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RESUMEN

A finales del aflo pasado se reportaron casos de pacientes con neumonia atipica
en Wuhan, Provincia de Hubei, China. La mayoria de pacientes iniciales tra-
bajaban, vivian o eran consumidores de productos del mercado mayorista de
mariscos, lo que sugirié un posible contagio de un patégeno de origen animal
al ser humano. Posteriormente, se determiné que el responsable fue un coro-
navirus, que se llam6 SARS-CoV-2, cuya rapida propagacion produjo la pan-
demia de la enfermedad coronavirus disease 19 (COVID-19). La enfermedad
es actualmente motivo de preocupacion e intensa investigacion a nivel mundial.
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Se han postulado teorias sobre el origen del coronavirus, siendo la mas acep-
tada que el virus proviene del pangolin malayo. Con la finalidad de reforzar
esta teoria, en la presente investigacion, a partir de secuencias nucleotidicas
de dominio publico, se seleccionaron fragmentos de secuencias nucleotidicas
que codifican para la espicula glicoprotéica superficial de coronavirus en al-
gunos organismos hospederos infectados por diferentes cepas de coronavirus
incluyendo el SARS-CoV-2. De la filogenia y andlisis de secuencias de amino
acidos de la espicula glicoprotéica del coronavirus se encontré posibles eventos
de transmisién entre especies del virus responsable de la enfermedad inclu-
yendo el ser humano.

ABSTRACT

At the end of last year, were reported cases of patients with atypical pneumonia
in Wuhan, Hubei Province, China. Most of the initial patients worked, lived or
were consumers of products from the wholesale seafood market, which sug-
gested a possible transmission of a pathogen of animal origin to humans. Later,
it was determined that the culprit was a coronavirus, named SARS-CoV-2,
whose rapid spread caused the pandemic of coronavirus disease 19 (COVID-
19). The disease is currently a cause for concern and intense research world-
wide. Theories on the origin of the coronavirus have been postulated, being the
most widely accepted that the virus comes from the Malay pangolin. With the
intention of reinforce this theory, in this research, from nucleotide sequences
in the public domain, were selected Fragments of nucleotide sequences enco-
ding the coronavirus surface spike glycoprotein from some host organisms in-
fected by different coronavirus strains including SARS-CoV-2. From phylogeny
and acid amino acid sequence analysis were found possible cross-species trans-
mission of the virus responsible of the disease including humans.
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INTRODUCCION

La aparicion de un nuevo virus tiende
a afectar de forma local a la pobla-
cién. La propagacién, dependiendo
de las caracteristicas del virus, puede
en cambio repercutir a nivel mundial
afectando la economia, el sistema de
salubridad de los paises involucrados

y el estado de animo de la poblacién.
A lo largo de la historia de la huma-
nidad, esta se ha enfrentado a multi-
ples epidemias que han causado
grandes pérdidas de vidas humanas y
colapsado la economia mundial
(Tabla 1).

Tabla 1. Principales epidemias virales y bacterianas de la historia

Nombre

Caracteristicas

Referencia

Peste antonina o
plaga de Galeno

Viral, probablemente viruela. Originaria de Meso-
potamia, distribuida en el Imperio Romano entre
el 164 al 182 d.C. Enfre medio millén a un millén
de fallecidos

Sabbatani, y Fiorino
(2009)

Plaga de Justiniano

Bacteriana (Yersinia pestis). Considerada como
“La primera pandemia”; sin embargo, se expandidé
en el Mediterrdneo y Europa entre el. 541 y 750
d.C. La cifra de fallecidos no estd bien definida.

Mordechai, Eisenberg,
Newfield, lzdebski
y Poinar (2019)

Muerte negra

Bacteriana (Yersinia pestis). Originaria de Asia
cenfral se dispersd en el Medio Oriente y el norte
de Africa entre 1347 y 1351. Los fallecidos fueron
entre el 30 y 50% de la poblacién total.

Monecke, Monecke
y Monecke, (2009);
Dewitte, (2010)

Gripe rusa

Viral. Se dispersé por via terrestre y maritima a tra-
vés de Europa y luego a América del Norte entre
1889 y 1890. Alrededor de un millén de fallecidos.

