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Resumen en espanol

El sindrome respiratorio agudo severo (SRAS) es un problema mundial importante; tres
coronavirus diferentes pero muy cercanos son responsables y puede manifestarse desde una
enfermedad asintomatica a grave. Muchos factores interactuan para determinar la gravedad de
los sintomas, incluido el perfil genético de los pacientes. Los mecanismos que conducen a la
enfermedad grave y la muerte no se han determinado con claridad. La identificacion de genes
asociados con la proteccion contra el SARS-COV-2 es esencial para comprender los
mecanismos moleculares involucrados en el proceso de infeccion, la respuesta inmune innata y
adaptativa al virus, identificar posibles objetivos farmacolégicos, mejorar la eficacia de las
vacunas en el desarrollo y aumentar la respuesta del paciente a la terapia. Asimismo, es critico
identificar grupos potenciales con un mayor riesgo genético a padecer una peor progresion

clinica.

Se han publicado varios modelos funcionales, animales o estudios de asociacion entre
polimorfismos genéticos y resultados de infeccidn por coronavirus. La estrategia experimental
generalmente utilizada involucra estudios de casos y controles con genes candidatos, como los
que se encuentran en el locus HLA y genes para receptores, citocinas y otros mediadores
inmunes. Los resultados son bastante debatidos y se necesita un metanalisis para evaluar el
consenso entre los estudios. Los SNP en los genes ACE1, ACE2, AHSG, CCL2, CD209,
CD209L, FCGRIIA, HLA-A, HLA-B, HLA-DRB1, ICAM3, IL-12RB1, MBL, OAS1, RANTES estan
asociados con el riesgo o la proteccion de los pacientes, sin embargo, no han sido replicadas

en diferentes poblaciones.

Resumen en inglés

Severe acute respiratory syndrome (SARS) is a major worldwide problem; three different but
very close coronaviruses can cause it, and it can manifest from asymptomatic to severe
disease. Many factors interact to determine the severity of the symptoms, including the genetic
profile of the patients. However, the mechanisms that lead to severe disease and death have

not been determined. Identification of genes associated with protection against SARS-COV-2 is



essential to understand the molecular mechanisms involved in the infection process, the innate
and adaptive immune response to the virus, identify possible pharmacological targets, improve
the efficacy of vaccines in development and increase the patient's response to therapy.
Likewise, it is critical to identify potential groups with a higher genetic risk of worse clinical

progression.

Several functional, animal models or association studies between genetic polymorphisms and
coronaviruses infection outcomes have been published. The experimental strategy usually
involves case-control studies with candidate genes, such as the HLA locus and genes for
receptors, cytokines, and other immune mediators. The results are quite debated, and a meta-
analysis is needed to assess the consensus among the studies. SNPs in the ACE1, ACEZ2,
AHSG, CCL2, CD209L, FCGRIIA, HLA-A, HLA-B, HLA- DRB1, ICAM3, IL-12RB1, MBL, OAS1,
RANTES, genes are associated with the risk or protection of severe coronavirus infections,

however, the findings have not been replicated in different populations.

Palabras clave: Coronavirus, SARS-CoV-1, SARS-CoV-, MERS-CoV, COVID-19, genética.



1) Introduccién

COVID-19 es una enfermedad multifactorial en la que factores virales, ambientales,
comorbilidades, edad, sexo y genética contribuyen a la patogénesis y los resultados de la

enfermedad. El espectro clinico de COVID-19 puede variar de asintomatico a leve o grave.

Hasta la fecha de la redaccion de esta revision, no se han descrito los mecanismos que pueden
conducir a los sintomas mas graves. Uno de los aspectos mas desafiantes de la enfermedad es
la identificacién temprana de pacientes propensos a un peor pronéstico. La fase critica ocurre
alrededor de la segunda semana después del inicio de los sintomas; se caracteriza por una
produccion masiva de citocinas correlacionada con la gravedad de la enfermedad en un
subgrupo de pacientes. Sin embargo, se desconocen los mecanismos moleculares y celulares
para esta produccion de citocinas desequilibradas, asi como las vias bioldgicas que regulan la

progresion hacia la dificultad respiratoria aguda.

El descubrimiento de genes asociados con la proteccion contra la infeccion por SARS-COV-2
es necesario para identificar grupos con mayor riesgo de progresion de la infeccidon. Estos
individuos con mayor riesgo genético podrian ser sometidos a un encierro mas estricto, ser
seleccionados como prioritarios para el tratamiento farmacolégico y monitoreados mas de cerca
que el resto. La identificacién de factores inmunolégicos, genéticos o ambientales relacionados
con la proteccion contra la infeccion por SARS-CoV-2 también seria un avance importante para
el desarrollo de nuevos antivirales y vacunas contra este virus mediante la identificacion de

nuevos objetivos terapéuticos y factores que modulan la respuesta inmune protectora.

Ademas, los genotipos de los pacientes permitirian la seleccion de trabajadores de la salud,
fuerzas de seguridad o trabajadores criticos, restringiendo la exposicion de individuos

altamente susceptibles.



o Revision bibliografica actualizada
Brote de SARS-CoV-2 y presentacion clinica

El 8 de diciembre de 2019, se informd el primer caso de infeccién con un nuevo virus llamado
COVID-19 en Wuhan, China (Q. Li et al., 2020), con una mayor predisposicion a presentar un
cuadro clinico grave correlacionado positivamente con la edad. Se ha descrito una disminucién
en las posibilidades de supervivencia del paciente con diversos factores de riesgo como el
aumento de la edad (JT Wu et al, 2020), la diabetes, hipertension, enfermedades
cardiovasculares (Huang et al., 2020), asi como el género masculino, evidenciandose una
tendencia en infeccidén principalmente hombres (56-58%), de mediana edad (59 afios en
promedio). Sin embargo, no todos los pacientes presentan sintomas (Xi Xu et al., 2020). El
virus se dispersé de forma cadtica y no lineal desde su aparicion y actualemente se encuentra
en todo el mundo (H. Wang et al., 2020).

confirm

I 10000
1000

100
10
1

-100 0 100 200

Figura 1. Casos de SARS-CoV-2 actualizados hasta el 16 de mayo de 2020.Total: 2,508,130
(Tianzh, Ergiang, Xijin & Guangchuang, 2020)

Esta variabilidad en la virulencia del SARS-CoV-2, asi como las caracteristicas clinicas de los
pacientes infectados que presentan sintomas graves y criticos, son evidencia de la existencia

de variables en ciertos individuos, de origen genético, que juegan un papel esencial en



términos de susceptibilidad contra este virus.

Coronavirus y enfermedad

El SARS-Cov-2 es un virus de la familia Coronaviridae, orden Nidovirales. Estos virus se
conocen con este nombre debido a las proteinas de las espiculas en la envoltura que los
recubre que dan la apariencia de una corona. Los coronavirus pueden infectar especies de
mamiferos (grupo | y Il) y reptiles (grupo lll) (Van Der Hoek et al., 2006). Los alfacoronavirus (a-
CoV) vy los betacoronavirus (b-CoV) pertenecen al grupo | y IlI, mientras que los gama

coronavirus (c-CoV) y Deltacoronavirus (d-CoV) pertenecen al grupo lll (Rasool et al., 2020).

