y 5 pl de muestras de ARN

aisladas y purificadas. Bajo las siguientes condiciones: transcripcion reversa durante

41



Universidad Juarez Auténoma de Tabasco
Division Académica de Ciencias de la Salud

20”minutos a 50°C, desnaturalizacion inicial de 5 min a 95°C y 45 ciclos de
desnaturalizacién durante 15 segundos a 95°C y alineamiento 60 segundos a 58°C.
Para la interpretacion de las pruebas se ajustaron los siguientes valores:
threshold 'para los genes virales E y RDRP en 15,000 y para el gen N y control interno
en 5,000. La linea basal se establecio entre los ciclos 3 y 15 para los 4 genes. El valor
de corte para considerar una prueba positiva es un Ct <40 para N, E y RDRP, y <35

para el control intern@ (Figura 7).

1. Extraccion de 2. Preparacion
4cidos nucleicos de la'mezcla de reactivos

1. Transcripcion reversa
50°C
20 minutos

2. Predesnaturalizacion
95°C
5 minutos

N—— 2 Al
95°C 58°C

15 segundos 60 segundos
45 ciclos

3
end
ORI G
'./.53:?9?6 34

g
nn
I NN

Deteccion \/

mpundon ot 40 ampincaens

Figura 7. Descripcion general del diagnostico de COViID-19 por RT-PCR

Representacion gréfica del flujo de trabajo unidireccional para la deteccion,de SARS-CoV-2 en
muestras nasofaringeas. Las muestras se llevaron al area de extraccion de ARNglosS\extractos de &cidos
nucleicos previamente identificados se trasladaron al area de preparacion de reactivos. En la placa con
mezcla de reactivos se afadio el extracto. La placa con la reaccion de PCR se.llevd.al termociclador
para la deteccion. Fuente: Este estudio.
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SECUENCIACION DE NUEVA GENERACION (NGS)
El genoma de los virus asilados fue obtenido a través de secuencia de nueva
generacion. Las muestras con ARN positivo con valores de CT < 25 se sometieron a
secuenciacion.del genoma completo en el Laboratorio de Diagnéstico Genémico del

Instituto Nacionalr/de Medicina Gendmica en la Ciudad de México.

Las bibliotecas ‘se/prepararon siguiendo las instrucciones del protocolo lllumina
COVIDSeq test, después de extraer el ARN de las muestras se aline6 para preparar
la sintesis y posterior “amplificacion de ADNc, el siguiente paso incluyo la
fragmentacion, etiquetado, limpieza y amplificacion de los amplicones, para finalmente

realizar la agrupacion y dilucion de_las bibliotecas.

La secuenciacion se realizé _en-la plataforma NextSeq2000 (lllumina, San Diego,
CA, USA). Una vez completadala-secueneiacion, el analisis se llevé a cabo en el

sistema lllumina DRAGEN COVIDSeq. (Eigura 8)-
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Figura 8. Determinacién de la secdencia genomica de SARS-CoV-2 por NGS

Representacion de los 4 procesos basicos de Illumina para secuencia de SARS-CoV-2.
Preparacion de bibliotecas, 2. Generacion de claster y~ amplificacion en forma de puente.

Secuenciacién y 4. Andlisis de datos. Fuente: Este estudio.

ANALISIS DE DATOS

Se recolectaron datos sociodemograficos y clinicos, y se\sistematizaron en un

entorno para captura del programa SPSS v21. Los datos se amalizaron mediante

estadistica descriptiva. Las variables cuantitativas se resumieron a;ravés de media,

mediana, moda, las variables cualitativas se sintetizaron por medio de frecuencia y

porcentaje.
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Las variables categdricas se compararon mediante la prueba de chi cuadrado,
y la’prueba de Fisher segun el caso, las variables continuas mediante andlisis de
varianza'de 1 via (ANOVA), considerando estadisticamente significativo resultados p

< 0.05.

Se descargé, la secuencia de la variante ancestral de SARS-CoV-2 del National
Center for Biotechnology information (NCBI, https://www.ncbi.nim.nih.gov/) de los
National Institutes of Health (NIH) de los Estados Unidos. El archivo FASTA que
contenia la secuencia de la_proteina S de las 197 muestras se cargo en el sitio web
Clustal Omega, junto con la” variante ancestral, se analizaron los resultados para
obtener la alineacion de secuencias multiple, y se identificé el nimero de mutaciones

de la secuencia de la proteina.S:

Se descargo la estructura tridimensional de la proteina S del RSCB Protein Data
Bank (RCSB PDB, https://www.rcsb.org/), y 'seé.construyo la figura tridimensional de
cada clado sefialando los cambios de .aminoacidos a través del software UCSF
ChimeraX (University  of  California at «San Francisco Chimera;

https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/).
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RESULTADOS

CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS Y CLINICAS DE LOS PACIENTES
DIAGNOSTICADOS CON COVID-19

Con respecto a las caracteristicas sociodemograficas, la media de edad de los
pacientes incluidos‘fue de 61.7 + 17.0 afios, con un minimo de 18 y maximo de 96
afios, con predominig”de.los grupos de edad 66-70 y 71-75 como se muestra en la

figura 9. El 58.9% (n = 146).fueron hombres.
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31357 -31-35

26-30 -26-30

21251 ~21-25

16-20 -16-20

|| I I I I ]
15 10 3 3 10 15

Frecuencia Frecuencia

Figura 9. Distribucién por grupo de edad y sexo
El eje de las X representa la frecuencia y en el eje de las Y se muestran los grupos«de edad. Las

barras de color verde representan a los hombres y las barras de color purpura a las mujeres. Fuente:
Este estudio.
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on respecto al lugar de residencia, el 49.2% (n = 97) de los casos incluidos son
proa?ntes del municipio de Centro, y el resto provenia de alguno de los municipios

L )
restar@el estado (figura 10).
o

Figura 10. Distribucién geografica de casos de S@-COV-Z

El mapa de Tabasco muestra la ocurrencia de casos de SARS—@ en los municipios que lo
integran. Los colores se relacionan con la frecuencia de los casos regis @ en verde los municipios
gue tuvieron 1-5 casos, en amarillo de 6 a 10 y de rojo mayor a 11 casos. escribe en cada municipio
el nombre y el nimero de casos, los municipios Balancan y Emiliano Zapaet;iéestén identificados
debido a que no hubo ninguna infeccion incluida con esa procedencia. FuenteiEste estudio.
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Las caracteristicas clinicas de los pacientes muestran que se encontré una media
de 64 3.0 sintomas. Como se observa en la figura 11, los sintomas con mayor

frecuenciaeen el grupo fueron 65% (n = 128) fiebre, 77.2% (n = 152) tos, 68.5% (n =

135) cefalea 'y 88% (n = 134) disnea.
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Figura 11. Manifestaciones clinicas de los pacientes con COVID-19 del
Hospital Regional de Alta Especialidad "Dr. Juan Graham Casasus”

Gréfico de barras de las manifestaciones clinicas de los pacientes con COVID-19 al ingreso del

Hospital Regional de Alta Especialidad “Dr. Juan Graham Casasus”. Cada barra muestra la frecuencia
de los sintomas. Fuente: Este estudio.
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Las enfermedades coexistentes tuvieron una media de 1.3 + 1.0, con un maximo de
5 comorbilidades. Es interesante destacar que, las comorbilidades predominantes
fueron 32.5% (n = 64) diabetes, 39.6% (n = 78) hipertensién arterial, y 21.8% (n = 43)

obesidad. Solo-el 1% report6 antecedente de tabaguismo como se observa en la figura

12.

50+

Frecuencia (n)
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Figura 12. Enfermedades coexistentes de los pacientes con COVID-19 del
Hospital Regional de Alta Especialidad "Dr. Juan Graham Casasus

Gréfico de barras de las enfermedades coexistentes de los pacientes con COVID<19 al ingreso del
Hospital Regional de Alta Especialidad “Dr. Juan Graham Casasus”. Las barras color.azul representan
la frecuencia de la comorbilidad en hombres y la barra color rosado en mujeres. Fuente:Este estudio.
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La’media de la concentracion sérica de los parametros de laboratorio obtenidos al

ingreso.de los pacientes se resume en la tabla 4.

Tabla 4."Concentraciones séricas evaluadas al ingreso de los pacientes con
COVID-19

. Parametro (unidad) Media + EE Min VEN
Eritrocitos (10/6/pl) 4.2 £ 0.06 1.0 6.31
Hemoglobina (g7dL) 124 +0.1 3.5 17.3
Hematocrito (%) 37.7+£0.5 9.8 56.2
Leucocitos (10" 3/uL) 12.3+05 0.5 87.2
Linfocitos (1073/ L) 1.7+04 0 81.1
Monocitos (103 L) 0.6 £0.0 0 115
Eosinéfilos (1073/ pL) 0.02+0.0 0 0.9
Basofilos (1073/ L) 0.01+0.0 0 0.3
Neutrofilos (107 3/ L) 10.6 + 0.6 0.05 94.5
Trombocitos (10"3/ uL) 2454 +12.4 4.0 1989.0
Proteina C Reactiva 189.0 + 9.3 5.0 542.8
Glucosa (mg/dL) 1782+ 7.3 11.0 617.0
Urea (mg/ dL) 60.8 + 3.7 8.6 327.4
BUN (mg/ dL) 283+ 1.7 1.2 153.0
Creatinina (mg/dL) 2.0 0.4 0.07 68.5
Na (mmol/L) 1373 +0.5 111.0 199.0
K (mmol/L) 4.5 +0.05 3.1 8.0
CL (mmol/L) 100.3 £ 05 35.3 117.0
Bilirrubina total (mg dL) 0.7+0.0 0.1 13.4
Bilirrubina Directa (mg/ dL) 08+0.0 0 10.1
Bilirrubina Indirecta (mg/ dL) 0.4+0.0 0 3.3
Proteinas totales (g/dL) 7.0+£0.3 4.0 73.4
Albumina (g/dL) 35+04 2.1 5.0
Globulina (g/dL) 3.1+£0.0 0.2 5.5
ALT (UI/L) 50.7 £5.1 8.0 770.0
AST (UIL) 73.5+11.1 18.0 1778.0
FA (UI/L) 127.1+£6.9 39.0 857.0
DHL (UI/L) 478.3 £ 26.5 157.0 4113.0
Fibrinégeno (mg/dL) 563.9+17.8 80.8 949.7
Dimero D (mg/L) 46+1.0 0.19 80.0
Tiempo de protrombina (seg) 13.2+£0.3 4.7 56.1
INR 1.1+0.0 0.7 5.06
Tiempo de tromboplastina parcial 342+1.2 18.6 180:0
activado (seg)

Ferritina (ng/mL) 738.2 +74.3 54.5 8590.0
Procalcitonina (ug/L) 1.4+04 0.01 54.68
IL-6 (pg/mL) 145.7 £ 19.4 1.0 1000
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Abreviaturas: BUN: Nitrogeno Ureico en Sangre; Na: Sodio; K Potasio; Cl: Cloro; ALT: alanino
aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; FA: fosfatasa alcalina; DHL: Lactato
deshidrogenasa, INR: Indice Internacional Normalizado. Fuente: Este estudio.

El 56.1%(n.= 110) del total de los pacientes egreso por defuncién y con respecto
a la media de'dias'de estancia intrahospitalaria fue de 5.6 + 3.6 dias. En la figura 13
se observa que ne’hay diferencia estadistica los DEIH de los pacientes que egresé

por mejoria y los que/murieron (12.7 + 1.1 vs 9.9 £ 1.0, t 1.7238, p 0.086).
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Figura 13. Dias de estancia intrahospitalaria (DEIH) por motivo_de egreso
Gréfico de caja con bigotes de la media de dias de estancia intrahospitalaria (DEIH)\distribuido por

tipo de egreso. Cada figura muestra la media, el minimo y el méximo de edad; en color rojortes DEIH de
los pacientes que murieron y en color verde de los que mejoraron. Fuente: Este estudio.
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ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DEL GEN S DEL VIRUS SARS-CoV-2

PROVENIENTES DE PACIENTES DIAGNOSTICADOS CON CovID-19.

Dedos 200 pacientes seleccionados con resultado positivo para SARS-CoV-2
en una muestra,nasofaringea tomada entre junio de 2020-febrero de 2022, el 98.5%
(n = 197) fueronsSeleccionadas para secuenciacion. Una vez verificada la calidad de
las secuencias, se procedi6 a su analisis. Todas las secuencias analizadas de
pacientes del Hospital Regional de Alta Especialidad “Dr. Juan Graham Casasus”, se
clasificaron a través de clades..El 26.9% (n = 53) pertenece al clado 21K (Omicron), el

27.4% (n = 54) al 20B, el 19.8% (n = 39) al 20A, tal y como se observa en la tabla 5.

Tabla 5. Clados circulantes de,.SARS-CoV-2 en pacientes del Hospital
Regional de Alta Especialidad “Dr. Juan Graham Casasus”

‘ 1 PR Fra‘Sn cia Porcentaje ]

20A 39 19.8
208 54 27.4
20C 13 6.6
20G 4 2.0
201 (Alpha, V1) 1 5
20J (Gamma, V3) 7 3.6
21C (Epsilon) 1 .5
21G (Lambda) 7 3.6
21l (Delta) 7 3.6
21J (Delta) 11 5.6
21K (Omicron) 53 26.9
Total 197 100.0” |

Fuente: Este estudio.
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Primero se analizé el nimero de sustituciones de aminoéacidos de la proteina S
por paciente, donde se observé que la frecuencia més alta fue de una sustitucién y un

méximo 32-mutaciones (figura 14).

T T 1 1 & 15 r°71 T 1
1 2 3 4 5 7 8 9 10111213 16 20 21 23 24 25 26 27 28 30 31 32,

Numero de mutaciones

Figura 14. Frecuencia de mutaciones de la proteina S

Las barras muestran la frecuencia del nUmero de sustitucionés\de la proteina S detectados por
paciente. Fuente: Este estudio.
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Después, el numero de sustituciones de la proteina S se analizé por clados. En
la tabla.6°se muestra que la media fue 10.7 + 11.2 sustituciones, con un minimo de 1
y maximo.de 32, obteniendo un total de 121 mutaciones. Destaca que la media mas

alta fue el clade.21K (Omicron), seguido del 20J (Gamma, V3).