Saunders-Hastings
y Krewski, (2016)

Gripe espanola

Viral. Mundial. Entre 1918 y 1919. Alrededor de 50
millones de fallecidos.

Martini, Gazzaniga, Bra-
gazziy Barberis, (2019)

Sida

Viral. Mundial. Originaria del Africa. El subtipo B es
probablemente originario del Caribe (1967) para
posteriormente fransmitirse a Estados Unidos en
los primeros afos de la década de los 70. Alrede-
dor de 32 millones de fallecidos desde el inicio de
la pandemia.

Worobey et al., (2016);
GHO, (2020)

SARS (Severe
acute respiratory

Viral. Contagios en 30 paises. El brote inicié en la
Provincia de Guangdong en China. De origen

Vijayanand, Wilkins,
y Woodhead, (2004)

syndrome) animal, 774 fallecidos entre 2002 y 2003.
Viral. Aviar, de origen Euroasidtico. El brote origi-
nado en México es una nueva cepa encontrada
HINT en cerdos. Afecté a América del Norte y Central,  Mena et al., (2016)

Europa y algunos paises asidticos en el 2009 con
un saldo de 20 fallecidos.
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La propagacion de un patégeno ani-
mal a un humano, se conoce como
transmision entre especies o “spillo-
ver”. Este es un proceso complejo no
comprendido del todo, que involu-
cran muchos factores, ambientales,
geograficos, sanitarios etc. (Plowright
etal., 2017). Los virus son responsa-
bles directos de enfermedades en
mamiferos entre ellos se encuentran
los coronavirus. Estos forman parte
de una familia cuyo genoma estd
compuesto por RNA monocatenario
positivo. Se encuentran distribuidos
en todo el mundo y son altamente in-
fecciosos por naturaleza, causan en-
fermedades entéricas, respiratorias y
en algunos casos neurolégicas en
una amplia variedad de animales y
en humanos (Lai y Holmes, 2001;
Gorbalenya et al., 2020). Entre los
coronavirus de origen animal que se
transmitieron al ser humano y provo-
caron epidemias se incluye el de Sin-
drome Respiratorio Agudo Severo
(SARS-CoV), el coronavirus del Sin-
drome Respiratorio del Medio Orien-
te (MERS-CoV) y el recientemente
identificado SARS-CoV-2 (Huang et
al., 2020).

En los dltimos dias de diciembre de
2019, se detecté alrededor de 99
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casos atipicos de neumonia en la ciu-
dad Wuhan, provincia de Hubei en
China; 49 de estos casos se relacio-
naron con el mercado mayorista de
mariscos de Huanan entre consumi-
dores, habitantes y trabajadores del
mercado (Chen et al., 2020). Los
casos siguieron aumentando y se
emitié una alerta a los sistemas sani-
tarios del pafs asiatico. Para el pri-
mero de enero del presente afio, se
descubrié el foco inicial del virus en
el mercado de Huanan, lugar donde
se vendia pescado y animales silves-
tres vivos como aves de corral, mur-
ciélagos, marmotas y serpientes (Lu,
Stratton y Tang, 2020; Wu y McGoo-
gan, 2020). En ese mismo mes, un
grupo de cientificos chinos secuen-
ciaron el genoma del “Aislado del
virus de la neumonia del mercado de
mariscos de Wuhan (Wuhan-Hu-1)".
El grupo identifico que el virus era un
coronavirus y reporto la secuencia de
nucleétidos en la base de datos del
NCBI (1988) con el nimero de acce-
sion NC_045512.2.