Estos virus causan principalmente afecciones gastrointestinales (Durham et al., 1979) como el
coronavirus de Turquia (TCV) (Ismail et al., 2003), coronavirus canino (CcoV) (L Binn, E Lazar,
K Keenan, D Huxsoll, R Marchwicki, 1974), coronavirus felino (FcoV) (Pedersen NC, Evermann
JF, McKeirnan AJ, 1984), coronavirus bovino (BCV) (Bridger et al., 1978) o los dos nuevos virus
que han producido un importante efecto econémico, el deltacoronavirus porcino (PDCoV) vy el
virus de la epidemia de diarrea porcina (PEDV) (Rasool et al.,, 2020). Pueden causar otras
afecciones, como bronquitis en aves (Cavanagh, 2007) o encefalitis desmielinizante progresiva

en ratones (Weiner, 1973).

Se han descrito seis especies de coronavirus capaces de infectar a humanos: 229E, OC43,
NL63, HKU1 que causan resfriados comunes que afectan el tracto respiratorio superior (Su et
al., 2016), mientras que las especies de SARS CoV y MERS-CoV afectan el tracto respiratorio

inferior entre otros tejidos (Cui et al., 2019).

El HCoV-229E y HCoV-OC43 son virus descubiertos en 1962 y 1967, respectivamente, que
causan afecciones en el tracto respiratorio superior (Hamre y Prockin, 1962); (Tyrrell et al.,
1993). Los sintomas que producen incluyen malestar general, dolor de cabeza, secrecion
nasal, estornudos, dolor de garganta, fiebre y tos (Tyrrell et al., 1993). El virus NL63 se
descubrié en 2004, siendo responsable de producir sintomas similares a un resfriado comun,
como tos, secrecion nasal, taquipnea, fiebre, hipoxia y laringitis obstructiva asociada (Van Der

Hoek et al., 2006). El virus HKU1 se descubrié en 2005, en pacientes con fiebre, secrecion
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nasal, tos y, en algunos casos, fiebre y disnea (Woo et al., 2009). Los cuatro virus se

distribuyen en todo el mundo (Su et al., 2016).

Interaccién entre los coronavirus y las células huésped.

La proteina espiga desempefa un papel esencial en la infeccién del virus, a través de la union
del receptor, la fusiéon de la membrana, la internalizacién del virus y el tropismo celular (Song et
al.,, 2018). La infeccion depende en gran medida de la interaccion entre la proteina S y los
receptores de la célula huésped, asi como del numero de sitios de glucosilacion en la
glucoproteina viral (Schoeman y Fielding, 2019). La proteina S es una proteina de fusién que
consta de dos regiones (HR-C y HR-N) rodeadas por el ectodominio de la proteina (Tripet et al.,
2004). Esta proteina se divide en dos subunidades, la subunidad 1 (S1), que permite la unién al
receptor del huésped compuesto por dos dominios, el dominio N-terminal y el dominio C-
terminal (RBD). La subunidad 2 (S2) facilita la fusion a la membrana celular del receptor
(Babcock et al., 2004).

El dominio RBD interactua fuertemente con los receptores ACE2 humanos (Xintian Xu et al.,
2020), por lo que todas las células que expresan este receptor pueden ser susceptibles a la
infecciébn por SARS-CoV-2. Estos incluyen células alveolares tipo Il, células miocardicas,
células del tubulo proximal del rifidn, ileon, eséfago, células uroteliales de la vejiga (Zou et al.,

2020), células de la mucosa oral y la lengua (H. Xu et al. , 2020), entre otros.

El receptor ACE2 es una de las principales proteinas involucradas en el sistema Renina-
angiotensina. El sistema comienza con la descomposicion del angiotensinégeno, la proteina
que generara angiotensina |. La angiotensina-| luego se convierte en angiotensina-Il empleando
la proteina ACE. La angiotensina Il es una hormona que ejerce efectos vasoactivos. ACE2 es
una proteina homoéloga de ACE que puede servir como pivote en el equilibrio del efecto
producido por ACE. ACE2 hidroliza la angiotensina | para generar Ang-1-9, asi como la
angiotensina Il para generar Ang-1-7 (Y. Wu, 2020). Los altos niveles de angiotensina Il
conducen a un aumento de la permeabilidad vascular, que en los pulmones termina en edema

pulmonar.

También se necesita un proceso proteolitico mediado por proteinas como la catepsina L, para
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colocar la membrana del virus y la célula huésped cerca de la fusién, lo que conduce a la
entrada de la nucleocapside en la célula. Esto ocurre en los compartimentos celulares, lo que
hace que la transicion del estado de prefusion de la proteina de fusion viral de clase | a un
estado estable de postfusion. Para hacer esto posible, la subunidad de union al receptor se
divide y sufre un reordenamiento para exponer el péptido de fusion hidrofébico (Belouzard et
al., 2012).

Estudios de asociacion genética de susceptibilidad a la enfermedad por coronavirus

Estrategias experimentales

Existen diferentes estrategias experimentales para descubrir asociaciones genéticas con
enfermedades infecciosas, la mayoria de ellas siguen el disefio de casos y controles y pueden
clasificarse como dependientes de hipdtesis (genes candidatos) o sin hipétesis (estudios de
asociacion de genoma completo o secuenciacién de genoma / exoma completo). Estas
metodologias no se discutiran aqui ni el descubrimiento de biomarcadores basado en
transcriptoma, basado en patrones de expresion génica entre casos y controles. Sin embargo,
es importante remarcar que la mayoria de las asociaciones genéticas confirmadas y validadas
relacionadas con enfermedades infecciosas se han identificado mediante estrategias de genes
candidatos guiadas por hipétesis (Tabla 2). Se han descubierto otros genes a través de los
estudios de asociacion de genoma amplio (GWAS), que actualmente son el estandar de oro
para determinar la base genética de la susceptibilidad a las infecciones. Como ejemplos de
este éxito, podemos destacar el descubrimiento de una variante knock-out en el gen IFNL4 y la
resistencia a la hepatitis C 4, la relacién entre la carga viral o la velocidad de progresion de la
infeccion por VIH-1 y alelos especificos de HLA, y el descubrimiento de variaciones

polimérficas en MICB y PLCE1 asociadas con la resistencia al dengue hemorragico.

Las secuenciacion de exoma o genoma completo también se ha utilizado en el descubrimiento
de genes para la susceptibilidad a enfermedades infecciosas, pero especificamente en casos
de pacientes con patologias inmunolégicas graves y alta susceptibilidad a patbgenos comunes
como el herpes. Ademas, este enfoque permite la identificacion de variantes genéticas raras
que pueden ser dificiles de reconocer por los estudios de asociacion del genoma completo. A

pesar de estos resultados positivos, este enfoque experimental es especialmente apropiado
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para casos de enfermedades mendelianas clasicas en pacientes con fenotipos extremos y alta

penetrancia, mas que para estudios a nivel poblacional.