Tabla 6. Media de mutaciones de la proteina S por clado

Clado " . N Media + DE Minimo Maximo
20A 39 2021 1.0 10.0
20B 54 32+1.2 1.0 5.0
20C 13 1.7+0.7 1.0 3.0
20G 4 25205 2.0 3.0
201 (Alpha, V1) 1 7.0 7.0 7.0
20J (Gamma, V3) 7 125+ 05 12.0 13.0
21C (Epsilon) 1 4.0 4.0 4.0
21G (Lambda) 7 8.1+0.8 7.0 10.0
211 (Delta) 7 10.0 + 0.5 9.0 11.0
21J (Delta) 11 90+0.8 8.0 11.0
21K (Omicron) 53 28.3+34 16.0 32.0
Total 197 ~€) ﬁ}An.z 1.0 32.0

DE: Desviacion estandar. Fuente: Este estudio.

También analizamos la distribucion de las mutacionés con respecto a la
estructura de la proteina S de SARS-CoV-2 en la tabla 7. Aqui se observa que la mayor

proporcion de mutaciones se encuentran en la subunidad 1.
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Tabla 7. Distribucién de mutaciones por region del genoma de la proteina S.

Region Estructura Posicién y cambio de aa
Péptido sefial
(Residuos 1-13) Si3l
T114S T208M
C15F R21l V70F D138Y L212I
L18F P26S G75V Y145D A222V
Doéminio N-terminal L18R T29I G75R H146Q D228H
(Residuos 14-305) T19R W64R T76I W152C H245Y
T20N A67V T95I M153T D253N
T20S 168T K97E R158G G257S
R102I R158S W258R
) R190S T299I
subunidad | pesiduns306-318 V308L
(Residuos . ¢ G339D S375F Da27v S477N 493R
14-685) Dominio de Upion al R346K P384L N440K T478 84968
Rggg%;’r S371L K417N f;?;: E484A Q498R
. S373P K417T E484K N501Y
(Residuos 319-541) L452Q F490S Y505H
T547K T6041 V642G Q675H
A570D D614G G446V T676A N679K
Residuos 542-685 T573I V622l E654Q T676I P681H
E585F SB40E H655Y Q677G P681R
Residuos 686-787 Lo e ATOIV  T732A STA NI
Péptido fusién (FP)
(Residuos 788-806) %Y
Residuos 807-911 P812L T859N
AS31V N856K T859I AST1V A879S
Secuencia Heptada
Subunideg | REPEtida 1 (HR1) E%%%IF\] (NQSSSE LO81F S982A
S92 (Residuos 912-984)
. T1027I
(Residuos . ) A1078S Gl124v D1153Y
686-1273) | Residuos 985-1162 511%57% vitoaL  (PIM8H - piison  piie2s
Secuencia Heptada
Repetida 2 (HR2) V1176F V1189l L1200V E1207D
(Residuos 1163-1213)
Dominio Terminal
(Residuos 1213-1237) C1235F
Dominio
Citoplasmaético M1237I1 D1260Y V1264L
(Residuos 1237-1273)

aa: aminoacido. Fuente: Este estudio
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Las mutaciones identificadas en la secuencia de la proteina S de los clados
circulantes se encuentran representados por magnitud en la figura 15 y su descripcion
en la Tabla 8. La mutacién mas comun fue D614G identificada en todas las muestras.
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Figura 15. Mutaciones en la secuencia de la proteina S distribuidatpor clados
En el mapa de calor ilustra las mutaciones que afectan a la proteina S del total de las 197(secuencias
que integran los 11 clados circulantes. Las celdas blancas muestran los valores iguales a 0,/mientras
gue la intensidad de los colores va del valor minimo 1 (color amarillo) a 55 como méxima intensidad
(color rojo). Coincide que todas tienen al menos una mutacion en la proteina S. Fuente: Este estudio.
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Tabla 8. Mutaciones en la secuencia de la proteina S distribuida por clados

~“Clado

Cambio y posicion del aa afectado

20A

C15F, L18R, W64R, T951, D138Y, H146Q, M153T, R158S, T208M, N440K,
E484K, D614G, T6761, G769V, Q677G, P681H, A688V, A701V, S735A,
N764K, G769V, P812L, T859I, T10271, F1052Y G1124V, P1162S, M1237I

20B

T291, A67V, G75R, T114S, H245Y, G257S, E484K, T478K, L585F, D614G,
P681H, T676A, T732A, A871V, V1189I, L1200V, E1207D, C1235F, D1260Y,
M1237I

20C

68T, R102I, G446V, T573I, D614G, V6221, V642G, Q675H, A1078S,
D1139H

20G

D614G, P681H, G769V, A879S

201 (Alpha, V1)

N501Y, A570D, D614G, P681H, T7161, S982A, D1118H

20J (Gamma, V3)

L18F, T20N, P26S, G75V, D138Y, R190S, K417T, E484K, N501Y, D614G,
S640F, H655Y, T10271, D1153Y, V1176F

21C (Epsilon)

S131, W152C, LA52R, D614G

21G (Lambda)

T20S, V70E,"G75V, T76l1, D253N, W258R, L452Q, F490S, D614G, T859N

211 (Delta) T19R, R158G, A222V, L452R, T478K, D614G, P681R, D950N, N1074S,
C1253F, V1264l
21) (Delta) T19R, T95I, K97E; R158G, D228H, T2991, D427V, L452R, T478K, D614G,

E654Q, P681R, 922F, D950N, V1104L

21K (Omicron)

A67V, T951/Y145D, L2121, G339D, R346K, S371F, S371L, S373P, S375F,
K417N, N440K,.G446S,'S477N, T478K, E484A, Q493R G496S, Q498R,
N501Y, Y505H, T547K, T604l, D614G, H655Y N679K, P681H, A701V,
N764K, D796Y,A831V, N856K;’Q954H, N969K, L981F

aa: Aminoacido. Fuente: Este estudio.
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La figura 16 muestra a estructura tridimensional provista por el Protein Data Bank
(PDB):_7DF4. La posicion de las mutaciones de la proteina S se mapearon en la

estructuraridimensional por clados circulantes en la figura 16.

Figura 16. Estructura tridimensional/de la proteina S

En el panel A se muestra la conformacién trimérica de la_proteina S tridimensional coloreada por
regiones unida con el receptor ACE2 (estructura café) a través del'RBD (estructura color rojo). El panel
B se refiere a la estructura tridimensional de un monémero de laqproteina S (color azul) El panel C, en
la parte superior resalta la subunidad 1 (S1) (color azul) y RBD-(c0lor rojo), en la parte inferior la
subunidad 2 (S2). Fuente: Este estudio.
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En'el clado 20A se encontré una media de mutaciones de 2.0 + 2.1. El 64.5% (n =
24) dedas muestras que constituyeron este clado tuvieron una mutacién Unica
(D614G), el5.1% (n = 2) presentd dos sustituciones (R21l, D614G), como se muestra

en la tabla 9.

Tabla9¢Frecuencia de mutaciones en muestras del clado 20A

qutacién Frecuencia Porcentaje

D614G 24 61.5%
R21l, D614G 2 5.1%
C15F, D614G 1 2.6%
T208M, D614G 1 2.6%
D614G, T676I 1 2.6%
D614G, A701V 1 2.6%
D614G, G769V 1 2.6%
D614G, T859I 1 2.6%
D614G, G1124V 1 2.6%
D614G, P1162S 1 2.6%
D138Y, D614G, A701V 1 2.6%
H146Q, D614G, Q677G, G769V 1 2.6%
W64R, M153T, D614G, P681H, A688V, S735A, T1027I, 1 2.6%
F1052Y

L18R, T95I, R158S, E484K, D614G, A688V, N764K, P812L, 1 2.6%
M1237I

L18R, T95l, R158S, N440K, E484K, D614G, A688V, N764K, 1 2.6%
P812L, M1237I

Total (AT 100.0%

Fuente: Este estudio.
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Les aminoacidos mutados identificados en muestras del clado 20A se encuentran
distribuidos en los dominios funcionales de la proteina S, con mayor frecuencia en la
region NTDP-y en la subunidad S2. En la figura 17 se muestran los sitios de sustitucion

de aminoacidosen la estructura tridimensional de un monémero proteina S.
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Figura 17. Comparacion de la estructura tridimensional de la proteina S
(Wuhan) vs el Clado 20A

En el panel A se muestra la conformacién tridimensional de un monémere/de la proteina S
tridimensional (estructura original). Los sitios estructurales marcados de color negro,representan el
amino&cido que seré sustituido. En el panel B, se muestra la estructura tridimensional del clado 20A,
donde el sitio marcado de color negro ya esta ocupado por otro aminoacido. Fuente: Este estudio.
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En'el clado 20B se encontré una media de mutaciones de 3.2 + 1.2. El 33.4% (n =
18) dé las muestras que constituyeron este clado presentd 4 sustituciones (T478K,
D614G, P681H, T732A), el 16.7% (n = 9) presentd una Unica sustitucion (D614G), dos
grupos distintos,con frecuencias de 7.4% (n = 4) respectivamente, presentaron 3y 4

sustituciones como\se muestra en la tabla 10.

Tabla 10. Frecuencia de mutaciones en muestras del clado 20B

Mutacion 9)!‘ Frecuencia Porcentaje
T478K, D614G, P681H, T732A 18 33.3%
D614G 9 16.7%
D614G, T732A, C1235F 4 7.4%
G75R, G257S, D614G, D1260Y 4 7.4%
G257S, D614G, T732A 3 5.6%
D614G, T732A 2 3.7%
E484K, D614G 1 1.9%
L585F, D614G 1 1.9%
D614G, V1189I 1 1.9%
G257S, D614G, D1260Y 1 1.9%
D614G, T676A, T732A 1 1.9%
D614G, T732A, M1237I 1 1.9%
H245Y, D614G, P681H, T732A 1 1.9%
T291, T478K, D614G, P681H, T732A 1 1.9%
T114S, T478K, D614G, P681H, T732A 1 1.9%
A67V, T478K, D614G, P681H, T732A 1 1.9%
G75R, G257S, E484K, D614G, D1260Y 1 1.9%
G75R, G257S, D614G, A871V, D1260Y 1 1.9%
T478K, D614G, P681H, T732A, L1200V 1 1.9%
T478K, D614G, P681H, T732A, E1207D 1 1.9%
Total 54 "7 100.0%

Fuente: Este estudio.
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Los aminoacidos mutados identificados en muestras del clado 20B se encuentran
distribuidos en los dominios funcionales de la proteina S, con mayor frecuencia en la
region NTD. En la figura 18 se muestran los sitios de sustitucion de aminoacido en la

estructura-tridimensional de un mondémero la proteina S.
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Figura 18. Comparaéién de la estructura tridimensional de la proteina S
(Wuhan) vs el Clado 20B

En el panel C se muestra la conformacion tridimensional de un monémero”de la proteina S
tridimensional (estructura original). Los sitios estructurales marcados de color negro)representan el
amino&cido que sera sustituido. En el panel D, se muestra la estructura tridimensional-del clado 20 B,
donde el sitio marcado de color negro ya esta ocupado por otro aminoacido. Fuente: Este estudio.
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En'el clado 20C se encontré una media de mutaciones de 1.7 £ 0.7. EI 38.5% (n =
5) de“las*muestras que constituyeron este clado presentd 1 sustitucién (D614G), el
15.4% (n =2) presentd dos sustituciones (D614G, A1078S), y con menor frecuencia 2

a tres sustituciones, como se muestra en la tabla 11.

Tabla 11. Frecuencia de mutaciones en muestras del clado 20C

Mutacion VO Frecuencia Porcentaje
A\

D614G 5 38.5%
D614G, A1078S 2 15.4%
D614G, V622I 1 7.7%
168T, D614G 1 7.7%
G446V, D614G 1 7.7%
D614G, V642G 1 7.7%
R102l, D614G, D1139H 1 7.7%
T573I1, D614G, Q675H 1 7.7%
Total O O, 13 100.0%

Fuente: Este estudio.
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Les cambios de aminoacidos en muestras del clado 20C se encuentran distribuidos
en los dominios funcionales de la proteina S, principalmente en la region NTD. En la
figura 19_.se muestran los sitios de sustitucibn de aminoacido en la estructura

tridimensional de un monémero de la proteina S.
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Figura 19. Comparacion de la estructura tridimensional de.da proteina S
(Wuhan) vs el Clado 20C

En el panel E se muestra la conformacién tridimensional de un monémero de' la proteina S
tridimensional (estructura original). Los sitios estructurales marcados de color negro representan el
amino&cido que seré sustituido. En el panel F, se muestra la estructura tridimensional del.clado 20C,
donde el sitio marcado de color negro ya esta ocupado por otro aminoacido. Fuente: Este estudio:
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Ep’el clado 20G se encontré una media de mutaciones de 2.5 + 0.5. EI 50% (n = 2) de las
muestras que constituyeron este clado present6 3 sustitucion (D614G, G769V, A879S), como

se muestra‘en la tabla 12.

Tabla,12. Frecuencia de mutaciones en muestras del clado 20G

Mutacién © - Frecuencia Porcentaje
04

D614G, G769V, A879S 2 50.0%

D614G, P681H 1 25.0%

D614G, A879S 1 25.0%

Total . 4 100.0%

Fuente: Este estudio.

Los cambios de aminoacides’en muestras del clado 20G se encuentran distribuidos
en la subunidad S2. En la figura 20 se muestran los sitios de sustituciéon de aminoacido

en la estructura tridimensional de un monomero de la proteina S.
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Figura 20. Comparacion de la e@:ctur idimensional de la proteina S
(Wuhan) vs el Clado 20G .