El SARS-CoV-2 comenz6 a propa-
garse de forma descontrolada. A me-
diados de enero se registr6 el primer
caso fuera de China, se aislé la ciu-
dad de Wuhan y posteriormente 15




ciudades chinas mas. La curva epidé-
mica tuvo un crecimiento muy ele-
vado y la enfermedad presenté una
tasa de mortalidad del 2,3 %. Para el
30 de enero del 2020 la Organiza-
cién Mundial de la Salud (WHO, por
sus siglas en inglés) catalog6 al SARS-
CoV-2 como una “emergencia de
salud publica de preocupacién inter-
nacional” (Wu y McGoogan, 2020) y
para el 11 de marzo, declaré la pan-
demia de COVID-19. Desde esa fe-
cha el nimero de contagios progresé
de forma sostenida a nivel mundial
(Figura 1). La informacién sobre per-
sonas contagiadas, recuperadas y fa-
llecidas en todo el mundo se actua-
liz6 en bases de datos publicas todos
los dias en tiempo real (Gardner,
2020; WHO, 2020).
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Figura 1. NOmero de personas
afectadas por la infeccién de COVID-19
en 184 de 194 paises totales

(Basada en WHO, 2020)

El primer caso en el Ecuador se regis-
tr6 el 29 de febrero y se inici6 el cre-
cimiento exponencial de contagiados
en funcién del tiempo (Figura 2),
convirtiéndose desde entonces en un
problema de salud pdblica suma-
mente serio en nuestro pars.

Figura 2. NUmero de personas afectadas por la infeccién de COVID-19 en el Ecuador
(Basada en WHO, 2020)
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De acuerdo con Newman et al.,
(2006) los viriones o particulas virales
(unidad estructural de los virus con
capacidad de infeccién) del corona-
virus son esféricos con un didmetro
aproximado de 125 nm. En la superfi-
cie del virién se encuentra una es-
tructura trimérica denominada espi-

cula glicoprotéica (Figura 3), esta es
necesaria para la replicacién del co-
ronavirus ya que se une a receptores
celulares de superficie de las células
hospederas. El rango de hospederos
del coronavirus depende de la afini-
dad entre ellos.

Figura 3. Estructura bdsica del coronavirus
a) virion n-Cov b) espicula glicoprotéica
(Basada en Newman et al., 2006; Belouzard, Millet, Licitra, y Whittaker, 2012)

De acuerdo con Song, Gui, Wang y
Xiang, (2018), algunos coronavirus se
unen a la enzima convertidora de an-
giotensina 2 del receptor celular
(ACE2) y media la fusion de las mem-
branas del coronavirus y la célula
promoviendo el ingreso del virus por
endocitosis para posteriormente libe-
rar la nucleocapside viral dentro del
citoplasma de la célula e iniciar la re-
plicacién del virus (Figura 4).
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Adicionalmente a los estudios de la
funcién, estructura de la espicula gli-
coprotéica y sus reordenamientos
conformacionales para promover la
entrada del virus (Song, Gui, Wang 'y
Xiang, 2018) también se encuentran
disponibles las secuencias de nucleé-
tidos que codifican para las espiculas
glicoprotéicas de coronavirus en di-
ferentes especies (Kan et al., 2005;
Hu et al., 2017; Liu et al., 2019).
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Figura 4. Mecanismo de replicacion del coronavirus
(Basada en Belouzard, Millet, Licitra y Whittaker, 2012;
Song, Gui, Wang y Xiang, 2018)

De lo antes expuesto, con la informa-
cion gendémica disponible, en el pre-
sente estudio, se plantea definir el ori
gen mas probable del SARS-CoV-2 y

asi contribuir a fortalecer el conoci-
miento sobre este nuevo virus y las
enfermedades derivadas del mismo

MATERIALES Y METODOS

Considerando el gen que codifica
para la espicula glicoprotéica de co-
ronavirus, se utilizé fragmentos (48
pb de longitud) de 32 secuencias co-
rrespondientes a cepas reportadas
por Kan et al., (2005), un fragmento
de la secuencia viral del murciélago
rufo de herradura (Rhinolophus sini-

cus) con nudmero de accesién
MG772933.1 descrita por Hu et al.,
(2018) y un fragmento homdlogo a
partir del genoma de SARS-CoV-2
(Sequence ID: NC_045512.2) res-
ponsable del COVID-19. Con la se-
cuencia AY687357 se realiz6 una
busqueda mediante blast (Basic Local
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Alignment Search Tool referido por
Altschul, Gish, Miller, Myers y Lip-
man, 1990) de nucleédtidos contra las
secuencias de pangolin malayo (Ma
nis javanica) del proyecto PRJNA57
3298 (Liu, Chen y Chen (2019). De
las secuencias resultantes del blast se
seleccionaron aquellas que presenta-
ron porcentajes de identidad cerca-
nos al 100 %, se depuré las secuen-
cias y se trabajo finalmente con
aquellas que fueron homélogas al
fragmento de 48 pb.