Por ultimo, la otra estrategia para identificar biomarcadores asociados al curso de la infeccion
por SARS-COV-2 es la tecnologia de RNA-seq. Esta puede ser aplicada con éxito para
cuantificar niveles diferenciales de expresion génica. También permite identificar y clasificar
variantes génicas que por presentar una compleja variacion de numero de copias o de genes
paralogos, son dificilmente abordables mediante técnicas de GWAS o genotipado
convencional. Ademas, RNA-seq permite anotar todos los SNPs e INDELS potencialmente
funcionales presentes en los ARN expresados por las células mononucleares de sangre
periférica. Por ejemplo, TCR (T cell receptor), KIR, Inmunoglobulinas, etc. En relacion a
enfermedades infecciosas, el RNA-seq ha sido utilizado para caracterizar el curso de la
infeccion por VIH-1 en progresores lentos (Diez-Fuertes, et al., 2019). También se ha utilizado
esta tecnologia para determinar el patron de expresidén génica inducido por el virus del Dengue
(Sessions, et al., 2013).

También el RNAseq de sangre periférica permite definir patrones de expresién génica
especificos de una infeccién viral respiratoria, esto se ha conseguido por ejemplo para el caso
del Virus Respiratorio Sincitial (Chu, et al., 2020).

Durante la redaccion de este proyecto se ha publicado un estudio de transcriptémica con 3
pacientes infectados por SARS-COV-2 en China (Chandrashekar, Manne & Varambally. 2020).
Estos datos, no invalidad nuestra propuesta, ya que el numero de individuos analizados es muy
bajo (n=3), no se dividen en funcién de la gravedad de los sintomas de la infeccién, no realizan
un seguimiento longitudinal y ademas esta realizado con individuos chinos con un componente
genético diferente a la poblacion espafiola. Es plausible que, dependiendo del fondo genético,
puedan existir diferencias significativas en los patrones de expresion génica. Como regla
general, los genes de resistencia a las infecciones virales se clasifican en 3 categorias
principales: 1. Entrada viral: CCR5 (VIH-1), FUT2 (Norovirus, Rotavirus), BSGALNT1-A4GALT
(Parvovirus), NTCP (Hepatitis B), LDLR-LDLRAP (Hepatitis C). 2. Inmunidad innata, incluyendo
receptores de Pathogen associated molecular patterns (PAMPS) -citocinas, interferones, genes
inducidos por interferén y sus vias de transduccién de sefales: IL10 (Virus sincitial respiratorio,
HTLV-1, EBV), TNF, IFNL4 (Hepatitis C, Hepatitis A, VIH-1). TLR3, TLR4, CD209 (VIH, Dengue,
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TBEV), SFPA-SFPB (Virus de la Influenza A, Virus Sincitial Respiratorio), IFITM3, IRF7. 3.
Inmunidad adquirida: HLA (VIH-1, VHB), ERAP2 (VIH-1), MICA, PLP1, FcGRIla. Los genes de

susceptibilidad al coronavirus también siguen este patron, como veremos a continuacion.

Genes relacionados con la entrada de coronavirus y susceptibilidad a enfermedades

La entrada del virus en el organismo requiere una interaccion especializada entre el virion y las
proteinas y los carbohidratos, moléculas similares de la célula del huésped. El primer proceso
implica la interaccion del virus con varios receptores en ciertas células. En el caso del SARS-
CoV y el SARS-CoV, el receptor principal es ACE2 y en MERS-CoV es DPP4, pero también se
ha reconocido el papel de las lectinas huésped dependientes de calcio. El segundo proceso,
después de la union de la proteina viral al receptor, se acerca a la envoltura del virus con la
membrana de la célula huésped, activa la fusion para que el virus pueda liberar su
nucleocapside (Belouzard et al., 2012). Estos cambios se inician por la unién al receptor, pero
también por la acidificacion del pH o la activacion proteolitica. Esto depende de diferentes

especies de coronavirus.

En ambos procesos, la proteina espiga esta involucrada e implica cambios en su conformacion
(Belouzard et al., 2012). Algunos autores sugieren que un mayor potencial fusogénico en la
proteina espiga esta relacionado con la virulencia del virus, por lo que dudan de la dependencia
a su receptor. También se sugiere que esta dependencia facilita los cambios conformacionales

en esta proteina (Krueger et al., 2001).

Tabla 1. Genes implicados en la entrada del virus a las células alveolares (p <0.001)

Gen Funcién Referencias
CAV2 Gen responsable de la produccién de la(Embong et al., n.d.),
ITGB6 balsa lipidica (caveola), que es una(Lu etal., 2008),

estructura subcelular en la membrana(Salanueva et al., 2007)
plasmatica critica para la internalizacién
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de varios virus.
CHMP3 Parte de la maquinaria de ESCRT (Marjuki et al., 2009),

CHMPS relacionada con la formacién y liberacion  (Morita et al., 2011)
CHMP1 de virus.
VPS37B

Fuente: (Zhao et al., 2020)

Estudios previos de asociaciéon con los genes de entrada viral.

ACE1: No ha habido suficientes pruebas previas de asociacién con este gen. Un metaanalisis
busco la relacion entre los polimorfismos en el gen ACE | y el sindrome de lesién pulmonar
aguda / dificultad respiratoria aguda en humanos (SARS-CoV). No encontraron asociacién con
la susceptibilidad al sindrome, pero si una posible asociacién con el riesgo de mortalidad en
sujetos asiaticos (Matsuda et al., 2012). Otro estudio encontré que un anticuerpo anti-ACE1 no
detiene la replicacion viral lo que muestra asociacion entre este receptor y la infeccion (W. Li et
al., 2003).

ACE2: un aumento en la concentracion de ACE2 entre individuos podria afectar la
susceptibilidad de ciertos individuos al SARS-CoV-2 (Zhao et al., 2020), a través de la
regulaciéon por genes como EZH2, que recientemente ha demostrado estar implicado en la
regulacion negativa de ACE2 (Y. Li et al., 2020).

Aunque existen muchas células que expresan ACE2 en el cuerpo, el 6rgano mas vulnerable es
el pulmodn. Las explicaciones dadas mencionan varias posibles respuestas, la primera en que la
superficie del pulmén hace que sea mas facil convertirse en un reservorio de virus (Haibo
Zhang et al., 2020); segudno la presencia de célualas alveolares en los pulmones, células que
han demostrado expresar altas concentraciones de ACEZ2; y tercero porque en estas células se
ha encontrado una alta expresién génica relacionada con la regulacién positiva para la entrada
del virus en la célula (Tabla 1) (Zhao et al., 2020).

Sin embargo, algunos estudios previos sobre la asociacion de polimorfismos de este gen con
SARS-CoV no muestran evidencia de que estas variantes genéticas estén involucradas en el
proceso de la enfermedad. En un estudio de casos y controles con poblaciones vietnamitas y

de Hong Kong, se observo una ausencia de relacion (Itoyama et al., 2005); (Chiu et al., 2004).
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CD209L: este gen codifica un receptor de union para el SARS-CoV llamado L-SIGN. Un estudio
de asociacion de riesgo genético encontré una relacion entre este gen y la susceptibilidad a la
infecciébn por SARS-CoV respaldada por un estudio in vitro. Se ha descrito que la
homocigosidad en un SNP especifico es protectora durante la infeccién al reducir el nimero de
particulas virales (V. S. F. Chan et al., 2006).

DPP4 y MERS: el receptor para la entrada de la infeccion del virus habilitada por la dipeptidil
peptidasa 4 (DPP4) MERS-CoV y su sobreexpresién puede estar relacionada con la
susceptibilidad al virus como se ha demostrado en estudios de anticuerpos en murciélagos (Cai
et al. ., 2014).