En el panel G se muestra la conformacion tridimension un monémero de la proteina S
tridimensional (estructura original). Los sitios estructurales mar de color negro representan el
aminoacido que sera sustituido. En el panel H, se muestra la estr ra tridimensional del clado 20G,
donde el sitio marcado de color negro ya esta ocupado por otro amino@Fuente: Este estudio.
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En.el clado 201 Alpha se encontraron 7 mutaciones. EI 100% (n = 1) de las muestras

presento-7_sustituciones, como se muestra en la tabla 13.

Tabla 13. Frecuencia de mutaciones en muestras del clado 201 Alpha

Mutacion 'O Frecuencia Porcentaje
‘\
N501Y, A570D, D614G, P681H, T716l, S982A, D1118H 1 ‘ 100.0%

Total V 1 100.0%

Fuente: Este estudio

Los cambios de aminoacidos-e€nyla muestra del clado 20l Alpha se encuentran
distribuidos en todos los dominies funcienales de la proteina S. En la figura 21 se
muestran los sitios de sustitucion'de aminoacido en la estructura tridimensional de un

monomero de la proteina S.
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Figura 21. Comparacion de la estructura tridimensional de la proteina S
(Wuhan) vs el Clado 201 Alpha é/

En el panel | se muestra la conformacién tridimensional de un r@)m ro de la proteina S
tridimensional (estructura original). Los sitios estructurales marcados de color_negro representan el
e

aminoacido que sera sustituido. En el panel J, se muestra la estructura tridi ional del clado 20l
Alpha, donde el sitio marcado de color negro ya esta ocupado por otro aminoécidc&ge: Este estudio.

2,
“
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En’el clado 20J Gamma se encontré una media de 12.5 + 0.5 mutaciones. El 42.3%

(n = ¥2).de las muestras present6 12 sustituciones, como se muestra en la tabla 14.

Tablas14. Frecuencia de mutaciones en muestras del clado 20J Gamma

Mutacion &S\/ . Frecuencia Porcentaje

L18F, T20N, P26S, D138Y, R190S, K417T, E484K, N501Y, 3 42.9%
D614G, H655Y, T10271,'VV1176F

L18F, T20N, P26S, D138Y, R190S, K417T, E484K, N501Y, 2 28.6%
D614G, S640F, H655Y, T10271, V1176F

L18F, T20N, P26S, G75V, D138Y, R190S, K417T, E484K, 1 14.3%
N501Y, D614G, H655Y, T10271;V1176F

L18F, T20N, P26S, D138Y, R190S, K417T, E484K, N501Y, 1 14.3%
D614G, H655Y, T10271, D1153Y, VV1176F

Total X 7 100.0%

Fuente: Este estudio.

Los cambios de aminoacidos en.las muéstras del clado 20J Gamma se encuentran
distribuidos en todos los dominios funcionales” de la proteina S. En la figura 22 se
muestran los sitios de sustitucion de aminoacido enla estructura tridimensional de un

monomero de la proteina S.
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Figura 22. Comparacion de la estructura t ensional de la proteina S
(Wuhan) vs el Clado 20J Gamma

En el panel K se muestra la conformacion tridimensional (?ﬂ monomero de la proteina S
tridimensional (estructura original). Los sitios estructurales marcados color negro representan el
aminoacido que sera sustituido. En el panel L, se muestra la estruct@ﬂjimensional del clado 20J
Gamma, donde el sitio marcado de color negro ya esta ocupado por o@minoécido. Fuente: Este

estudio. A@
6@0
O
Q
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En-el clado 21C Epsilon se encontraron 4 mutaciones. El 100% (n=1) de las

muestras presentd 4 sustituciones, como se muestra en la tabla 15.

Tabla 15. Ffecuencia de mutaciones en muestras del clado 21C Epsilon

Mutacion 'O Frecuencia Porcentaje
‘\

$13l, W152C, L452R,;D614G 1 100.0%

Total V 1 100.0%

Fuente: Este estudio.

Los cambios de aminoacidos‘en la muestra del clado 21C Epsilon se encuentran
principalmente en el dominio S1.de la proteina S. En la figura 23 se muestran los sitios
de sustitucion de aminoacido en'‘la, estructura tridimensional de un monomero de la

proteina S.
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Figura 23. Comparacion de la estructura ensional de la proteina S
(Wuhan) vs el Clado 21C Epsilon

En el panel M se muestra la conformacion tridimensional ?1 monomero de la proteina S
tridimensional (estructura original). Los sitios estructurales marcados color negro representan el
aminoacido que sera sustituido. En el panel N, se muestra la estruct dimensional del clado 21C
Epsilon, donde el sitio marcado de color negro ya esta ocupado por o@minoacido. Fuente: Este

estudio. )@
6@0
O
Q
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En<€l glado 21G Lambda se encontré una media de 8.1 + 0.8 mutaciones. El
71.4% (n'='5) de las muestras presento 8 sustituciones (T20S, G75V, T76l, D253N,

L452Q, F490S; D614G, T859N), como se muestra en la tabla 16.

Tabla 16. Frecuenciadéymutaciones en muestras del clado 21G Lambda

Mutacion "& Frecuencia Porcentaje

T20S, G75V, T76l, D253N, L452Q, F490§, D614G, T859N 5 71.4%

G75V, T76l, D253N, L452Q, F490S, D614G, T859N 1 14.3%

T20S, V70F, G75V, T76l, D253N,sW258R, L452Q, F490S, 1 14.3%
D614G, T859N

Total = . 7X 7 100.0%

Fuente: Este estudio.

Los cambios de aminoacidos en las muestras del clado 21G Lambda se encuentran
distribuidos en todos los dominios funcionales de la proteina S, con mayor frecuencia
en la regiobn NTD. En la figura 24 se muestran los sitios de'sustitucion de aminoacido

en la estructura tridimensional de un mondémero de la proteina S.
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Figura 24. Comparacion de la estructura tridimensional de la proteina S
(Wuhan) vs el Clado 21G Lambda

En el panel O se muestra la conformacion tridimensional d;un mondémero de la proteina S

tridimensional (estructura original). Los sitios estructurales marcado lor negro representan el
aminoacido que sera sustituido. En el panel P se muestra la estructu idimensional del clado 21G

Lambda, donde el sitio marcado de color negro ya estd ocupado por o minoacido. Fuente: Este
estudio.
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En'el clado 211 Delta se encontr6 una media de 10.0 + 0.5 mutaciones. El 71.4% (n
= 5) de las muestras presentd 10 sustituciones (T19R, R158G, A222V, L452R, T478K,

D614G, P681R, D950N, N1074S, V1264L), como se muestra en la tabla 17.

Tabla 17. Frecuencia de mutaciones en muestras del clado 211 Delta

Mutacion Q Frecuencia Porcentaje
~)

T19R, R158G, A222V, L452R, T478K, D614G, P681R, 5 71.4%
D950N, N1074S, V1264L

T19R, R158G, A222V, L452R; T478K, D614G, P681R, 1 14.3%
D950N, V1264L

T19R, R158G, A222V, L452R;T478K, D614G, P681R, 1 14.3%
D950N, N1074S, C1253F, V1264L

Total kPN 7 100.0%

Fuente: Este estudio.

Los cambios de aminoacidos-en las ‘muestras del clado 211 Delta se encuentran
distribuidos en todos los dominios funcionales'de la proteina S. En la figura 25 se
muestran los sitios de sustitucion de aminoacidoe’en.la estructura tridimensional de un

monomero de la proteina S.
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Figura 25. Comparacion de la estructura tridimensior@e proteina S (Wuhan)
vs el Clado 211 Delta ®

En el panel Q se muestra la conformacién tridimensional de un mon()mgo de la proteina S
tridimensional (estructura original). Los sitios estructurales marcados de coler negro representan el
aminoacido que sera sustituido. En el panel R se muestra la estructura tridim@mal del clado 211
Delta, donde el sitio marcado de color negro ya est& ocupado por otro aminoacido. e: Este estudio.
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En'el clado 21J Delta se encontrdé una media de 9.0 + 0.8 mutaciones. El 45.5% (n
= 5)«deslas muestras presentd 9 sustituciones (19R, T95I, R158G, L452R, T478K,

D614G, P681R, D950N, V1104L), como se muestra en la tabla 18.

Tabla 18. Frecuencia de mutaciones en muestras del clado 21J Delta

Mutacion (/ Frecuencia Porcentaje
P2

T19R, T95I, R158G, L452R; T478K, D614G, P681R, D950N, 5 45.5%
VvV1104L

T19R, T95I, R158G, L452R, T478K, D614G, P681R, D950N 2 18.2%

T19R, T95I, R158G, D228H, L452R, T478K, D614G, P681R, 1 9.1%
D950N

T19R, T95I, R158G, L452R, T478K, D614G, E654Q, P681R, 1 9.1%
D950N

T19R, T95I, R158G, T299I, L452R, T478K, D614G, P681R, 1 9.1%
L922F, D950N

T19R, T95I, K97E, R158G, D427V, L452R, T478K, D614G, 1 9.1%
P681R, D950N, V1104L

Total O O, 11 100.0%

Fuente: Este estudio.

77



Universidad Juarez Auténoma de Tabasco

z"ﬁj-s‘ Division Académica de Ciencias de la Salud

Les cambios de aminoacidos en las muestras del clado 21J Delta se encuentran
distribuidos en todos los dominios funcionales de la proteina S, con mayor frecuencia
en la region, NTD y en la subunidad S2. En la figura 26 se muestran los sitios de
sustitucion “‘deaminoacido en la estructura tridimensional de un mondémero de la

proteina S.
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Figura 26. Comparacion de la estructura tridimensional desla proteina S
(Wuhan) vs el Clado 21J Delta

En el panel S se muestra la conformacién tridimensional de un mondémero de (la, proteina S
tridimensional (estructura original). Los sitios estructurales marcados de color negro repfesentan el
amino&cido que sera sustituido. En el panel T se muestra la estructura tridimensional del clado 21J
Delta, donde el sitio marcado de color negro ya est& ocupado por otro aminoacido. Fuente: Esteestudio.
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Em'el clado 21K Omicron se encontrd una media de 28.3 + 3.4 mutaciones. El 35.8%
(n = ¥9).de las muestras presentd 30 sustituciones (A67V, T95I, Y145D, L2121, G339D,
S371L, S373P, S375F, K417N, N440K, G446S, S477N, T478K, E484A, Q493R,
G496S, Q498R, N501Y, Y505H, T547K, D614G, H655Y, N679K, P681H, N764K,

D796Y, N856K, Q954H, N969K, L981F), como se muestra en la tabla 19.

Tabla 19. Frecuéncia de mutaciones en muestras del clado 21K Omicron

Mutacion (/ Frecuencia Porcentaje

D

A67V, T95l, Y145D, L2121,°G339D, S371L, S373P, S375F, 19 35.8%
K417N, N440K, G446S, S477N, T478K, E484A, Q493R, G496S,
Q498R, N501Y, Y505H, T547K, D614G, H655Y, N679K, P681H,
N764K, D796Y, N856K, Q954H, N969K, L981F

A67V, T95I, Y145D, L212], G339D,“R346K, S371L, S373P, 10 18.9%
S375F, K417N, N440K, G446S, S477N, T478K, E484A, Q493R,
G496S, Q498R, N501Y, Y505H, T547K, D614G, H655Y, N679K,
P681H, N764K, D796Y, N856K, Q954H; N969K, L.981F

A67V, T95l, Y145D, L212l, G339D,.S371L, S373P, S375F, 2 3.8%
K417N, N440K, G446S, S477N, T478K, T547K, D614G; H655Y,
N679K, P681H, N764K, D796Y, N856K, Q954H, N969K,/L981F

A67V, T95I, Y145D, G339D, R346K, T547K, D614G, H655Y, 1 1.9%
N679K, P681H, N764K, D796Y, N856K, Q954H, N969K, L981F
A67V, T95I, Y145D, G339D, R346K, S371L, S373P, S375F; 1 1.9%

K417N, T547K, D614G, H655Y, N679K, P681H, N764K, D796Y;
N856K, Q954H, N969K, L981F

A67V, T95I, Y145D, G339D, R346K, S371L, S373P, S375F, 1 1.9%
K417N, N440K, G446S, E484A, Q493R, G496S, Q498R, T547K,
D614G, H655Y, N679K, P681H, N764K, D796Y, N856K, Q954H,
N969K, L981F

A67V, T95I, Y145D, L2121, G339D, R346K, S371L, S373P, 1 1.9%
S375F, K417N, G446S, S477N, Q493R, G496S, Q498R, N501Y,
Y505H, T547K, D614G, H655Y, N679K, P681H, N764K, D796Y,
N856K, Q954H, N969K, L981F

A67V, T95I, Y145D, L2121, G339D, R346K, S371L, S373P, 1 1.9%
S375F, K417N, G446S, S477N, T478K, E484A, Q493R, G496S,
Q498R, N501Y, Y505H, T547K, D614G, H655Y, N679K, P681H,
N764K, D796Y, N856K, Q954H, N969K, L9S1F

A67V, T95I, Y145D, L2121, G339D, R346K, S371L, S373P, 1 1.9%
S375F, K417N, N440K, G446S, Q493R, G496S, Q498R, N501Y,
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T547K, D614G, H655Y, N679K, P681H, N764K, D796Y, N856K,
Q954H, N969K, L981F

AG7V, T95I, Y145D, L2121, G339D, R346K, S371L, S373P, 1 1.9%
S375F, K417N, N440K, G446S, Q493R, G496S, Q498R, N501Y,
Y505H, T547K, D614G, H655Y, N679K, P681H, N764K, D796Y,
N856K, Q954H, N969K, L9S1F

A67V, T951,,Y145D, L2121, G339D, R346K, S371L, S373P, 1 1.9%
S375F, K417N, N440K, G446S, S477N, T478K, E484A, G496S,
Q498R, N501Y; Y505H, T547K, D614G, H655Y, N679K, P681H,
N764K, D796Y, N856K, Q954H, N969K, L981F