Con las secuencias se realizé un ali-
neamiento, un modelo y se obtuvo el

arbol filogenético mediante MEGAX.
10.1.7 (Kumar, Stecher, Li, Knyaz y
Tamura, 2018). Se utiliz6 la secuen-
cia At1g24610 como outgroup.

La traduccién a proteina de las se-
cuencias genomicas se realizé me-
diante la plataforma ExPASy (Gastei
ger et al., 2003) y se verific6 que co-
rrespondieran a la espicula glicopro-
téica mediante blastp (Altschul et al.,
1990). Para visualizar la composicién
de aminoacidos (aa) en las secuen-
cias de cada clado y subclado se ge-
neraron figuras tipo logo mediante
WebLogo (Crooks et al., 2004).

RESULTADOS

Del genoma NC_045512.2, se deter-
mind que la secuencia de nucleéti-
dos AAAAAGAGTTGATTTTTGTGG
AAAGGGCTATCATCTTATGTCCTT
CCC codifica para la espicula glico-
protéica del SARS-CoV-2 (identifi-
cada en este trabajo como H. Sapiens
SARS-CoV-2)

De las secuencias de pangolin ma-
layo, 122 presentaron porcentajes de
identidad adecuados y de estas 37
fueron homélogas y tenfan la misma

longitud que el fragmento referido en
la publicacién de Kan et al., (2005).

Mediante la informacién genémica
disponible se elaboré un alineamien-
to con 71 secuencias (no se muestra
este resultado) y un arbol filogenético
por del método HKY con un boots-
trap de 1000 y distribucién gamma
de 5. En el arbol (Figura 5) se observo
dos grupos monofiléticos principales,
el primero comprendido por la se-
cuencia de pangolin malayo gnl| SRA
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|SRR10168377.9857580.2:2-150, re-
ferida como Sec1 en este estudio y
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un gran grupo monofilético con las
69 secuencias restantes.

Figura 5. Arbol filogenético de secuencias gendmicas que codifican
para la espicula glicoprotéica de coronavirus en diferentes especies hospederas.
Las secuencias cuyos nombres empiezan con el prefijo gnISRASRR10168377
son de pangolin malayo y corresponden al proyecto PRINA573298

(Liu, Chen 'y Chen 2019)

Dentro del grupo monofilético ma-
yor, se observan un grupo compren-
dido por 23 (clado rojo) y otro grupo
con las secuencias restantes (subcla-
dos verde, azul, amarillo y violeta). El
clado rojo y el subclado verde se

componen exclusivamente de se-
cuencias de pangolin malayo, indica-
tivo de que diferentes cepas de
coronavirus circulaban dentro de in-
dividuos de esta especie. En el si-

guiente grupo monofilético se
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encuentra un clado con 40 secuen-
cias, conformado a su vez por sub-
clados (amarillo, azul y violeta). La
disposicion de las secuencias dentro
del subclado azul indicaria 2 eventos
de transmisién entre especies del vi-
rus por tanto de la enfermedad, el
primero desde el pangolin malayo
hacia el murciélago rufo de herradura
y el segundo desde el pangolin ma-
layo hacia la civeta de la palma asia-
tica. El subclado amarillo, es una
nueva bifurcacién de la cual derivo
la secuencia viral H. sapiens SARS-
CoV-2 (responsable del COVID-19),
es probable que esta cepa haya sur-
gido antes que las cepas responsables
de la epidemia de SARS (subclado
violeta) cuyo origen fue la civeta de
la palma asidtica (Wang et al., 2005).
Finalmente en el subclado violeta se
encontr6 secuencias virales homélo-
gas en la civeta de la palma asidtica,
mapache japonés y el ser humano lo
que indicaria un nuevo evento de
transmisién entre especies de la en-
fermedad.
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Al realizar la traduccién de cada se-
cuencia de nucleétidos, que codifi-
can para la espicula glicoprotéica de
coronavirus se observé variaciones
en cada clado y subclado que se re-
sumen en una figura tipo logo (Figura
6). La secuencia Sec1 es la mas diver-
gente de todas, a partir de esta se ob-
servé la variacion de los residuos de
aminoacidos en cada posicion (1 a
14). Siguiendo el sentido probable de
la transmisién del coronavirus entre
especies, las secuencias se vuelven
menos divergentes conforme se esta-
blece en un grupo de especies en
particular. Es asi, que al llegar al sub-
clado violeta la secuencia de la espi-
cula glicoprotéica de diferentes cepas
de coronavirus es exactamente la
misma para el mapache japonés, la
civeta de la palma asidtica y el ser
humano. Si bien la secuencia de nu-
cledtidos que codifica para la espi-
cula glicoprotéica del H. sapiens
SARS-CoV-2 (subclado amarillo) es
diferente, es exactamente la misma a
nivel de residuos de aminoacidos (Fi-
gura 6).
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Figura 6. Logo de secuencias predichas de aa correspondientes a la espicula glicoprotéica