Inmunidad innata y susceptibilidad al coronavirus

CCL2: el ligando 2 de quimiocina desempefa un papel importante en la inmunidad innata como
quimioatrayente para monocitos y macréfagos, y en la inmunidad adaptativa al controlar la
polarizacién de las células T auxiliares (Gu et al., 2000). En cuatro estudios de casos y
controles en poblaciones chinas, se mostrd asociacion con el genotipo GG y un aumento del
riesgo de infeccion con SARS-CoV. Sin embargo, no es un buen predictor de riesgo, a pesar de

esto se determind un efecto acumulativo del polimorfismo en este gen (Tu et al., 2015).

MBL.: la lectina de unién a manosa esta implicada en la respuesta de primera linea de defensa
del huésped por la via de la lectina de unidn del complemento a microorganismos o virus (Neth
et al., 2000). En cuatro estudios de casos y controles, se ha descrito una asociacion entre el
alelo B que produce el alelo menor de MBL con un alto riesgo de infeccién por SARS-CoV,
acumulativo (Tu et al., 2015). En otro estudio de casos y controles realizado en pacientes de
Hong Kong, los autores no encontraron una relacion entre los genotipos de MBL y las
frecuencias de alelos con la manifestacion graves de este virus (Fang F. Yuan et al., 2005). Sin
embargo, en el mismo afio, los autores que evaluaron la asociacion entre una mutacion y tres
polimorfismos con el SARS-CoV en personas del norte de China encontraron una asociacién

con la susceptibilidad a la infeccion (Hongxing Zhang et al., 2005).

RANTES: Una de las quimiocinas inducidas por el SARS-CoV durante la infeccion es la
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Regulated upon Activation, Normal T Cell Expressed and Presumably Secreted (RANTES) que
induce el reclutamiento de células inflamatorias y leucocitarias (Szécsi et al., 2004). Los autores
de un estudio de casos y controles con personas provenientes de Hong Kong encontraron una
asociacion con el alelo RANTES -28 G y un aumento de la infeccion por SARS-CoV (M. W. Ng
et al., 2007).

IL-12RB1: Oftra citocina implicada en la respuesta contra la invasién del virus es el receptor de
interleucina-12 B1 secretado por los fagocitos y las células dendriticas. Esta citocina estimula la
produccién de IFN-y en células T y células NK, mejora su actividad citolitica y estimula la
proliferacion y activacion de estas células (Trinchlerl, 1998). En un estudio de casos y controles
con pacientes chinos, se evalué la relacion de cuatro SNP de este gen y los autores

encontraron susceptibilidad genética a la infeccién viral (Tang et al., 2008).

ICAM3: esta molécula de adhesion intercelular es una lectina de tipo C expresada
constitutivamente en células T y esta implicada en la respuesta inmune mediada por células T
(Alosaimi et al., 2020). En un estudio de casos y controles en la poblacién de Hong Kong, no se
encontraron polimorfismos de un solo nucleétido asociados con la infeccion por SARS-CoV. Sin
embargo, hubo asociacion con el papel de ICAM3 en la inmunopatogénesis del SRAS (K. Y. K.
Chan et al., 2007).

AHSG: a-2-Heremans-Schmid Glycoprotein (AHSG) es una molécula implicada en la
desactivacién de macréfagos. Una baja concentracion de esto en el suero puede conducir a la
produccién incontrolada de citocinas proinflamatorias (Lebreton et al., 1979). Dos SNP’s de
AHSG se han asociado con la susceptibilidad al SARS en un estudio de desequilibrio de
ligamiento, mostrando que un genotipo de homocigosidad dominante de uno de estos SNP's
(rs2268690) esta asociado con la proteccién al desarrollo del virus SARS-CoV (Zhu et al.,
2011).

OAS1: este gen codifica la proteina OAS1 que puede unirse al ARN bicatenario, lo que
conduce a una polimerizacion de ATP. Este proceso activa la RNasa L que escinde ARN
monocatenario (Rebouillat & Hovanessian, 1999). Un estudio de casos y controles en la
poblacién Han china encontré una asociacién en SNP’s en las Regiones no traducidas OAS1 3

“ con la susceptibilidad al SARS-CoV, mostrando efectos protectores y una susceptibilidad
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incrementada dependiente del genotipo (He et al., 2006). Se encontraron resultados similares

en un estudio de casos y controles en poblacion vietnamita (Hamano et al., 2005).

Modelos animales y susceptibilidad a coronavirus

Los datos proporcionados por modelos animales revelan que la susceptibilidad de los ratones a
la inflamacién y al dafio pulmonar inducido por el SARS-COV-1 es muy variable entre las
cepas. Mediante estudios cruzados y analisis de ligamiento, se han descubierto 2 loci
asociados con la gravedad de la infeccion por SARS-COV-1. Especificamente, las mutaciones
en el gen Trim55 (E3 ubiquitina ligasa) estan relacionadas con la acumulaciéon de liquido y la

infiltracién de células inmunes en el pulmén (Gralinski et al., 2015).

En otro estudio, una cepa de ratén con alta carga viral y alta supervivencia se comparé con otra
cepa con alta mortalidad a pesar de tener una baja carga viral. En este caso, se descubridé una
mutacion en el gen Ticam2, esta proteina esta involucrada en la transduccion de senal mediada
por TLR4. El papel de TLR4 en la proteccién contra el coronavirus se ha confirmado
posteriormente utilizando un modelo de ratén altamente susceptible al virus de la hepatitis de
ratén tipo 1 (patologia similar al SARS-COV-1). Los ratones con deficiencia de TLR4 sufren una

infeccién letal con este coronavirus (Gralinski et al., 2017); (Khanolkar et al., 2009).

Las asociaciones con TNF y CD209 también se han descrito en modelos animales de infeccion
por coronavirus. La peritonitis infecciosa felina (FIP) es producida por un coronavirus que causa
la generacion anormal de varias citocinas en los gatos. Una relacion entre el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) (Takano et al., 2007) y una no-integrina agarradora de moléculas de
adhesion intercelular especifica de células felinas dendriticas (codificada por fCD2209) (Regan
et al., 2010 ) con la ocurrencia de FIP se ha identificado previamente. En un estudio realizado
con 71 gatos sintomaticos positivos y 93 gatos asintomaticos, los autores recolectaron vy
aislaron ADN gendmico para la identificacion de SNP en secuencias especificas de genes
fCD209 y TNF-a felino (fTNFA). Con una prueba exacta del fisher, buscaron la asociacion entre
los SNP y la aparicion de FIP. Cinco SNP asociados mostraron relaciones significativas con FIP
(Y. T. Wang et al., 2014).
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Inmunidad adaptativa y susceptibilidad a coronavirus

HLA: diversos autores han demostrado que el antigeno leucocitario humano (HLA) interfiere
con la infeccibn de SARS-CoV. Determinado con estudios de casos y controles se a
evidenciado asociaciones entre los polimorfismos HLAB * 4601, HLAB * 5401 y casos severos
de infeccién por SARS-CoV (Lin et al., 2003), un aumento de las frecuencias de HLA-B * 0703
y el desarrollo de SARS-CoV (Margaret HL Ng et al., 2004), un aumento de la presencia de
DRB4 * 01010101, B * 1502 en pacientes infectados (MHL Ng et al., 2010), el alelo DRB1 *
1202 o el gen DRB1 * 12 en pacientes vietnamitas infectados (Keicho et al., 2009) y alelo Cw *
0801 con infeccién por el virus (Chen et al.,, 2006). Hay evidencia del papel protector de
algunos polimorfismos en estos genes y la infeccién con este virus, como Cw * 1502 (SF Wang
et al., 2011), y una disminucién de las frecuencias de DRB1 * 0301 (Margaret HL Ng et al.,
2004), aunque en un estudio con pacientes chinos de Hong Kong los autores investigaron una
posible asociacion entre los genes HLA y la gravedad de la infeccion con SARS-CoV y no
encontraron una diferencia significativa en las frecuencias de genes HLA entre ambos grupos
(Fang Fang Yuan et al., 2014).