A67V, T95I, Y145D, L2121, G339D, R346K, S371L, S373P, 1 1.9%
S375F, K417N, N440K, 'G446S, S477N, T478K, E484A, Q493R,
G496S, Q498R, Y505H, T547K, D614G, H655Y, N679K, P681H,
N764K, D796Y, N856K, Q954H, N969K, L9S1F

A67V, T95I, Y145D, L2112l G339D, R346K, S371L, S373P, 1 1.9%
S375F, K417N, Q493R, G496S, Q498R, N501Y, Y505H, T547K,
D614G, H655Y, N679K, P681H, N764K, D796Y, N856K, Q954H,
N969K, L981F

A67V, T95I, Y145D, L212], G339D; R346K, S371L, S373P, 1 1.9%
S375F, K417N, S477N, T478K, Q498R;- N501Y, Y505H, T547K,
D614G, H655Y, N679K, P681H, N764K, D796Y, N856K, Q954H,
N969K, L981F

A67V, T95I, Y145D, L212], G339D;~R346K; S371L, S373P, 1 1.9%
S375F, K417N, T547K, D614G, H655Y, N679K,P681H, N764K,
D796Y, N856K, Q954H, N969K, L981F

A67V, T95I, Y145D, L212], G339D, R346K, S371L, S373P, 1 1.9%
S375F, N440K, G446S, E484A, Q493R, G496S,'Q498R, N501Y,
Y505H, T547K, D614G, H655Y, N679K, P681H, N764K, D796Y,
N856K, Q954H, N969K, L981F

A67V, T95I, Y145D, L212], G339D, R346K, S371L, S373P, 1 1.9%
S375F, Q493R, G496S, Q498R, N501Y, Y505H, T547K, D614G;
H655Y, N679K, P681H, N764K, D796Y, N856K, Q954H, N969K,
L981F

A67V, T95l, Y145D, L212l, G339D, S371F, S373P, S375F, gt 1.9%
K417N, N440K, G446S, S477N, T478K, E484A, Q493R, G496S,
Q498R, N501Y, Y505H, T547K, T604l, D614G, H655Y, N679K,
P681H, N764K, D796Y, S:A831V, N856K, Q954H, N969K, L981F

A67V, T95l, Y145D, L212l, G339D, S371L, S373P, S375F, 1 1.9%
K417N, G446S, Q493R, G496S, Q498R, N501Y, Y505H, T547K,
D614G, H655Y, N679K, P681H, N764K, D796Y, N856K, Q954H,
N969K, L981F

A67V, T95I, Y145D, L212I, G339D, S371L, S373P, S375F, 1 1.9%
K417N, G446S, S477N, T478K, T547K, D614G, H655Y, N679K,
P681H, N764K, D796Y, N856K, Q954H, N969K, L9S1F

A67V, T95I, Y145D, L2121, G339D, S371L, S373P, S375F, 1 1.9%
K417N, N440K, G446S, EA84A, Q493R, G496S, Q498R, N501Y,
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Y505H, T547K, D614G, H655Y, N679K, P681H, N764K, D796Y,
N856K, Q954H, N969K, L981F

AG7V, T95I, Y145D, L2121, G339D, S371L, S373P, S375F, 1 1.9%
K417N, N440K, G446S, S477N, T478K, E484A, Q493R, GA96S,
Q498R, N501Y, Y505H, T547K, D614G, H655Y, N679K, P681H,
A701V, N764K, D796Y, N856K, Q954H, N969K, L9S1F

A67V, T95l,, Y145D, L2121, G339D, S371L, S373P, S375F, 1 1.9%
P384L, K417N, N440K, G446S, S477N, T478K, E484A, Q493R,
G496S, Q498R, N501Y, Y505H, T547K, D614G, H655Y, N679K,
P681H, N764K, D796Y, N856K, Q954H, N969K, L981F

A67V, T95l, Y145D, L2121, G339D, S371L, S373P, S375F, 1 1.9%
Q493R, G496S, Q498R, N501Y, Y505H, T547K, D614G, H655Y,
N679K, P681H, N764K, D796Y, N856K, Q954H, N969K, L981F

A67V, T95I, Y145D, V308L, G339D, R346K, S371L, S373P, 1 1.9%
S375F, K417N, T547K, D614G,-H655Y, N679K, P681H, S:N764K,
D796Y, N856K, Q954H, N969K, L981F

v -

Total @ 53 100.0%

Fuente: Este estudio.
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Los cambios de aminoacidos en las muestras del clado 21K Omicron se encuentran
distribuidos en todos los dominios funcionales de la proteina S. En la figura 27 se
muestran los sitios de sustitucion de aminoacido en la estructura tridimensional de un

mondmero de la proteina S.

T T
ARG346 E ! : 1Y5346 E !
| -2
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Figura 27. Comparacion de la estructura tridimensional déa proteina S
(Wuhan) vs el Clado 21K Omicron

En el panel U se muestra la conformacion tridimensional de un monémero de' la proteina S
tridimensional (estructura original). Los sitios estructurales marcados de color negro representan el
amino&cido que sera sustituido. En el panel V se muestra la estructura tridimensional delclado 21K
Omicron, donde el sitio marcado de color negro ya esta ocupado por otro aminoacido. Fuente: Este
estudio.
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squema de la distribucion de la proteina S se muestra en la figura 28, donde

®/‘ n]en
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Figura 28. Mutaciones de los clados circulantes identificadas gmuestras
hospitalarias O

Cada barra representa la estructura de la proteina Sy las lineas verticales de color rojo e@ar de

la mutacion.
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Para su analisis temporal se clasificaron de acuerdo con las olas pandémicas en
México. De las 197 secuencias incluidas, el clado 20A ocasioné el 47.2% de las
infecciones de la primera ola y fue disminuyendo hasta su desaparicion en la tercera
ola En la tercera ola se observa mayor cantidad de clados circulantes, y en la cuarta
ola pandémica el*94.6% de las infecciones fueron ocasionadas por el clado 21K

(Omicron) como se muestra en la figura 29.

100

80 21K(Omicron)

21J)(Delta)
211(Delta)
21G(Lambda)
21C(Epsilon)
20J(Gamma,V3)
20I(Alpha,V1)
20G

20C

20B

20A

60

Porcentaje (%)

40

20

Olas

Figura 29. Distribucion de clados a través delstiempo en pacientes
hospitalizados en Tabasco

En el grafico de barras acumulado se representan las olas de pandemia ensMéxico en el eje de las
X'y el porcentaje que representa dentro de la ola en el eje de las Y. La columina 1 representa la
distribucion de clados durante la primera ola (semana epidemioldgica 8 a la 39 de”2020), de color rojo
se representa el clado 20A con 47.2%. La columna 2 representa la segunda ola (semana epidemiol6gica
40 del afio 2020 a la 15 de afio 2021), de color azul se representa el clado 20B con/el 62.7% de
infecciones durante el periodo. La columna 3 (semana epidemioldgica 23 a la 42 de“2021) de color
naranja se representa el clado 21J(Delta) con el 22.2% de infecciones durante el periodo: k& columna
4 (semana epidemiolégica 51 de 2021a la 9 de 2022) de color purpura se representa ehkclado
21K(Omicron) con el 94.6% de infecciones durante el periodo. Fuente: Este estudio.
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RELACION DE VARIANTES CIRCULANTES DE SARS-CoV-2 CON

CARACTERISTICAS CLINICAS

El andlisis de 197 casos por edad muestra que no hay diferencia estadisticamente

significativa_(p.= 0.164) entre los clados circulantes de SARS-CoV-2 como se

observa en la‘figura 30.

150+

100+ -

m
=)
g T T T
= - = T
< N
=
(1]
1 L Y,
|- L[S el LT
0—
T T T T T T T T T T T
20A 20B 20C 20G 201 203 21C 21G 211 213 21K
(Alpha,VijGamma,V3)(Epsilon) (Lambda) (Delta) (Delta) (Omicron) )
Clado

Figura 30. Media de edad por clados de SARS-CoV-2

Grafico de caja con bigotes de la media de edad por clado. En el eje X.se presenta el clado circulante
de SARS-CoV-2yenel eje Y de la media de edad. Cada figura muestralaumedia, el minimo y el maximo

de edad por clados. Fuente: Este estudio.
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Al analizar la distribucion de hombres y de mujeres por clados se observé que hay
mayonfrecuencia en hombres; sin embargo, los grupos no son estadisticamente

distintos/como se observa en la figura 31.

Sexo

Hombre Mujer

21K (Omicron) =211 (Omicron)
21 (Detta) L1 (Delta)
211 {Detta) 21| (Deta)

21G (Lambda)— F21G (Lambda)

21C (Epsilon)— =21 (Epsilon)

20J (Gamma, %3 F20J (Gamma, V3)

Clado
ope|D

201 (Alpha, W13 201 (Alpha, V1)

20G- =20G
200 —20C
206+ ~206
2045 =204

T T 1 T T T T 1
40 30 20 10 0 10 20 30 40

Frecuencia Frecuentcia

Figura 31. Distribucién de clados de SARS-CoV-2 por sexo

Gréfico de barras de la distribucion por clados distribuido por hombres y mujeres del Hospital
Regional de Alta Especialidad “Dr. Juan Graham Casasus”. Las barras color azul~tepresentan la
frecuencia del clado en hombres y la barra color rosado en mujeres. Fuente: Fuente: Este €studio.
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Las variables cuantitativas (cantidad de sintomas, de comorbilidades y parametros
de laboratorio) distribuido por clados circulantes de SARS-CoV-2 se muestran en la

tabla 20.

Tabla 20. Caracteristicas clinicas de los pacientes de acuerdo con clados
circulantes desSARS-CoV-2