de coronavirus en las especies estudiadas. Se indica el posible sentido de la transmision

de coronavirus. La secuencia predicha de aa para las secuencias de los subclados
amarillo y violeta es la misma RVDFCGKGYHLMSF

DISCUSION

De la filogenia obtenida en este estu-
dio se observa que las cepas virales
se desarrollaron inicialmente en pan-
golines malayos, las cuales fueron
mutando y provocaron la transmision
del virus entre diferentes especies de
mamiferos. Aun asi, con este arbol fi-
logenético no es posible aseverar que
el pangolin malayo es el responsable
directo de la transmision del SARS-
CoV-2 al ser humano, ya que los ar-
boles filogenéticos indican las rela-

ciones evolutivas mas probables en-
tre secuencias (o especies). Adicio-
nalmente, cualquier otro mamifero
que se vendia en el mercado de Hua-
nan pudo ser el reservorio viral de la
cepa que se transfirié al ser humano.
Al inicio de la epidemia se pensé6 que
el origen mas probable del SARS-
CoV-2 era la serpiente, al considerar
la maquinaria traduccional de Bun-
garus multicinctusa y Naja atra y el
sesgo en el uso de codones de estas
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dos especies (Ji, Wang, Zhao, Zai y Li
2020). Sin embargo, la evidencia
posterior fue orientando al origen del
virus en el pangolin malayo.

Ademas, existe la posibilidad de con-
tagio con un mamifero que no esté
en cautiverio. Los murciélagos son
reservorios de coronavirus y su capa-
cidad para volar les confiere la posi-
bilidad de ocupar un amplio hébitat
a nivel mundial y dispersar enferme-
dades (Woo et al., 2012; Hu et al.,
2017, Tao et al., 2017; Luo et al.,
2018).

Retomando nuevamente la filogenia,
se observa que la secuencia viral H.
sapiens SARS-CoV-2 probablemente
haya aparecido antes que las cepas
de SARS de la epidemia del 2003
(subclado violeta) y la cepa de origen
animal SARS-CoV-2 haya estado pre-
sente en algin mamifero hospedero
como el mapache japonés o la civeta
de la palma asiatica (subclado azul)
hasta que infect6 a cualquiera de los
99 pacientes iniciales del COVID-19
reportados por Chen et al. (2020). De
todo lo expuesto anteriormente, se
aprecia que para entender la enfer-
medad y desarrollar posibles vacunas
se requieren mas ensayos, secuencia-
ciones y andlisis gendmico de cepas

60

virales de hospederos infectados para
poder elucidar completamente el ca-
mino mediante el cual el virus SARS-
CoV-2 infect6 el ser humano.

Segln Geoghegan y Holmes (2008),
la evolucién de la virulencia es un
tema no resuelto alin y los estudios
experimentales referidos a los deter-
minantes de esta enfermedad, dentro
de un marco filogenémico, contribui-
ran a la comprensioén integral de su
evolucion. Es importante mencionar
que las infecciones por SARS-CoV-2,
se presentaran de forma recurrente.
La enfermedad se volvié estacional y
se espera que afecte con mayor inten-
sidad en paises templados de Amé-
rica del Norte (Neher et al., 2020);
sin embargo, estos modelos pueden
fallar al estimar el comportamiento
de una epidemia y es probable que
el Ecuador vuelva a presentar focos
infecciosos en el futuro.