FCGRIIA: El receptor Fc y Il lIA humano desempefia un papel en la regulacion de la respuesta
inmune a los invasores externos, en la inflamacion local al establecer un vinculo entre la rama
humoral y las células efectoras. En un estudio de casos y controles realizado en una poblacion
de Hong Kong, los autores encontraron una asociacién entre la manifestacion grave de SARS-
CoV y el genotipo de homocigosidad FcyRIIA-R / R131 (Fang F. Yuan et al., 2005).

Se debe tener cuidado al analizar este tipo de estudios, la existencia de una asociaciéon no
siempre significa que haya un efecto causal con la enfermedad. Existe la posibilidad de que los
genes estudiados sean parte de redes que desencadenan la gravedad de los sintomas
manifestados por los pacientes. Por otro lado, algunos estudios no se respaldan con suficiente
potencia estadistica (OEA, IL-12RB1, ACE), otros no consideran la estratificacion de la
poblacion (CD209L), o bien no tienen replicabilidad (RANTES, ICAM3, CCL2, AHSG), o se

evidencia contradiccién entre los estudios independientes (HLA, ACE1) (Tabla 2).
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Tabla 2. Resumen de estudios de asociacién genética con susceptibilidad al SARS - sindrome
respiratorio agudo grave y MERS-Cov. Notas: Nc: nimero de casos; Nx: numero de controles. O, odds
ratio, IC 50% (intervalo de confianza del 50%). * valor no reportado. Fuente: Elaboracion propia.

Gen Nc Nx p-value; OR (IC50%) Notas

ACE1 532 3052 0,0001 Metanalisis para el sindrome respiratorio
agudo grave (incluidos pacientes con
SARS)

ACE1 140 326 NS Sin asociacién con un polimorfismo tipo
INDEL

ACE2 NS No asociacibn en dos cohortes
independientes de China y Vietham

AHSG 700 800 *1.7-(1,3-2,0)

CCL2 932 982 0.0001 Resistencia a la infeccion

CD209 824 0.01:04 Asociacion con niveles de lactato
deshidrogenasa no con el curso clinico

CD209L 218 172 0.005; 0.6 (0.4-0.8) Asociacion no replicada y cuestionada por
dos trabajos posteriores que no
encuentran relacion entre CD209L y SARS

FCGRIIA 180 200 0,03; 3.2 (1.1-9.1)

HLA-A 176 18774 NS Este trabajo no replica las asociaciones

HLA-B 176 18774 NS descritas anteriormente con menos

HLA-DRB1 176 250 NS pacientes.

ICAM3 817 309 0,006; 4.3 (1.3-13.5)  Asociacion con niveles de deshidrogenasa
lactada y linfopenia

IL-12RB1 115 155 *2.3(1.7-13.3)

MBL 352 392 0,0008; 1.7(1.2-2.3)

MBL 932 982 10°® Resistencia a la infeccién

MBL 180 200 NS

OAS1 44 103 0,009

OAS1 66 64 0,01

RANTES 495 578 0,0001; 2.8 (2.1-3.7)

EBI3 30 30 0.05 Bajo o sobreexpresado en el tracto

CCR3 30 30 0.05 respiratorio inferior

SOCS5 30 30 0.05

Otros genes candidatos asociados con varias enfermedades infecciosas que podrian

tener un papel en la patologia del SARS-COV

SFTPA / D: las proteinas tensioactivas de las colectinas son parte de la respuesta inmune



innata contra el virus. Esta proteina neutraliza la infectividad del virus de la influenza A. Se ha
reconocido que la variante SFTPD se une a la proteina S del SARS-CoV mejorando la entrada
a la célula. En un estudio con 93 pacientes con H1N1, los autores sugieren un efecto sobre las
variantes de SFTPA en la respuesta a la infeccion viral independiente del desarrollo de un
evento secundario de neumonia bacteriana (Herrera-Ramos et al., 2014). Sin embargo, en un
estudio de casos y controles, la variante SFTPD muestra una elevacion significativa en

personas con neumonia por SARS-CoV (Y. P. Wu et al., 2009).

IFITM3: la proteina transmembrana 3 inducible por interferén es una proteina que restringe la
replicacion del virus de la influenza A, en un modelo de ratén knockout, los autores muestran
que la ausencia del gen Ifitm3 produce neumonia fulminante incluso cuando el modelo estaba
infectado con el virus de baja patogenicidad. La evaluaciéon de este gen en la poblacion
humana muestra un enriquecimiento estadistico para el alelo menor IFITM3 (SNP rs12252-C)

en pacientes hospitalizados (Everitt et al., 2012).

La brecha de las personas infectadas por el SARS-CoV-2 entre los géneros se ha relacionado
con los genes en el cromosoma X. Existe alguna evidencia sobre la respuesta inmune mas
fuerte en las mujeres que en los hombres, sin duda sobre el cromosoma X y su capacidad para
modular el sistema inmune. regulando al alza algunos genes relacionados con la respuesta
antiviral como IFNG, RIGI, SPINK5, OAS1 e IFI6. Los genes relacionados con la expresion de
la via del receptor Toll-like y los genes proinflamatorios también son mas altos en las mujeres,
como TLR7 o MYD88 (Klein y Flanagan, 2016).

Variantes genéticas asociadas con la susceptibilidad a COVID-19 identificadas

recientemente

En los ultimos meses (Junio, Julio) del afio 2020 se han llevado a cabo estudios cuyo objetivo
es la determinacion de la relacion entre diversos genes y la susceptibilidad al coronavirus, asi
como al desarrollo del cuadro clinico en los pacientes (COVID-19 Host Genetics Initiative,
2020). Uno de los ultimos trabajos publicados es el estudio de asociacion de genoma completo

(GWAS por sus siglas en inglés), publicado en la revista “The New England Journal of
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Medicine, equipo liderado por el profesor Andre Franke, director del “Institute of Clinical
Molecular Biology (IKMB).

Las causas implicadas en el desarrollo de un cuadro clinico severo para COVID-19 y los
sintomas asociados siguen siendo desconocidos. Para comprender algunas variables
genéticas el equipo del profesor Franke llevé a cabo un estudio de genoma completo para
explirar las variantes en el genoma que podrian dirigir el establecimiento de la variabilidad en

los sintomas por COVID-19.