20J
201 21C 21G 211 21J 21K
(nzf):?) (nzf)fs) (59103) (ﬁ(ﬁ) Alpha Ga\r?ama Epsilon Lambda Delta Delta Omicron p
- - - - (n=1) (n=5) (n=1) (n=7) (n=4) (n=10) (n=47)
X X X X X X X X X X X
+EE +EE +EE +EE +EE +EE +EE +EE +EE +EE +EE
Edad 64.5 59.1 57.6 64.2 53.0 50.2 53.4 60.0 66.7
+2.2 +2.1 +4.4 +8.9 50.0 +104 56.0 +7.4 +8.0 +6.5 +2.4 0.095
DEIH 13.6 11.7 12.5 10.2 10.5 11.7 9.8 10.7 7.6
+1.6 +1.3 +3.0 +2.2 68.0 +2.8 76.0 +3.1 +1.2 +3.0 +0.9* 0212
Sintomas 6.6 6.3 8.7 6.7 5.8 7.4 5.0 6.5 55
+0.4 +0.4 +1.0 +1.1 430 +0.2 40 +1.4 +0.5 +0.7 +0.3 0.069
Comorbilida 14 1.2 1.6 1.7 1.0 1.2 1.0 0.6 1.3
des +0.1 +0.1 +0.3 +04 10 +0.4 20 +0.7 +0.5 +0.1 +0.1 0.382
Eritrocitos 4.3 4.4 4.3 4.6 54 4.7 52 4.4 51 4.3 3.6 <0.000
(2076/ul) +0.1 +0.08 +0.2 +0.6 ) 0.1 ' +0.3 +0.1 +0.2 +0.1%* 1
Hemoglobina 12.7 13.0 12.5 13.7 156 145 14.4 13.1 14.7 13.1 10.5 <0.000
(g/dL) +0.4 +0.2 +0.6 +1.3 ] 0.4 ' +0.9 +0.5 +0.6 +0.4** 1
Hematocrito 38.5 39.9 38.1 41.3 453 42:3 13.8 38.6 44.2 38.9 32.2 <0.000
(%) +1.1 +0.6 +1.9 +4.6 ’ +1.1 ' +2.8 +1.5 +1.8 +1.4** 1
Leucocitos 12.4 12.9 12.5 10.7 9.1 7.6 13.8 12.0 12.7
(207 3/ul) +0.8 +1.0 +1.6 +2.9 42 +1.5 119 +1.3 +1.5 +1.4 +1.7 0.856
Trombocitos 291.3 246.8 207.7 231.3 157.0 166.3 166.0 213.4 236.1 262.5 235.7 0733
1073/l +48.6 +15.9 +18.84 +30.3 +10.6 +37.21 +46.1 +36.9 +20.7
Proteina C 201.8 175.4 204.2 193.2 195.1 134.0 170.8 209.7 200.5
Reactiva +20.8 +17.8 +38.9 +62.4 208.7 +39.9 1624 +30.1 +37.2 +38.4 +20.7 0.907
Glucosa 193.3 188.9 210.9 151.8 161.7 128.1 181.6 127.3 169.9
(mg/dl) +18.9 +14.5 +49.8 +28.9 1120 +25.8 241.0 +7.8 +40.1 +16.1 +12.1 0.448
Urea (mg/dl) 55.7 49.1 56.9 44.4 37.0 33.6 42.2 50.0 93.2
+5.7 +6.3 +9.8 +17.4 40.7 +2.7 2.1 +8.9 +4.1 +6.6 +10.4** 0.000
BUN (mg/dl) 26.8 22.9 26.5 20.7 17.2 15.7 19.7 23.3 42.7
+2.6 +2.9 +4.6 +8.1 19.0 +1.2 150 4.1 +1.9 +3.0 +4.9% 0.001
Creatinina 1.3 1.3 3.0 0.7 0.9 0.9 1.1 4.3 1.3
(mg/dL) +0.2 +0.4 +0.3 +2.5 0.7 +0.06 1.2 +0.4 +0.07 +0.1 +1.4 0178
Na (mmol/L) 138.9 136.6 135.0 135.3 139.6 139.6 1399 139.5 136.0
+1.7 +0.6 +0.8 +1.4 145.0 +2.1 1400 2.4 +0.8 1.7 +1.1 0.342
K (mmol/L) 4.5 4.5 4.4 4.2 4.1 4.5 47 4.3 4.7
+0.1 +0.1 +0.2 +0.2 41 +0.3 48 0.1 +0.3 +0.1 +0.1 0.678
Cl (mmol/L) 99.9 100.3 100.3 97.7 99.2 104.3 102.1+0: 101.1 100.2
+1.9 +0.7 +1.1 +1.6 103.0 +1.8 101.0 2.2 7 +1.8 +1.1 0.931
Bilirrubina 0.6 0.6 0.9 0.6 05 0.7 11 0.6 0.6 07 1.1 0544
total (mg/dl) +0.04 +0.06 +0.3 +0.1 +0.1 +0.1 +0.09 +0.09 +0.3
B'[')'irr;uctt’;”a 0.2 03 0.4 03 o1 0.2 03 0.2 0.2 0.2 06 0568
(mg/di) +0.02 +0.04 +0.2 +0.07 ’ +0.1 ' +0.1 +0.04 +0.06 +0.2 '
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Bilirrubina
Indirecta 0.3 0.3 0.4 0.3 04 0.4 08 0.3 0.4 0.4 0.5 0.686
+0.04 +0.03 +0.09 +0.1 +0.1 +0.07 +0.06 +0.07 +0.09
(mg/dl)
P[g:;'g:s 6.6 7.9 6.7 6.5 o5 6.8 - 6.7 7.1 6.7 6.7 0976
+0.08 +1.2 +0.2 +0.3 ’ +0.2 ' +0.2 +0.1 +0.2 +0.1 '
(g/dL)
Albumina 35 3.5 35 3.4 3.7 3.6 3.8 35 3.4
. 2. .
(g/dL) +0.06 +0.08 +0.2 +0.4 3.9 +0.2 8 +0.3 +0.07 +0.1 +0.08 0.883
Globulina 3.1 3.1 3.1 3.1 3.1 3.0 3.3 2.8 3.3
2. 2.7 44
(g/dL) +0.06 +0:07 +0.1 +0.1 6 +0.08 +0.1 +0.1 +0.2 +0.1 0.445
IALT (UI/L) 41.8 46.4 55.5 50.0 41.3 30.8 80.4 49.5 63.1
+5.3 +5.0 +19.0 +15.5 38.0 +5.9 82.0 +3.6 +17.7 +19.6 +19.8 0.852
IAST (UI/L) 53.0 53.8 62.5 56.5 63.6 50.2 80.5 142.1 110.1
+4.0 +3.9 +13.3 +10.3 43.0 +15.3 8.0 +5.9 +15.3 +83.9 +43.5 0.586
FA (UI/L) 101.9 136.2 109.9 84.5 73.0 82.5 162.0 137.0 94.8 131.6 158.3 0185
+6.1 +10.8 +12.0 +6.6 +8.5 ’ +39.2 +6.7 +33.2 +23.4 '
DHL (UI/L) 473.1 438.4 423.5 395.0 431.7 457.3 475.1 497.0 563.1
+30.6 +28.9 +62.2 +34,8 284.0 +48.6 7950 +104.8 +85.2 +129.2 +98.3 0.897
Fibrinégeno 621.8 509.0 626.7 5345 625.1 456.1 745.1 604.9 501.6
748. 166. .07
(mg/dl) +35.3 +29.0 +67.1 +131.9 8.8 +82.3 66.9 +71.3 +6.3 +56.5 +63.1 0.078
Dimero D 35 4.7 7.5 0.8 1.0 2.1 1.3 2.3 5.9
(mg/L) +1.1 +1.8 +6.5 +0.2 0.4 +0.3 80.0 +1.6 +0.2 +0.9 +3.1 0.919
TP (Seg) 13.2 12.3 14.7 12.4 12.1 12.9 14.6 12.7 12.5 13.6 14.4 0.437
+0.2 +0.2 +1.1 +0.6 +0.5 +0.8 +0.1 +0.6 +1.3 '
INR 1.0 1.0 1.2 1.0 1.0 1.0 1.0 1.1 1.2
+0.02 +0.01 +0.1 +0.08 %9 +0.04 11 +0.07 +0.01 +0.05 +0.1 0.290
TPTa (Seg) 30.9 34.1 34.1 3449 -~ 34.1 25.2 36.2 28.2 33.3 39.2 0.700
+1.2 +3.2 +3.0 +1.7 ’ +2.4 +4.0 +0.7 +2.7 +3.0 '
Ferritina 874.0 618.8 578.7 1009 789.3 476.4 678.7 953.1 812.0
(ng/ml) +228.5 +99.4 +115.6 +275 70 +149.6 698.0 +87.5 +169.7 +364.2 +199.8 0.899
Procalcitonin 0.4 2.4 0.5 0.4 0.02 0.7 0.2 0.5 0.3 2.1 15 0.806
a(ug/L) +0.08 +1.1 +0.2 +0.2 +0.2 +0.2 +0.1 +1.2 +0.8 '
IL-6 (pg/ml) 97.1 170.5 195.4 110.8 71.6 59.9 135.4 178.4 191.1
+24.0 +35.0 +117.4 +83.1 332 +26.2 308.0 +35.8 +95.3 +107 +71.8 0.7752

Abreviaturas: DEIH: Dias de estancia intrah@spitalaria BUN: Nitrdgeno Ureico en Sangre; Na: Sodio;
K Potasio; CI: Cloro; ALT: alanino aminotransferasa; AST{aspartato aminotransferasa; FA: fosfatasa
alcalina; DHL: Lactato deshidrogenasa, TP: Tiempo de protrombina, INR: indice Internacional

Normalizado, TPTa: Tiempo de tromboplastina parcial activado:

Prueba de ANOVA de una Via, POST-HOC Dunnet *** p>0.00041, * p<0.05, No se consideraron los
clados 20l (Alpha), ni 21C(épsilon) para el andlisis de varianza dehido Ja la frecuencia de pacientes en
cada clado (n=1 paciente). Fuente: Este estudio.
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Les sintomas y las comorbilidades por clado circulante de SARS-CoV-2 se resumen

en lastabla 21.

Tabla 23 Sintomas y comorbilidades por clado circulante de SARS-CoV-2

200 , 21G 21K
20A 20B 20C 20G 201 Alpha | GammaV ]21C Epsilon 21l Delta (21J Delta ,
Lambda Omicron
(n=37) (n=48) (n=13) (n=4) (n=1) 3 (n=1) (n=4) (n=10)
(n=7) (n=47)
(n=5)
% % % % % % % % % % %
(n) (n) M () (n) (n) (n) (n) (n) (n) (n)
Fiebre 78.4% 85.4% 6175% 75.0% 100% 40.0% 100% 71.4% 75.0% 90.0% 55.3%
(n=128) (n=29) (n=41)* (n=8) (n=3) (n=1) (n=2) (n=1) (n=5) (n=3) (n=9) (n=21)**
Tos 86.5% 95.8% 92.3% 100% 100% 60.0% 100% 85.7% 100% 100% 70.2%
(n=152) (n=32) (n=46)* (n=12) (n=4) (n=1) (n=3) (n=1) (n=6) (n=4) (n=10) (n=33)***
Odinofagia 45.9% 22.9% 42.6% 25.1% 100% 0% 0% 14.3% 0% 20.0% 23.4%
(n=50) (n=17)* (n=11) (n=6) (n=1) (n=1) (n=0) (n=0) (n=1) (n=0) (n=2) (n=11)
Disnea 78.4% 75% 76.9% 75.0% 100% 60.0% 100% 100% 75.0% 70.0% 72.3%
(n=134) (n=29) (n=36) (n=10) (n=3) (n=1) (n=3) (n=1) (n=7) (n=3) (n=7) (n=34)
Diarrea 21.6% 14.6% 30.8% 0% 100% 0% 0% 28.6% 50% 20% 6.4%
(n=29) (n=29) (n=7) (n=4) (n=0) (n=1) (n=0) (n=0) (n=2) (n=2) (n=2) (n=3)
Dolor
torécico 32.4% 31.2% 46.2% 50.0% 100% 80.0% 0% 0% 25.0% 30.0% 17.0%
(n=55) (n=12) | (n=15) | (n=6) (n=2) (A=1) (n=4)* (n=0) (n=0) n=1) | (n=3) (n=8)*
Cefalea 73.0% 83.3% 69.2% 75.0% 100% 80:0% 100% 71.4% 75.0% 70.0% 74.5%
(n=135) (n=27) (n=40) (n=9) (n=3) (n=2) (n=4) (n=1) (n=5) (n=3) (n=7) (n=35)
Mialgias 48.6% 41.7% 61.5% 25.0% 100% 20.0% 0% 57.1% 0% 50.0% 53.2%
(n=83) (n=18) (n=20) (n=8) (n=1) (n=1) (n=1) (h=0) (n=4) (n=0) (n=5) (n=25)
Artralgias 37.8% 43.8% 53.8% 25% 100% 40.0% 0% 42.3% 0% 60.0% 51.1%
(n=79) (n=14) (n=21) (n=7) (n=1) (n=1) (n=2) (n=0) (n=3) (n=0) (n=6) (n=24)
Rinorrea 17.0% 22.9% 68.5% 0% 0% 20.0% 0% 14.3% 25.0% 40.0% 17.0%
(n=8) (n=8) (n=11) (n=8)** (n=0) (n=0) (n=1) (n=0) (n=1) (n=1) (n=4) (n=8)
DM2 35.1% 44.7% 30.8% 50.0% 0% 0% 100% 28.6% 50.0% 0% 40.4%
(n=64) (n=13) (n=21) (n=4) (n=2) (n=0) (n=0) (n=1) (n=2) (n=2) (n=0)** (n=19)
HAS 54.1% 40.4% 53.8% 100% 100% 20.0% 0% 2846% 50.0% 10.0% 44.7%
(n=78) (n=20) (n=19) (n=7) (n=4)** (n=1) (n=1) (n=0) (n=2) (n=2) (n=1)* (n=21)
Obesidad 45.9% 23.4% 46.2% 0% 0% 40.0% 100% 28.6% 0% 20.0% 4.3%
(n=43) (n=17)* (n=11) (n=6) (n=0) (n=0) (n=2) (n=1) (n=2) (n=0) (n=2) (n=2)*
ERC 19.1% 4.3% 7.7% 25.0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 19.1%
(n=14) (n=9)* (n=2) (n=1) (n=1) (n=0) (n=0) (n=0) (n=0) (n=0) (n=0) (n=9)*

DM2: Diabetes Mellitus tipo 2, ERC: Enfermedad Renal Crénica
* p<0.05, No se consideraron los clados 201 (Alpha), ni 21C(épsilon) para el analisis debido a la

frecuencia de pacientes en cada clado (n=1 paciente). Fuente: Este estudio.
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Einalmente, se comparoé la gravedad de los casos, interpretado a través del motivo
de egreso de los pacientes y los clados de SARS-COV-2. Entre el grupo de casos que
fallecieron.y los que mejoraron sélo el clado 20A fue estadisticamente diferente
[defuncién 71.8%.(h = 28) vs mejoria 28.2% (n = 11) p = 0.028] como se observa en la
figura 32.

Defuncion

sl NO

F2TK (émicmn)

21K (émicrun)-

21d (Delta)— —21J (Deltta)
211 (Detta)= =211 (Detta)
21G (Lambda)— F21G (Lambda)

21C (Epsilon)— =21 (Epsilon)

20J (Gamma, W35 =204 (Gamma, V3]

Clado
ope|D

201 (Alpha, Y1) =201 (Alpha, V1)

206G 206
200 -20C
208 7 208
soad * 20

T T 1 T 1 T
30 20 10 0 10 20 30

Frecuencia Frecuencia

Figura 32. Distribuciéon de clados de SARS-CoV-2 por gravedad de la
enfermedad

Gréfico de barras de la distribucion por clados separado por el tipo de desenlace. Las barras color
rojo representan la frecuencia defunciones por clado y la barra verde el egreso por mejoria. Fuente:
Este estudio.
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DIScUsION

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES DIAGNOSTICADOS CON COVID-19

En este estudio, analizamos de forma retrospectiva las caracteristicas clinicas,
hallazgos de laboratorio y desenlace de los adultos hospitalizados por COVID-19 en el
Hospital Regionalkde-Alta Especialidad “Juan Graham Casasus” durante el periodo de
pandemia 2020-2022. k0s resultados muestran que el grupo estuvo integrado
principalmente por hombres*adultos, de la séptima década de la vida, residentes de la
capital del estado de Tabas€o:/Con respecto a las caracteristicas clinicas, fiebre, tos,
cefalea y disnea estuvieron presentes dos terceras partes de la poblacion estudiada.
Las principales enfermedadeS/coexistentes fueron diabetes, hipertension y obesidad.
La media de estancia intrahospitalaria fue’ de 5 dias y mas del 50% de la poblacion
incluida murio.

Al inicio de la pandemia, Huang y colaboradores (2020) describieron los primeros
41 casos de neumonia de origen desconocido con-conexion en Wuhan y encontraron
gue la mediana de edad era de 49 afios, la mayoria hombres; el 32% tenia
enfermedades subyacentes (diabetes, hipertension y enfermedades
cardiovasculares), los sintomas mas comunes fueron fiebre, tos, mialgia y fatiga, los
menos comunes fueron produccién de esputo, dolor de cabeza, hemoptisis y diarrea
(Huang et al.,, 2020). Estos datos anteriores sugieren que la presentacion clinica
comun de casos de COVID-19 inici6 con adultos menores a 60 afios (Guanet al., 2020;

Shenoy et al., 2022; Yang et al., 2020). Sin embargo, en nuestro estudio se encontré
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upa media de edad mayor a 60 afios y la proporcion de hombres fue mayor que la de
mujeres.

En el afo 2020, una revision que incluyd 7706 participantes categorizé los signos y
sintomas'~.de COVID-19 en sistémicas, respiratorias, gastrointestinales vy
cardiovascularesy ¥y ademas sugiere que la tos, el dolor de garganta, la fiebre, las
mialgias/artralgiasy” la, fatiga y la cefalea son las Unicas manifestaciones con una
sensibilidad igual o mayor al 50% (Struyf et al., 2020). Consistente con estos datos, el
espectro en la presentaecion de la enfermedad en nuestro grupo de pacientes fue
amplio, la media de sintomas fue de 6.4, y los sintomas con mayor frecuencia fueron
fiebre, tos, cefalea, disnea.