Debido al profundo impacto de esta
pandemia la informacién genémica
del SARS-CoV-2 se actualiza todos los
dias de forma vertiginosa y puede ser
consultada libremente en bases de
datos especializadas como el NCBI
(NCBI Resource Coordinators, 2018)
o ViPR (Pickett et al., 2012). Vigorosos
esfuerzos se realizan a nivel mundial




para contener al virus y buscar una
posible cura.

Respecto a la traduccién predicha de
secuencias, es evidente que el cédigo
genético, al ser degenerado permite
la codificacién de un aa por més de
un triplete; lo interesante en nuestro
analisis es que las secuencias de nu-
cleétidos que codifican para la espi-
cula glicoprotéica del H. sapiens
SARS-CoV-2 vy las del subclado vio-
leta (encontrada en pacientes de la
epidemia de SARS del 2003) son di-
ferentes, pero, a nivel de la traduc-
cién proteica, son las mismas motivo
por el cual el H. sapiens SARS-CoV-
2 consigui6 infectar las células en el
ser humano.

Recientemente Zhou et al., (2020)
determinaron que las proteinas ACE2
humanas son los receptores celulares
a través del cual ingresa el virus
SARS-CoV-2, justo como ocurre con
la cepa Urbani de SARS-CoV comdin
en Asia (Li et al., 2003), este estudio
coincide con nuestro resultado ya
que las espiculas glicoprotéicas
(idénticas en la secuencia de aa pre-
dicha) ingresan a las células a través
de los mismos receptores celulares.
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De acuerdo a nuestros resultados,
nuevamente ha quedado en eviden-
cia el enorme riesgo de interactuar
con especies silvestres que son reser-
vorios virales. Las especies silvestres
no deberian formar parte de la ca-
dena alimenticia del ser humano ni
destinarse a la domesticacion, recrea-
cién o compafiia.

Segln el Centro para el Control y la
Prevencién de Enfermedades de Esta-
dos Unidos (CDC, 2013), la epide-
mia de SARS del 2003 se desarrollé
en 29 paises, contagié a 8096 con al-
rededor de 774 decesos. En esta oca-
sibn enfrentamos una pandemia
sumamente peligrosa, se deberia en-
durecer la legislacion a nivel local y
mundial para regular estas activida-
des.

Debido a que existen costumbres
arraigadas en diferentes culturas, al
menos se deberian seguir las norma-
tivas internacionales como las de la
OPS (2015), que especifican que los
animales expendidos en mercados,
destinados a la alimentacion deben
manejarse con practicas de higiene
andlogas e igual de exigentes a las de
un alimento procesado, con la finali-
dad de garantizar la inocuidad del
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producto final y proteger a los consu-
midores. Paralelamente se deben pro-
seguir con las investigaciones referi-
das a virus de origen animal y la
transmisién entre especies de acuer-

do con las recomendaciones de Hu
et al., (2018), Lu, Stratton y Tang
(2020) y Zhou et al., (2020) entre
otros.

CONCLUSION

Existe evidencia que respalda el ori-
gen mas probable del SARS-CoV-2 en
el pangolin malayo, a partir de las se-
cuencias nucleotidicas que codifican
para la espicula glicoprotéica de este
coronavirus.

Los ensayos que se estan realizando
a nivel mundial ayudaran a definir
con mayor exactitud el origen y com-
portamiento del virus asi como el
eventual tratamiento de la enferme-
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dad en esta pandemia y en rebrotes.

Se requieren medidas legales drdsti-
cas para evitar la interaccion con ani-
males silvestres, posibles reservorios
de virus infecciosos para el ser hu-
mano. Cuando los animales se desti-
nan al consumo humano deben res-
petarse al menos las normativas de
manejo de alimentos para garantizar
la higiene e inocuidad de los mis-
mos.
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