La metodologia de GWAS siguidé los principios de un estudio de casos y controles, para
determinar las variantes comunes en los individuos sin la enfermedad, que pueden ser
considerados como el grupo control, y las variantes presentes en los individuos enfermos. Las
variantes asociadas a COVID-19 seran encontradas en mayor frecuencia en los pacientes

enfermos, al compararlos con el grupo control.

El estudio utilizé 835 pacientes enfermos de ltalia y 775 pacientes de Espafia. Al mismo tiempo
se utilizaron 1255 participantes control de Italia y 950 controles de Espafna. Para establecer la
precencia de SARS-CoV-2 en la cohorte de pacientes infectados fueron llevadas a cabo PCR
de muestras nasofaringeas. Los pacientes controles fueron reclutados de bancos de donadores

de sangre.

El principal resultado fue el descubrimiento de dos variantes genéticas independientes
asociadas a la falla respiratoria inducida por COVID-19: La variante rs11385942 en el locus
3p21.31 y la variante rs657152 en el locus 9q34.2 (P<5x10-8) ( Ellinghaus et al., 2020).

El locus 3p21.31 contiene el gen SLC6A20 que se encuentra implicado en la codificacion de un
transportador que interactia con el receptor de SARS-CoV-2, ACE2. Nuevamente, cabe
mencionar que los estudios GWAS no demuestran una relacion de causalidad, mas bien una
asociacion, por lo tanto no significa que se haya determinado una relacion con los detalles de

los mecanismos detras de la progresién o bien proteccion de la enfermedad.

Por otro lado, otros autores han desarrollado investigaciones para establecer asociaciones

genéticas con la enfermedad. Taylor et al., (2020), establecieron la asocacién de 68 genes que
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codifican en proteinas implicadas en la produccion de citoquinas proinflamatorias, disfunciéon
celular endotelial, neurodegeneracion y factores de susceptibilidad viral, comunes con los
pacientes enfermos por COVID-19 sin embargo, no encontrarén relacion con la severidad del
cuadro clinico. Das et al. (2020), utilizando estudios de asociacion de genoma completo
identificaron 70 genes asociados al riesgo de producir sepsis durante la infecciéon de COVID-19.
Estos genes fueron agrupados en mecanismos de accion comunes, como la disfuncién celular
endotelial, regulacién de la respuesta inmune, la ruta de sefializaciéon PISK/mTOR, senalizacion

neurogénica y GABA aberrante.

Aiewsakun, et al. (2020), a través de GWAS identificaron variaciones en las posicidon codificante

11,083, de la proteina 6 no estructural, asociada con la severidad de la enfermedad.

La compania 23andMe llevé a cabo un analisis GWAS, encontro alguna evidencia sobre el
papel que puede ejercer el tipo de sangre, determinado por el gen ABO, y la susceptibilidad al
COVID-19. Utilizando informacion de 835-775 pacientes positivos de Italia y Espafia, asi como
1255 y 950 pacientes control de los mismos paises, un equipo de la compafia realizé el
analisis para comparar los individuos positivos para COVID-19 y los individuos negativos para
esta enfermedad, con las variantes en el gen ABO asociadas a un menor riesgo de contraer el
virus. El estudio encontré asociacion entre la posicion rs11385942 del cromosoma 3p21.31 y la
variacion rs657152 en el cromosoma 9q34 con los grupos de estudio. Se reportd el tipo de
sangre O puede ser un factor de proteccién (OR=0.65, 95% CI, 0.53 a 0.79, P < 1.06x10-5),
mientras que el tipo de sange A podria ser un factor de riesgo (OR=1.45, 95% CI, 1.20a 1.75, P
< 1.48x10-4), (Ellinghaus, et al., 2020).

o Justificacion

La variabilidad en la virulencia del SARS-CoV-2, asi como las caracteristicas clinicas de los
pacientes infectados que presentan sintomas graves y criticos sugieren la existencia de
variables en individuos de origen genético, que juegan un papel importante en términos de

susceptibilidad contra este virus.
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En este punto es evidente la existencia de una mayor predisposicién a presentar sintomas
correlacionados positivamente con una serie de variantes genéticas implicadas en la entrada
viral como los genes ACE1 y ACEZ2; variantes genéticas asociadas a la inmunidad innata,
incluyendo citocinas, interferones, genes inducidos por interferdn y sus vias de transduccion de
sefiales; y variantes genéticas asociadas a la inmunidad adquirida como los genes de HLA,; asi
como otros factores como la edad, diabetes, hipertensién, enfermedades cardiovasculares y

género. Sin embargo, no todos los pacientes presentan sintomas.

La identificacion de genes asociados con la proteccidon contra la infeccién por COVID-19 es
esencial para comprender los mecanismos moleculares involucrados en el proceso de
infeccion, la respuesta inmune innata y adaptativa al virus, identificar posibles objetivos
farmacoldgicos, mejorar la eficacia de las vacunas en el desarrollo y aumentar la respuesta a la
terapia por parte de los pacientes. También es esencial identificar grupos potenciales con un

mayor riesgo genético de progresion de la infeccion.

o Hipétesis

La presentacion clinica de los pacientes de SARS-CoV-2 se encuentra influida por variaiciones
estructurales y de expresion de los genes del sistema renina-angiotensina, inmunidad innata e

inmunidad adaptativa.

2) Objetivos

1. Establecer variaciones polimérficas SNPs e INDELS identificadas por medio de
GWAS en pacientes con distintas manifestaciones clinicas de SARS-CoV-2.

2. Cuantificar mediante ARN-seq el perfil de expresidn génica de pacientes con
distintas manifestaciones clinicas de SARS-CoV-2.

3. Determinar la posible asociacion entre las variaciones polimorficas, la diferencia en
el perfil de expresién génica con las distintas manifestaciones clinicas de SARS-
CoV-2.
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3) Pacientes y métodos

Sistema Renina-Angiotensina: se propone el estudio de los genes ACE1, ACE2, TMPRSS2,
GPR78, APN, DPP4, ATR1, KNG1 y KLKB1 que podrian influir en el curso de la infeccién por
SARS-CoV-2.

La seleccion de SNPs e INDELs de estos genes se realizara en funcién de 3 criterios:
previamente asociados a efectos funcionales o asociaciones con enfermedades, aquellos
relacionados con eQTL identificados en la base de datos de GTEX. Todos los SNPs
seleccionados se genotiparan mediante PCR tipo Tagman utilizando las sondas y primers de

Thermofisher (Applied Biosystems).

Se explord variaciones en los genes ACE2, GPR78, KNG1, SLC3A1 y TNFRSF1A que podrian
estar relacionados con neumonia para marcarlos como genes candidatos para el estudio en
BioMart y Bioconductor (Steffen, et al.,, 2009; Steffen, et al., 2005), con la funcion
vargen_custom utilizando gene_mart como MART, ENSG00000130234, ENSG00000155269 ,
ENSG00000138079, ENSG00000113889, ENSG00000067182 como gene_ids, lung_tissues
como gtex_tissues, Pneumonia como gwas_traits y una fantom_corr de 0.001 en el paquete
VarGen (Molitor, Brember y Mohareb, 2019). Las anotaciones se obtuvieron utilizando la
funciéon annotate_variants. Para determinar la frecuencia de los alelos menores de los SNP’s
encontrados se utilizé la funcién getBM, ENSEMBL MART_SNP como MART, hsapiens_snp
como dataset, refsnp_id y minor_allele_freq como atributos, snp_filter como filtro y los
resultados de la funciéon vargen_custom como valores. La visualizacién de los resultados
(Figura 2) fueron esquematizados con la funcién vargen_visualisation (modificada para
obtener la posicion de los genes basado en el conjunto de genes de los resultados y no para
los genes de la base de datos de omim) (Molitor, Brember & Mohareb, 2020). Todas las

busquedas y calculos se realizaron en el software R (R core Team, 2019).
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Figura 2. Variaciones genéticas relacionadas con neumonia, Gen ACEZ2. Primer panel:
cromosoma con un marcador rojo en la ubicacién del gen, Segundo panel: transcriptoma (de
ensembl), tercer panel: consecuencias de las variantes, agrupadas por tipo, cada barra verde
representa una variante. Cuarto panel: puntaje phred cadd, cada punto representa una

variante.