De acuerdo con estudios.anteriores la coexistencia de enfermedades cronicas fue
alta, y las comorbilidades mas/ftecuentes fueron hipertension, diabetes y obesidad
(Wang et al., 2020). En un estudio donde exploran el efecto de la hipertension en la
progresion y prondéstico de los pacientes\con<«CQOVID-19 de 2 hospitales de Wuhan
encontraron una prevalencia de hipertension menoral.40% (36.5) que se relaciona con
la severidad de la enfermedad y la progresidbn comparado con los que no tienen
diagndstico de hipertension (Huang et al., 2020).

Las pruebas de rutina tratan de explicar la presentacion clinica de los pacientes de
COVID-19 y asesorar sobre el pronostico del paciente. En este ‘sentido, en los
pacientes que integraron la muestra encontramos que el recuento~de eritrocitos,
hemoglobina y hematocrito estaban por debajo del limite inferior y el recuento de
leucocitos, neutrofilos, proteina C reactiva, glucosa, urea, nitrégeno ureico, ¢reatinina,

AST, fosfatasa alcalina, DHL, fibrinbgeno, dimero D, ferritina, procalcitonina e IL-6
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estaban por encima de los valores normales. Una revision reciente menciona que a
pesar-de que nos hay ningun biomarcador individual confiable, la disminucién del
recuento de linfocitos (Wang et al., 2020), y aumento de marcadores inflamatorios
como PCR.¢ IL-6 tienen una especificidad y sensibilidad por encima del 50% (Safiabadi
Tali et al., 2021; Stegeman et al., 2020). La procalcitonina y el dimero D son utiles para
predecir la gravedady la mortalidad en pacientes con COVID-19 (Shenoy et al., 2022).

En nuestro estudio /también reportamos que la media de dias de estancia
intrahospitalaria fue relativamente baja (5.6 dias) y el nUmero de muertes fue cercano
al 60% de la poblacion incluida: Curiosamente, otros estudios reportaron una tasa de
fatalidad baja al inicio (Guan et al.; 2020) y en el transcurso (Shenoy et al., 2022) de la

pandemia.

ANALISIS DE LA PROTEINA S DELVIRUSISARS-CoV-2

En este estudio retrospectivo analizamos' secuencias de la proteina S de SARS-
CoV-2 recolectadas de 197 pacientes delHospital.Regional de Alta Especialidad “Dr.
Juan Graham Casasus” del periodo junio de 2020 a diciembre 2022 donde se encontrd
gue circularon 11 clados en Villahermosa, Tabasco, México, ademas de que tenian

importantes cambios de aminoécidos.

Para nuestro conocimiento, este estudio representa la primera investigacion sobre
los cambios de aminoacidos en la proteina S en muestras de pacientes hospitalizados
del estado de Tabasco. En general reportamos 121 mutaciones, y can, respecto al
analisis individual, el clado 20A, 20B y 21K (Omicron) presentan la mayor-frecuencia

de cambios de aminoéacidos.
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Nuestros datos junto con informes recientes muestran que la persistencia de la
pandemia acumul6 cambios en la traduccién de proteinas que conducen a su
inestabilidad funcional, estos cambios a menudo se atribuyen a alteraciones
estructurales .favorables en los residuos de aminoacidos, considerado como la
evolucién y adaptacion del virus a su entorno (Prasetyoputri et al., 2022). Nos
sorprendio que lasSustitucion D614G estuvo presente en todas las muestras, hecho
gue coincide con los(reportes de otros paises (Ghanchi et al., 2021; Yavarian et al.,
2022) que nos permite-suponer que esta ventaja evolutiva marca el inicio del
descontrol de la pandemia ‘en/nuestra region, evidenciado por el incremento de la

transmision, hospitalizacion y nimero de muertes.

Hasta la fecha, el impactode {as /mutaciones de la proteina S se estudia
extensivamente. En la busqueda de estos’cambios que confieren ventajas al virus
SARS-CoV-2 encontramos la sustitucién,de una'serina por una isoleucina en el residuo
13 (S13I en el clado 21C, Epsilon). En‘cuante_a. la literatura disponible Zhang y
colaboradores mostraron que este cambio en la région del péptido sefial s6lo esta
presente en el clado 21C Epsilon y juega un rol (dmportante en la expresion,
modificacidn y secrecion del virus SARS-CoV-2 con consecuencias sobre la integridad

del dominio NTD y la evasion inmune (Zhang et al., 2022).

En el dominio NTD (residuo 14-305) localizamos una gran cantidad de mutaciones
que favorecen la infectividad, y que reducen la neutralizacion deanticuerpos
monoclonales (Zhang et al., 2022), a través de cambios en la conformacionyde los

bucles B3-B4 (residuo 17-80), 9-B10 (residuo 142-157) y B14-B15 (residuo 241#253)
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(Klinakis et al., 2021). Tal es el caso de la sustitucion del aminoéacido cisteina por el
aminoéacido no polar aromatico fenilalanina en el residuo 15 (C15F Clado 20A) que
incrementa la infectividad (Zhang et al., 2022). La sustitucion del aminoacido no polar
alifatico leucina por un aminoéacido polar positivo arginina (L18R, Clado 20A) o por el
aminoécido ne‘polar aromatico fenilalanina en el residuo 18 (L18F, Clado 20J Gamma,
V3), da ventaja replicativa y se ha identificado en el 10% de muestras (Grabowski et
al., 2021). La sustituCién“del aminoacido polar neutro treonina por el aminoacido no
polar alifatico alanina en‘elresiduo 19 (T19R Clado 211, Delta, 21J, Delta) que participa
en el escape a la respuesta de,anticuerpos (Mahmood et al., 2022; Singh et al., 2022),
la sustitucion del aminoacido poOlar neutro treonina por el aminoacido polar neutro
asparagina (T20N Clado 20d /Gamma, V3) o por el aminoacido polar neutro serina
(T20S 21G, Lambda) en el residdo)20 no altera el entorno pero influye en la capacidad
global de unién (Gupta et al., 2021): ‘La @ustitucion del aminoacido prolina por el
aminoacido polar neutro serina en elgresidue 26 (P26S Clado 20J Gamma, V3)
contribuye en la evasion inmune (Asif et al., 2022;-Salleh et al., 2021). La sustitucion
del aminoacido polar neutro treonina por el aminoacido.ng polar alifatico isoleucina en
el residuo 29 (T29I Clado 20B, que de acuerdo con su capacidad de interaccion con el
agua supone el paso de un aminoéacido hidrofilico por uno hidrofdbico y la sustitucion
del aminoé&cido no polar aromético triptéfano por el aminoacido pelar positivo arginina

(W64R Clado 20A) que no ha sido asociado con cambios en el fenotipo<de la proteina.

En el bucle 33-p4 encontramos 6 sustituciones. La sustitucién del aminoacido no
polar alifatico alanina por el aminoacido no polar alifatico valina en la posicion 6 7(A67V

Clado 20B, 21K Omicron) asociado con el establecimiento de nuevas interacciones
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hidrofébicas (Klinakis et al., 2021). La sustitucion de glicina por el aminoacido polar
positive arginina (G75R Clado 20B) o por el amino&cido no polar alifatico valina (G75V
Clado 20J Gamma, V3) en el residuo 75, reduce la infectividad viral (Kimura et al.,
2022). La‘sustitucion del amino&cido polar neutro treonina por el aminoacido no polar
alifatico isoleucina*en el residuo 76 (T76l 21G, Lambda) ubicada adyacente al bucle
flexible, describe wna.actividad compensatoria al incrementar la infectividad (Kimura et
al., 2022). También, (a sustitucion del aminoacido no polar alifatico isoleucina por el
aminoacido polar neutro-treonina en el residuo 68 (I68T Clado 20C), y la sustitucion
del aminoéacido no polar alifatico valina no polar alifatico por el aminoacido no polar
aromatico fenilalanina en el residuo 70 (V70F 21G, Lambda), no han sido asociadas

con cambios en el fenotipo de la proteina S.

La sustitucion del aminoacide “polar ‘neutro treonina por el aminoacido no polar
alifatico isoleucina en el residuo 9541951 Clado 20A, 21J Delta, 21K Omicron) esta
asociada con mayor carga viral en aparicion conjunta de G142D (Shen et al., 2021),
identificada en genomas de los clados Delta (De Marcoet al., 2022) y Omicron (Zhang
et al., 2022). La sustitucion del aminoacido no polar alifatico lisina por el aminoacido
polar negativo acido glutamico en el residuo 97 (K97E (Clado 21J Delta) ha sido
encontrado frecuentemente en muestras mexicanas (Taboada €t al., 2022). La
sustitucion del aminoéacido polar negativo acido aspartico por el aminoacido no polar
aromatico tirosina en el residuo 138 (D138Y Clado 20A, 20J Gamma, V3), junto con
L18F y T20N, forman multiples interacciones que estabilizan la conformacion de la
proteina (Mannar et al., 2022). La sustitucion del aminoacido polar positivo-arginina

por el aminoacido no polar alifatico isoleucina en el residuo 102 (R102I Clado 20C), y
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lasSustitucion del aminoacido polar neutro treonina por el aminoacido polar neutro
serinaen el residuo 114 (T114S Clado 20B) no han sido asociadas con cambios en el

fenotipo/de la proteina S.

En el bucle B9-f10 encontramos la sustitucion del amino&cido no polar aromatico
tirosina por el @aminoacido polar negativo acido aspartico en el residuo 145 (Y145D
Clado 21K, Omicron) que incrementa la evasion a los anticuerpos, comdn en la
variante Omicron. La sUstitucion del aminoacido no polar aromatico triptéfano por el
aminoécido cisteina en elfresiduo 152 (W152C Clado 21C, Epsilon) contribuye con el
incremento de la infectividad desas variantes que portan la mutacion L452R (Ai et al.,
2020), que esta relacionada con*la variante épsilon. En esta region la sustitucion del
aminoacido polar neutro histidina per~el aminoacido polar neutro glutamina en el
residuo 146 (H146Q Clado 20A)"y la sustitucion del aminoacido metionina por el
aminoacido polar neutro treonina en_el residue 153 (M153T Clado 20A). no se ha

asociados con cambios en el fenotipo

La sustitucion del aminoécido polar positivo arginina por el aminoacido polar neutro
serina por (R158S Clado 20A), o por el aminoacido glicima en el residuo 158 (R158G
Clado 211, Delta, 21J, Delta) aumenta la hidrofobicidad (Mahmood et al., 2022). La
sustitucion del aminoacido polar positivo arginina por el aminoacido pelar neutro serina
en el residuo 190 (R190S Clado 20J Gamma, V3) esta reportada con-alta frecuencia,
y contribuye con la disminucién de la actividad neutralizante en presencia de L18F,
T20N y D138Y. La sustitucion del aminoacido polar neutro treonina por el aminoacido

metionina en el residuo 208 (T208M Clado 20 A) y la sustitucion del amino&cido no
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polar alifatico leucina por el aminoacido no polar alifatico isoleucina en el residuo 212
L2121 (Clado 21K, Omicron) no estan asociadas con cambios en el fenotipo de la
proteina/S. La sustitucion del aminoacido no polar alifatico alanina por el aminoacido
no polar alifatico valina en el residuo 222 (A222V Clado 21l, Delta) promueve una
mayor apertura de*RBD y aumenta ligeramente la union de ACE2 (Ginex et al., 2022).
La sustitucion del-aminoécido polar negativo acido aspartico por el aminoéacido polar
neutro histidina en el residuo 228 (D228H Clado 21J, Delta) esta presente en muestras

del clado delta.

En el bucle B14-15 encontramos dos mutaciones. La sustitucion del aminoacido
polar neutro histidina por el amineacido no polar aromatico tirosina en el residuo 245
(H245Y Clado 20B), La sustitueién delaminoacido polar negativo acido aspartico por
el aminoacido polar neutro arginina en el residuo 253 (D253N 21G, Lambda) aumenta

la transmisibilidad y la infeccidén de las.variantes (Moghaddar et al., 2021).

La sustitucion del aminoacido polar neutro unaltreonina por el aminoacido no polar
alifatico isoleucina en el residuo 299 (T2991 Clado )21J, Delta), se asocia con
consecuencias funcionales de la proteina S como la estabilizacion estructural de las
mutantes que la poseen, y el incremento de la flexibilidad*(EkMazouri et al., 2022;
Salleh et al., 2021). La sustitucién del aminoacido glicina por el.aminoacido polar
neutro serina en el residuo 257 (G257S Clado 20B) y la sustitucion‘del aminoacido no
polar aromético triptéfano por el aminoécido polar positivo arginina en ekresiduo 258

(W258R 21G, Lambda) no estan descritas.

98



Universidad Juarez Auténoma de Tabasco
Division Académica de Ciencias de la Salud

El dominio de union al receptor (RBD) (319-541) es el mas estudiado ya que los
cambias en este sitio le confieren ventajas selectivas. En nuestro andlisis encontramos
que el Glado 21K Omicron es el que tiene mayor cantidad de mutaciones en esta
region, mientras que el Clado 20G no presentd ninguna. La sustitucién del aminoacido
glicina por elsaminoacido polar negativo acido aspartico en el residuo 339 (G339D
Clado 21K, Omicren).afecta el rendimiento de la neutralizacion de un subconjunto de
anticuerpos (Saito et{al.,*2022) La sustitucion del amino&cido polar positivo arginina
por el aminoacido no polar alifatico lisina en el residuo 346 (R346K Clado 21K,
Omicron) favorece el escape’ inmune debido a que la sustitucion ocasiona un
acortamiento en la cadena lateral'que incrementa la afinidad de RBD-ACE2 (Al-Khatib
et al., 2022; Koyama et al.,.2022).*La sustitucion del aminoacido polar neutro serina
por el aminoacido no polar aromatico fenilalanina (S371F Clado 21K, Omicron) o por
el aminoéacido hidrofobico no polarleucina (S371L Clado 21K, Omicron) en el residuo
371 favorecen la neutralizacién de anticuerpos/(\Wang et al., 2022). La sustitucion del
aminoacido polar neutro serina por el aminoacide-prolina en el residuo 373 (S373P
Clado 21K, Omicron) no esta presente en las secuencias_antiguas de 6émicron (Wang
et al., 2022) pero La sustitucion del aminoacido serina por.el aminoacido no polar
aromatico fenilalanina en el residuo 375 (S375F Clado 21K{"Omicron) determina la
eficacia de escision, la fusogenicidad y la afinidad de union a ACE2(Wang et al., 2022).
La sustitucion del aminoacido polar positivo lisina por el aminoacide. polar neutro
asparagina (K417N Clado 21K, Omicron) o treonina (K417T Clado 20J.Gamma, V3)
en el residuo 417, potencia la infectividad y resistencia a la neutralizacion (Kuzmina et

al.,, 2021). La sustituciébn el aminoacido polar negativo acido aspartico por el
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aminoacido no polar alifatico valina en el residuo 427 (D427V Clado 21J Delta), no ha

side“asociado con cambios en el fenotipo.

En el'motivo de union al receptor RBM (residuo 436 -506) se encontrd la sustitucion
del aminoaeido. polar neutro asparagina aminoacido polar positivo lisina en el residuo
440 sustitucion{(N440K Clado 20A, 21K Omicron) aumenta la reinfeccion y disminuye
la eficacia de la vacunacion (Kullappan et al., 2021). La sustitucién del aminoéacido
glicina por el aminodacido polar neutro serina (G446S Clado 21K, Omicron) o por el
aminoacido no polar alifaticorvalina (G446V, Clado 20C) en el residuo 446 afecta el
procesamiento/presentacion desantigenos y potencia la actividad antiviral (Cao et al.,
2022; Motozono et al., 2022), particularmente G446V es parte del bucle 443-450 que
causa disminucion en la unidn-yzneutralizacion de anticuerpos plasmaticos (Greaney
et al., 2021), ademas incrementa:la afininidad y la infectividad de las variantes (Hanifa

et al., 2022).

Un grupo de aminoacidos estan identificadas ¢omo punto de acceso (Saha et al.,
2021), como es el caso de la sustitucion del aminoacide polar alifatico leucina por el
polar positivo arginina en el residuo 452 (L452R Clado 21C, Epsilon, Clado 211, Delta,
21J, Delta) que aumenta significativamente la entrada delsvirus al estabilizar la
interaccion con el receptor ACE2 (Ai et al., 2020) y cuando se*sustituye con el
aminoacido no polar alifatico glutamina (L452Q Clado 21G, Lambda) aumenta
significativamente la infectividad viral y la afinidad al receptor, ademas confiere
resistencia a la inmunidad antiviral (Kimura et al., 2022). La del aminoacido polar

neutro serina por el aminoacido polar neutro asparagina en el residuo 477 sustitucion
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(S477N Clado 21K, Omicron) incrementa la afinidad por ACE2 (Mondeali et al., 2023).
La sustitucion del aminoacido treonina por el aminoécido polar positivo lisina en el
residuo 478 (T478K Clado 20B, Clado 211 Delta, 21J Delta, 21K Omicron) aumenta el
potencial electrostatico de la proteina S a una superficie méas positiva (Di Giacomo et
al., 2021), juega.un rol importante en la transmisibilidad (Massi et al., 2023), ademas
contribuyen en la-evasion inmune (Wilhelm et al., 2021). Frecuentemente coexiste con

otras tres mutaciones, D614G, P681H y T732A (Di Giacomo et al., 2021).

La sustitucion del aminaacido polar negativo acido glutamico por el aminoéacido polar
positivo lisina en el residuo 484E484K Clado 20A, 20B, 20J Gamma, V3) ayuda al
virus a evadir los anticuerpos neutralizantes, incrementa la afinidad de unién al ACE2
(Nelson et al., 2021; Tegally et-ak, 2021); ademas incrementa la transmisibilidad viral
(Salehi-Vaziri et al., 2022). Cuando se sustituye por el aminoacido no polar alifatico
alanina (E484A 21K, Omicron) también("se observa una disminucion de la

neutralizacion por anticuerpos (Peter etals, 2022).

También encontramos en RBD la sustitucién de del'aminoacido no polar aromatico
fenilalanina por el aminoacido polar neutro serina en el restduo 490 (F490S Clado 21G,
Lambda) a pesar de que no esta en contacto directo con elteeeptor ACE2, confiere
resistencia a la inmunidad antiviral (Kimura et al., 2022). La sustitucién del aminoacido
polar neutro glutamina por el aminoacido polar positivo arginina ‘en/el residuo 493
(Q493R Clado 21K, Omicron) confiere resistencia a anticuerpos (Liu ét-ak, 2022), la
sustitucion del amino&cido glicina por el amino&cido polar neutro serina en‘eltesiduo

496 (G496S Clado 21K, Omicron) compromete la capacidad de replicacion delwirus
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(Liang et al., 2022). La sustitucion del aminoacido polar neutro glutamina por el
aminoacido polar positivo arginina en el residuo 498 (Q498R Clado 21K, Omicron)
reduce la afinidad de los anticuerpos monoclonales (Chakraborty et al., 2022). La
sustitucion. ‘del aminoacido polar neutro asparagina por el aminoacido no polar
aromaético tirosina.en el residuo 501 (N501Y 20I Alpha V1, Clado 20J Gamma, V3, 21K,
Omicron) es una de las mutaciones mas importantes en RBD, debido a que incrementa
la interaccion de la pfoteina S con el receptor ACE2 del huésped (Salehi-Vaziri et al.,
2022), ademas, afecta la-transmisibilidad, la patogenicidad y la eficacia de la vacuna
(Tian et al., 2021). El dltimocambio en esta region es la sustitucion del aminoacido no
polar tirosina por el aminoacido polar positivo histidina en el residuo 505 (Y505H Clado
21K, Omicron) responsable”de la pérdida de afinidad de unién de anticuerpos

(Chakraborty et al., 2022).

En los residuos 542-685 encontramaes la(sustitucion D614G, la primera mutacion
identificada en muestras de la segunda.ola definida.entre junio y septiembre de 2020
(Yavarian et al., 2022), donde se presenta el cambio ddel aminoacido polar negativo
acido aspartico por el aminoacido glicina que disminuye )la estabilidad y cambia la
conformacién de la proteina S, trae como consecuencia laimejora en la capacidad de
unién al receptor, la reduccion del desprendimiento y el aumento,de la infectividad
(Zella et al., 2021). En esta region se identificaron otras mutaciones como la sustitucion
del aminoacido polar neutro treonina por el aminoacido polar positive lisina en el
residuo 547 (T547K Clado 21K, Omicron), que en presencia de la mutacion L981F,
estabilizan el RBD y mejoran la interaccion hidrofobica, brindando unasmayor

estabilidad de la estructura (Zeng et al., 2021). La sustitucion del aminoacido no polar
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alifitico alanina por el aminoacido polar negativo acido aspartico en el residuo 570
(A570D Clado 201 Alpha, V1) incrementa la afinidad con el receptor ACE2 (Ray, Le, &
Andricioaei, 2021), introduce un interruptor molecular que modula la apertura y el cierre
de RBD, ademas se encuentra muy cerca del sitio de mutacion D614G y contribuye a

la infectividad-deas variantes que la contienen (Yang et al., 2021).

La sustitucion del’ aminoacido polar neutro treonina por un no polar alifatico
isoleucina en el residuo 573 (T5731 Clado 20C), induce la estabilidad estructural,
aumenta la magnitud de los_movimientos de proteina en la subunidad 1; ademas, las
secuencias de la proteina S infermadas en la poblacion mexicana van acompafnadas
por H49Y y D614G (Sixto-Lopez et al., 2021). La sustitucion del aminoacido no polar
alifatico leucina por el aminoacido ne-palar aromatico fenilalanina en el residuo 585
(L585F Clado 2B) y la sustitucion del aminoacido polar neutro treonina por el
aminoacido no polar alifatico isoleucifia-en elfesiduo 604 (T604l Clado 21K, Omicron),

no tienen una atribucién de cambios en.elfenotipo.

La sustitucién del aminoacido no polar alifatico valina por el aminoacido no polar
alifatico isoleucina en el residuo 622 (V6221 Clado 20C)rdisminuye la flexibilidad, La
sustitucién del aminoacido polar neutro serina por el aminoécido no polar aromatico
fenilalanina en el residuo 640 (S640F Clado 20J Gamma, V3), la_sustitucion de una
serina polar neutro por una fenilalanina no polar aromatico en el residuo.640, (V642G
clado 20G), la sustitucion del aminoacido polar negativo acido glutdmico por el
aminoacido polar neutro glutamina en el residuo 654 (E654Q Clado 21J;-Delta) no

inducen cambios en la estructura de la proteina. La sustitucion del aminoacido.polar
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positivo histidina por el aminoacido no polar tirosina en el residuo 655 (H655Y Clado
20J:Gamma, V3, 21K, Omicron) mejora la infectividad en presencia de la mutacion
N501Y, que se ha reportado que interrumpe la interaccién con N657, lo que da como
resultado un bucle menos apretado que envuelve el dedo de escision por la furina (Zhu

et al., 2022).

Ahora, la sustituCién del amino&cido polar neutro glutamina por el aminoacido polar
positivo histidina en el residuo 675 (Q675H Clado 20C) se ubica cerca del sitio de
escision de furina, y confiere ventaja sobre la entrada viral mas eficiente ya que
contribuye a la formacion de una‘ed de enlaces de hidrogeno (Bertelli et al., 2021). La
presencia simultanea de Q675H y\Q677H en la proteina S confiere una mayor
infectividad y transmisibilidad’(Rego etsal}, 2021). Q677G afecta el tropismo celular y
la transmisibilidad del virus (Nagy et alf, 2021). La sustitucion del aminoacido polar
neutro treonina por el aminoacido ne pelar alifatico alanina en el residuo 676 (T676A
Clado 20B) no muestra modificaciones fenotipicas..La sustitucion del aminoéacido polar
neutro asparagina por el aminoacido polar positive“lisina en el residuo 679 (N679K
Clado 21K, Omicron) se le atribuye el aumento de la~escision mediada por furina
(Lubinski et al., 2022). La sustitucion del aminoacido prolina por el aminoacido polar
positivo histidina en el residuo 681 (P681H Clado 20A, 20B, 20G, 20l Alpha V1, 21K,
Omicron) influye en el sitio de escision de furina S1/S2 y participa.en la modulacién
de vias de entrada celular (Lista et al., 2022), y la sustitucion por el aminoacido polar
positivo arginina (P681R Clado 21I, Delta, 21J, Delta) estd predominantemente

identificada en muestras de la variante delta, incrementa la afinidad por el*receptor
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ACEZ2, infectividad y transmisibilidad, facilita la escision de la proteina espiga y mejora

la fusogenicidad viral que se traduce en una mayor patogenicidad (Ginex et al., 2022).

En la*Subunidad S2 (Residuo 686-1273) también encontramos una gran cantidad
de mutaciones, La sustitucion del aminoacido no polar alifatico alanina por el
aminoacido no polar alifatico valina en el residuo 688 (A688V Clado 20A) es la segunda
mutacion mas prevalente del sitio de escision por furina (Nagy et al., 2021). La
sustitucion del aminoac¢ido no polar alifatico alanina por el aminoacido no polar alifatico
valina en el residuo en el residuo 701 (A701V Clado 20A, Clado 21K, Omicron) se
relaciona al incremento de la transmisibilidad (Suppiah et al., 2021). La sustitucion del
aminoacido polar neutro treonina por un aminoacido no polar alifatico alanina en el
residuo 732 (T732A Clado 20B)-se encentré en otras muestras mexicanas (Rodriguez-
Maldonado et al., 2021), pero noha sido asoeiada con cambios en el fenotipo (Taboada
et al., 2021). La sustitucién del aminoacido polar neutro serina por el aminoacido no
polar alifatico alanina en el residuo 735 (S735A.Clado 20A) no se ha asociado
previamente con cambios en el fenotipo. La sustituCion del aminoacido polar neutro
asparagina por el aminoacido polar positivo lisina en el residuo 764 (N764K Clado 20A,
Clado 21K, Omicron) afecta la estructura del receptor| altera las interacciones
monomero-monomero afectando la dinamica y flexibilidad (Zhao,et al., 2022). La
sustitucion del aminoacido glicina por el aminoacido no polar alifatico valina en el
residuo 769 (G769V Clado 20A, Clado 20G) cercano al sitio de escision de furina

(Mathema et al., 2022), muestra una baja prevalencia (Alkhatib et al., 2021).
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En la region péptido fusion (FP) (Residuos 788-806) se identifico la sustitucion del
aminoacido polar negativo acido aspartico por el aminoacido no polar aromatico
tirosina en el residuo 796 (D796Y Clado 21K, Omicron), que tiene efecto estabilizador
para el trimeéro de la proteina S al interactuar con los aminoacidos adyacentes (Ni et

al., 2021).