Encontramos 410 variantes con un umbral de correlacién de 0.001 y altos efectos
pronosticados en los genes por Snpeff ann. También encontramos 41 variaciones que se han
clasificado como patdgenas con importancia clinica y 1 como factor de riesgo (rs1800693) (ver
Anexo 1). Sin embargo, la baja frecuencia del alelo menor hace dificil el utilizar estas variantes
en el estudio debido a que requieren la utilizacibn una muestra muy amplia para obtener

resultados significativos.

Inmunidad innata: Se propone el estudio de TNF, OAS1, MBL, IFNL4, CD209, SFPA/D,
TRIMS5, TICAM2, TLR3, TLR4, G6PD. Los criterios de seleccion de los polimorfismos seran los
mismos que para los genes del sistema renina-angiotensina. Para los dos bloques de genes

candidatos se necesita al menos una poblacion de 200 pacientes de cada fenotipo. El
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genotipado se realizara al igual que en el caso de los genes candidatos del sistema renina-

angiotensina.

RNASEQ

El RNAseq se realizara para la comparacion de grupos extremos de curso de la infecciéon por
SARS-COV-2. En concreto, seran necesarios al menos 50 pacientes asintomaticos y 50
pacientes fallecidos, con equivalentes factores de riesgo de progresién de la infeccién

(diabetes, hipertension, edad y sexo).

El ARN total sera extraido a partir de células mononucleares de sangre periférica mediante el
método de Allprep de Qiagen y conservado a -80°C. La integridad del ARN se cuantificara
mediante el RNA Integrity Number utilizando el protocolo de Agilent (Agilent, 2002; Agilent
Technologies, California, EE. UU.). Mediante retrotranscripcion (Superscript lll; Invitrogen) se
preparan las distintas genotecas de cDNA. Las genotecas de secuenciacion se prepararan
utilizando el kit TruSeq® DNA PCR- Free Sample Preparation (lllumina, California, EE. UU.),
siguiendo el protocolo del fabricante, durante los procedimientos de preparacion de los
extremos, ligacion de adaptadores e indexacion. Las genotecas resultantes se cuantificaran
utilizando un fluorometro Qubit@2.0 (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EE. UU.). Los
fragmentos de ADN de doble cadena se fragmentardan mecanicamente hasta los 200
nucledtidos, procediendo a su purificacion. La secuencia se realizara en el sistema llumina
HiSeq 4000 (llumina, San Diego, CA) utilizando el kit Hyper Prep (KAPA Biosistems, Boston,
MA). Con objeto de mejorar la eficiencia del proceso de deteccion de los ARNm y ARNmc
presentes en las distintas muestras, combinaremos la extraccién de ARN con un protocolo de
deplecion de los ARNr que determina un enriquecimiento en la fraccion ARNm. Estos
protocolos de deplecion del rRNA suponen una opcion atractiva, al permitir la caracterizacion
simultanea de ARN-poliadenilado y de ARNs no-poliadenilado, incluyendo ARNs no
codificantes, a partir de cantidades minimas de partida de ARN. Por razones de disponibilidad
de los equipos, el RNAseq debe realizarse en una empresa especializada con disponibilidad

técnica para desarrollar este procedimiento (Sistemas Gendmicos, Novagen, Era7, etc.).

Analisis bioinformatico: En un primer paso se procedera a desmultiplexar las lecturas una vez
retiradas las secuencias de cebadores y adaptadores (programa Cutadapt v1.8.3), realizando

ademas un filtrado de longitud y enmascaramiento de regiones de baja complejidad mediante la
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aplicacion de WU-BLAST 2.0 (Washington University). Eliminaremos las secuencias quiméricas
utilizando el algoritmo UCHIME (http://www.drive5.com/ usearch/manual/ uchime_algo.html),
que permite comparar etiquetas (tags) con la base de datos de referencia (Unite Database,
https: // unite.ut.ee /). Las lecturas restantes se someteran a una busqueda de la homologia
mediante BLASTn frente al genoma humano. (iv) La validacion de los resultados obtenidos se
realizara a través de RT-PCR tipo tagman utilizando cebadores y sondas disefados

especificamente para los ARNs detectados (Thermo Fisher Scientific).

Genome Wide Association Study

Son necesarias unas 750 muestras por cada fenotipo para alcanzar una significacion
estadistica. Para el estudio de genoma completo hemos seleccionado la plataforma Infinium
Global Screening Array 650 K de lllumina que consta de 650.000 SNPs y variaciones de
numero de copias. En el control de calidad de las muestras se excluiran aquellos SNPs con una
frecuencia del alelo menor inferior al 0.5%, call rate inferior al 97%, valor de p<0.0001 en el Test
de Hardy-Weinberg; asi como muestras con mas del 3% de genotipos perdidos. La imputacién
de genotipos se realizara para capturar informacién sobre los SNP con desequilibrio de
ligamiento y los genotipos faltantes entre los SNP genotipados, utilizando todos los haplotipos
del panel de referencia del 1000 Genomes Project Phase 3 (Altshuler, et al., 2012). La fase
previa se realizara en SHAPEIT2 (Delaneau, Zagury & Marchini, 2013) y la imputacion con
IMPUTEZ2 (Howie, Marchini & Stephens, 2011). Los SNP imputados con puntajes INFO <0.8
seran excluidos. El analisis de asociacion a nivel de SNPs se realizara utilizando softwares
especificos como Plink y Gplink. Las regiones candidatas seran sometidas a un estudio de
haplotipos, asi como de analisis en profundidad con las herramientas bioinformaticas Vista
Genome Browser, UCSC genome browser, Ensembl y Gtex. Este analisis incluira el estudio de
homologia de las regiones ortdlogas de vertebrados, con la anotacion in silico de las regiones
candidatas. Posteriormente se complementara el analisis mediante los datos de expresién
génica tisular recogidos en la base de datos Gtex que relaciona genotipo con niveles de

expresion génica y patrones de splicing del ARNm.