En la region de(residuos 807 al 911 se encontrd la mutacion P812L (Clado 20A)
ubicada dentro de epitopos.inmunitarios especificos, con un rol en la modulacion del
tropismo y patogenicidad delwirus (Magalis et al., 2022). La sustitucion del aminoacido
no polar alifatico alanina por el nepolar alifatico valina en el residuo 831 (A831V Clado
21K Omicron) ocurre frecuentemente en combinacion con D614G y disminuye la
sensibilidad a los anticuerpasS-(ki et.al;72020). La sustitucion del aminoacido polar
neutro asparagina por el aminoacido palar-positivo lisina en el residuo 856 (N856K
Clado 21K Omicron) genera sitios de.escision Jpotenciales para la serina proteinasa
SKI-1/S1lp, e impide la exposicion del péptidosde. fusion interno para la fusion de
membranas y la formacién de sincitios, ademas se relaciona con el cambio de tropismo
del clado Omicron (Maaroufi, 2022). La sustitucion¢del aminoacido polar neutro
treonina por el aminoacido no polar alifatico isoleucina (T859F, Clado 20A) o por el
aminoacido polar neutro asparagina (T859N Clado 21G, Lambda) en el residuo 859 se
acopla con la fenilalanina del residuo 592 pero no se han descrito cambios fenotipicos
(Acevedo et al., 2022; Kimura et al., 2022). La sustitucion del aminoacido no polar
alifatico alanina por el no polar alifatico valina en el residuo 871 (A871V Clado 20B) ha
sido reportada en diferentes genomas; sin embargo, en ninguna referencia la asecian

con relevancia (L6pez-Andreo et al., 2023). La sustitucion del aminoacido no"polar
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alifético alanina por el aminoacido polar neutro serina en el residuo 879 (A879S Clado
20G) fue reportado que conduce al reemplazo de hélice con una hoja beta, que
participa‘en larigidez en la estructura de la proteina, mutacién no sinénima significativa

reportada‘en la variante beta (Chand et al, 2020; Umair et al., 2022).

En la secuentCia-de la heptada repetida 1 (HR1) (residuos 912-984) identificamos 6
sustituciones que pueden contribuir en aumentar la infectividad y mejorar la fusion
(Ramirez et al., 2021)¥La sustitucion del aminoacido no polar alifatico leucina por el
aminoacido no polar aromaticoe fenilalanina en el residuo 922 (L922F Clado 21J, Delta),
el cual no ha sido reportado previamente. La sustitucion del aminoacido polar negativo
acido aspartico por el aminoacido polar neutro asparagina en el residuo 950 (D950N
Clado 21l, Delta, 21J, Delta)-es»una-mutacion con alta frecuencia en las variantes
Delta; la sustitucién del aminoacide polar_neutro glutamina por el aminoacido polar
positivo histidina en el residuo 954 (Q954H )Clado 21K, Omicron) contribuye en
aumentar la infectividad al mejorar la actividad.de.fusion (Ramirez et al., 2021). La
sustitucién del aminoacido polar neutro asparagina por el aminoacido polar positivo
lisina en el residuo 969 (N969K Clado 21K, Omicron) indueé desplazamiento de la HR2
(K. Yang et al., 2023). La sustitucion del aminoacido no polar-alifatico leucina por el
aminoacido no polar aromatico fenilalanina en el residuo 981 (L.981F Clado 21K,
Omicron) mejora significativamente la fusion del virus con el huésped,(Pastorio et al.,
2022). La sustitucion del aminoacido polar neutro serina por el aminoacido no polar
alifatico alanina en el residuo 982 (S982A Clado 20l Alpha, V1) muestra una tendencia

hacia la actividad de fusion y virulencia, ademas se reportdé que mejora la escisién en
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las"subunidades S1y S2 (Ostrov, 2021) y anula un enlace de hidrégeno, lo que facilita

el movimiento ascendente de RBD (Gobeil et al., 2021).

En la“regién que abarca los residuos 985-1162 encontramos la sustitucion del
amino&cido“polar neutro por el aminoacido no polar alifatico isoleucina en el residuo
1027 (T10271 Glado 20J Gamma, V3), la cual constituye una de las mutaciones mas
importantes en la région S2, en la interfaz del dominio de trimerizacion de la subunidad
S2, relacionada con una mayor virulencia y una menor susceptibilidad de la variante
Gamma (Asif et al., 2022).(Lassustitucion de aminoacido no polar aromatico fenilalanina
por el amino&cido no polar aromatico tirosina en el residuo 1052 (F1052Y Clado 20J
Gamma, V3) y la sustitucion del amineacido polar neutro asparagina por el aminoacido
polar neutro serina en el residuo 1074 (N1074S Clado 21l, Delta), no han sido
asociadas con modificaciones ‘fenetipicas.»La sustitucion del aminoacido no polar
alifatico alanina por un aminoacido<polar neutro serina en el residuo 1078 (A1078S
Clado 20C) fue encontrada de manera simultanea’con las mutaciones A688V y G769V
(Tegally et al., 2021). La sustitucién del aminoacido no polar alifatico valina por el
aminoacido no polar alifatico leucina en el residuo 1104 (V1104L Clado 21J, Delta)
induce interacciones intramoleculares que incrementan la transmision entre especies

(Chand et al., 2020; Yang, 2021).

La sustitucion del aminoacido polar negativo acido aspartico por el aminoacido polar
positivo histidina en el residuo 1128 (D1118H Clado 201 Alpha, V1) de la;stbunidad S2
entre HR1 y HR2, ayuda a estabilizar el trimero de la proteina S a-través de

interacciones mediadas por moléculas de agua, presente en la variante alfa (Rajah et
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als 2021). La sustitucion del aminoécido glicina por el aminoacido no polar alifatico
valinaen el residuo 1124 (G1124V Clado 20l Alpha, V1) esta incrustado en el dominio
conector'de la proteina S, el cual es crucial para la trimerizacion y ayuda a estabilizar
la conformacion de la proteina durante la fusién con la membrana de la célula huésped
(Raheja et al.;2022). La glicina tiene una mayor libertad conformacional que cualquier
otro residuo de aminoacido y su sustitucion por valina impartiria rigidez a la regién
local. La posible implicaeién de tal rigidez en la asociacion de la proteina S con la
membrana viral podria ‘entenderse a partir de una estructura de la proteina S en
asociacion con la membrana viral (Maitra et al., 2020), ademas parece favorecer que
el virus escape al reconocimientg inmunitario, ya que esta mutacion reduce la afinidad
de unidn al epitopo de los alelos HLA a un nivel en el que algunos ya no pueden unirse

(Guo & Guo, 2020).

La sustitucion de acido aspartico”pelar negativo por histidina polar positivo en el
residuo 1139 (D1139H Clado 20C) en‘lassubunidad 2 relacionado con la fusion del
virus. Pero la sustitucion del aminoacido no polar alifatico fenilalanina por el
aminoacido no polar alifatico tirosina en el residuo 1052 (F1052Y Clado 20A), la
sustitucién del aminoacido polar negativo acido aspartico porlel aminoacido no polar
aromaético tirosina en el residuo 1153 (D1153Y Clado 20J Gamma, V:3) Y la sustitucion
del aminoacido prolina por el aminoacido polar neutro serina en. el residuo 1162

(P1162S Clado 20A) no tienen efectos atribuidos.

En la region de la heptada repetida 2 (HR2) (residuo1163-1213), se identificaron 4

mutaciones. La sustitucién del aminoacido no polar alifatico valina por el aminoacido
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no“polar aroméatico fenilalanina en el residuo 1176 (V1176F Clado 20J Gamma, V3)
faverece la aptitud viral, mejorando la interaccion con HR1, lo que podria mejorar el
potencial de fusién celular (Yang et al., 2022; Yang, 2021). La sustitucion del
aminoacide'ne polar alifatico valina por el aminoacido no polar alifatico isoleucina en
el residuo 1189 (1189l Clado 20B), la sustitucién del aminoacido no polar alifatico
leucina por el aminoacido no polar alifatico valina en el residuo 1200 (L1200V Clado
20B) y la sustitucion del’aminoéacido polar negativo acido glutdmico por el aminoacido
polar negativo acido aspértico en el residuo 1207 (E1207D Clado 20B), no tienen

efectos conocidos.

En el dominio MT (Residuos 1213-1237) solo se identificd la sustitucion del
aminoacido cisteina por el amingacide-no polar aromatico fenilalanina en el residuo

1235 (C1235F Clado 20B) que se*ha sugerido que mejora la virulencia (Yang, 2021).

En el dominio citoplasmatico (Residuos 1237<1273), la sustitucién del aminoacido
no polar alifatico metionina por el aminoacido no polar alifatico isoleucina en el residuo
1237 (M12371 Clado 20A, 20B) se encuentra en)la unién entre el dominio
transmembranal y el dominio citoplasmatico, que en conjunto con la mutacion D614G
disminuye la sensibilidad y se ha asociado a problemas con“diagndstico y fracaso en
el tratamiento (Liu et al.,, 2022). La sustitucion del aminoacide cisteina por el
aminoacido no polar aromatico fenilalanina (C1253F Clado 211, Delta), dla sustitucion
del aminoé&cido polar negativo acido aspartico por el aminoacido no polar aromatico

tirosina en el residuo 1260 (D1260Y Clado 20B), la sustitucion del aminoacido-no polar
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alifético valina por el aminoacido no polar alifatico leucina (V1264L Clado 21l, Delta)

no tienen efectos conocidos.

RELACION DE LAS VARIANTES CIRCULANTES DE SARS-CoV-2 Y LAS
CARACTERISTICAS CLINICAS

Nuestro estudio, es el primer trabajo que investiga la relacibn entre las
caracteristicas cliniecas y epidemiologicas de los pacientes con COVID-19
hospitalizados durante el periodo de pandemia 2020-2022 y los clados circulantes de

SARS-CoV-2 en el estado.de’Tabasco.

Entre los factores especificos del huésped destaca la edad y el sexo. Comparamos
la edad y el sexo de los pacientes con COVID-19 del Hospital Regional de Alta
Especialidad “Dr. Juan Graham_Gasasis” durante la pandemia 2020-2022 por clado

circulante de SARS-CoV-2 y no encontramos diferencia entre ellos.

También analizamos la presentacion’clinica y_la gravedad por clado circulante de
SARS-CoV-2. El nimero de sintomas fue estadisticamente diferente en el clado 20C
(8.77 + 1.0 p=0.003) y en el clado 21 (Omicron) (5.5%%0.39 p = 0.017) que sugiere
gue la infeccion fue diferente del resto de los clados circulantes..Tal como se describid
por Menni y colaboradores, los sintomas debilitantes fueron significativamente

menores en Omicron (Menni et al., 2022).

Los valores de laboratorio fueron heterogéneos, pero el nimero de-€ritrocitos (3.6
+ 0.1, p<0.0001), hemoglobina (10.5 + 0.4, p<0.0001), hematocrito (32.2 + 1.4,
p<0.0001), urea (93.2 = 10.4, p=0.000), BUN (42.7 £+ 4.9, p=0.001)( fueron

estadisticamente diferentes en el clado 20K (Omicron).
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Un estudio de cohorte retrospectivo muestra que la variante Delta se asocia con la
severidad de la COVID-19 en Singapur (Ong et al.,, 2022), contrario con nuestros
hallazgos debido a que el mal prondstico de los pacientes estuvo constante con todos
los clados-circulantes; soélo el clado 20A fue estadisticamente diferente (defuncion
71.8% (n = 28)'vs mejoria 28.2% (n = 11) p=0.028). Otros estudios han reportado que
la proporcion de aféccion respiratoria aguda fue menor 31.6%, y la tasa de mortalidad
fue del 2.7% en paCientes del clado Omicron (Maslo et al., 2022). Una posible
explicacion para estas obServaciones contradictorias puede ser que el Clado 20A se
presentd durante la primera’ola de COVID-19 en México, periodo donde el
desconocimiento de la enfermedad, la automedicacion, la saturacion y el retraso en la

atencion hospitalaria pudierontener un papel clave en el desenlace.
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CONCLUSIONES

El grupo de pacientes del Hospital Regional de Alta Especialidad “Dr. Juan Graham
CasasuUs”durante la pandemia 2020-2022, se caracteriz6 por estar integrado por
una mayor€antidad de hombres adultos, de la séptima década de la vida,
residentes de’la.Capital del estado de Tabasco. Con respecto a las caracteristicas
clinicas, fiebre, tos,/Cefalea y disnea estuvieron presentes en dos terceras partes
de la poblacion estudiada. Las principales enfermedades coexistentes fueron
diabetes, hipertension y ebesidad. La media de estancia intrahospitalaria fue de 5
dias y mas del 50% de la poblacion incluida murié. Ademas, destaca la utilidad de

las pruebas de laboratorio’en el mangjo de la enfermedad.

Los datos sugieren que durante_el periodo~de la pandemia 2020-2022, circularon
11 clados de SARS-CoV-2 en pacientes del Hospital Regional de Alta Especialidad
“Dr. Juan Graham Casasus”. El examen a“profundidad de la epidemiologia
gendmica indica que tuvieron por lo menos una<mutacion en la proteina S. La
mutacion D614G fue la més frecuente, y confirmamos que.el clado 21K Omicron
es el que posee la mayor cantidad de mutaciones._kas sustituciones de
aminoacidos en la region N-terminal y del dominio de union con el receptor ACE2

son altamente frecuentes.

Con respecto a la relacion de las variantes del virus con las caracteristicas clinicas

y desenlace del COVID-19, se concluye que la cantidad de sintomas por clado no
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es uniforme, y en la poblacion estudiada los que fueron infectados por virus del
clado 20C y 21K Omicron tuvieron una presentacion clinica diferente. Los
pacientes del clado 20C tuvieron una mayor cantidad de sintomas y los del clado
21K Omieron reportaron una cantidad menor de sintomas. Mientras tanto, la
mortalidad-para los pacientes del clado 20A, el primer clado circulante de SARS-
CoV-2 fue estadisticamente diferente al de los otros clados, y se asoci6 con la
mortalidad de los(pacientes comparada con los otros clados que circularon durante

la pandemia 2020-2022°en pacientes hospitalizados en Tabasco.
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PERSPECTIVAS

Después de vivir una de las peores emergencias médicas de nuestra época es
indispensable~mantener la vigilancia epidemioldgica de SARS-CoV-2 para identificar
las variaciones.y contribuir en minimizar el impacto en la transmision, virulencia y
patogenicidad del vitus.

También resulta Util.€studiar las caracteristicas del receptor ACE2 humano para

identificar si existen variaciones que intervienen en la afinidad de la union o resistencia

al virus.
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