Bioética: Descripcion de aspectos éticos de la investigacion
El proyecto se realiza segun las recomendaciones éticas contenidas en la declaracion de
Helsinki, siendo aprobado por la Comisién de Etica e Investigacion de la Provincia de Jaén,

bajo el amparo de la Ley 41/2002 de 14 de noviembre, Ley basica reguladora de la autonomia
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del paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacién y documentacion clinica y
siguiendo la normativa vigente en nuestro pais en materia de investigacién biomédica (Ley
14/2007 de 3 de julio, de Investigacion Biomédica) y en materia de proteccion de datos de
caracter personal (Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccion de Datos Personales
y garantia de los derechos digitales.). Seran incluidos en el estudio solo aquellos pacientes que
acepten el consentimiento informado para la donacién de muestras bioldgicas y/o autorizacién
de acceso a datos para un proyecto especifico gestionado por el Biobanco del Sistema
Sanitario Publico de Andalucia (adjunto en anexos). Debido a la excepcionalidad de la situacion
frente al COVID-19, se solicita al CEl que la aceptacion de este consentimiento pueda ser
escrita o verbal.; En todo caso, en la Historia Clinica debe quedar reflejado un parrafo donde se
indique que se ha informado al paciente del estudio, objetivos, beneficios y riesgos y que ha
tenido la oportunidad de exponer las dudas y que han sido respondidas. Ilgualmente, se incluira
la frase “Doy fe o afirmo que el paciente ha manifestado su deseo de participar”. Las revisiones
a las que seran sometidos los pacientes formaran parte de la practica clinica habitual, con la
Unica salvedad de que se obtendran muestras de sangre que se tomaran tras la aceptacion
verbal o escrita del consentimiento informado. Las muestras seran tratadas segun el
procedimiento que regula el Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia mediante la
firma de un acuerdo de gestion (adjunto en anexos), amparado por el Real Decreto 1716/2011
de 18 de noviembre, Ley 41/2002 de 14 noviembre y Decreto 1/2013 de 8 de enero,
garantizando asi la trazabilidad y calidad de las muestras y/o datos que se deriven del estudio.
Las muestras y los datos seran asociados deforma codificada o anonimizada a la identidad del
paciente y su decodificacion, en los casosque sea posible, sera confidencial y conocida solo
por el/los responsables clinicos del paciente. En caso de que existiera excedente de muestras
una vez concluido el estudio, éstas seran incluidas en el Biobanco del Sistema Sanitario
Publico de Andalucia y podran ser cedidas a otros proyectos de la misma area o linea de
investigacion, pudiendo autorizar el paciente su uso en proyectos de diferentes areas o lineas,

docencia sanitaria/bioética o controles de calidad.

4) Cronograma de actuacion previsto.

Creacion de la cohorte andaluza de afectados que incluiria la genoteca (ADN y ARN) asi como
la base de datos seria un trabajo continuo durante las primeras semanas. En un principio se

puede realizar la toma de muestras de todos los pacientes disponibles, aunque sélo se realice
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la extracciéon inmediata de ADN/ARN de un grupo pequefio de unos 100-200 pacientes por

cada fenotipo (asintomatico vs. fallecimiento), esto puede hacerse en el primer mes de trabajo.

La realizacion de los estudios de genes candidatos suponiendo unos 20 SNPs de una bateria
de candidatos seleccionados, puede hacerse a un ritmo de 400 genotipos diarios (dependiendo
del personal disponible). Tiempo estimado unos 15 dias. Los estudios de RNAseq pueden ser
completados en un plazo breve también, mediante outsourcing con empresas especializadas.
El estudio de GWAS se puede realizar a medio plazo, mediante subcontratacion externa (CNIO,

por ejemplo) y tardan unos 30 dias en enviar los resultados.

La identificacion y analisis de los datos de GWAS se puede llevar a cabo en otras dos

semanas.

5) Resultados esperados

Se espera encontrar una asociacion entre la presentacién clinica de los pacientes de SARS-
CoV-2 con variaiciones estructurales y de expresion de los genes del sistema renina-

angiotensina, inmunidad innata e inmunidad adaptativa.

o Impacto
El descubrimiento de genes asociados con la proteccion contra la infeccion por SARS-COV-2
permitiria identificar grupos con mayor riesgo de padecer las presentaciones clinicas graves del
virus. Estos individuos con mayor riesgo genético podrian ser sometidos a un medidas de
aislamiento mas estrictas, ser seleccionados como prioridad para el tratamiento farmacoldgico
y monitoreados de cerca. La identificacion de factores inmunolégicos, genéticos o ambientales
relacionados con la protecciéon contra la infeccion por COVID-19 también seria un avance
importante para el desarrollo de nuevos antivirales y vacunas contra este virus mediante la
identificacion de nuevos objetivos terapéuticos y factores que modulan la respuesta inmune

protectora.

6) Plan de difusién de resultados.
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Los resultados del proyecto planteado serian difundidos por la comunidad cientiica por medio
de la presentacién de articulos a revistas con indices de impacto de primer cuartil, asi como en

seminarios y congresos relacionados a la pandemia de SARS-CoV-2 en Espafa y Guatemala.

7) Plan de contingencia.
El principal problema de este tipo de proyectos es la elevada competencia internacional que
existe actualmente sobre la infeccion por SARS-COV-2, tanto a nivel de investigacion clinica
(farmacologia, vacunas) como de investigacion basica. En el caso de que el estudio propuesto
en este proyecto sea llevado a cabo total o parcialmente por otros grupos de investigacion,
nuestra aportacion seria la replicacion de los resultados previos. Paso esencial para corroborar
las asociaciones genéticas descubiertas. En muchos casos, los estudios de genes candidatos o
GWAS no se han replicado en poblaciones independientes, revelando errores de disefio o

estratificacion de la poblacion.
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rsid: variante, chr: chromosom, hgnc_symbol: simbolo del gen por el Comité de Nomenclatura Genética HUGO, rf: alelo de referencia en la referencia humana (GRCh38), alt: alelo alternativo,
minor_allele_freq: alelo de menor frecuencia cuando estaba disponible, cadd_phred: de 1-99, un valor mas alto significa una variante mas perjudicial; por encima de 10 significa que la
variante esta en el 10% superior, por encima de 20 en el 1% superior, fathmm-xf_score: entre 0-1, un valor mas alto significa una variante mas perjudicial, fathmm-xf predicen: "D" (DANO) si

la puntuacion> 0.5 o "N" (NEUTRAL) de lo contrario, annot_type: informacion sobre la ubicacién de la variante, consequence: informacion sobre el efecto funcional, clinical_importance:



Anexo1: Lista de variantes génicas patogénicas asociadas a pneumonia

rsid chr hgnc_symbol ref al minor_allele_-cadd_phrfathmm_xf_sfathmm_xannot_type consequence clinical_significance snpeff_ann
rs 104895217 chr12 TNFRSF1A A G NA 26.6 0.764702 D CodingTranscript NON_SY NONY MOL Pathogenic MODERATE
rs 104895219 chr12 TNFRSF1A G A NA 25 0.791864 D CodingTranscript NON_SY NONY MOL Pathogenic MODERATE
rs 104895220 chr12 TNFRSF1A C A NA 28 0.742954 D CodingTranscript NON_SY NONY MOL Pathogenic MODERATE
rs121912691 chr2 SLC3A1 T C 0.000399 25.7 0.945192 D CodingTranscript;Intergen NON_SY NONY MOL Pathogenic MODERATE
rs 104895271 chr12 TNFRSF1A A C NA 0.003 0.118158 N CodingTranscript NON_SY NONY MOL Pathogenic MODERATE
rs 104895225 chr12 TNFRSF1A A C NA 254 0.763789 D CodingTranscript NON_SY NONY MOL Pathogenic MODERATE
rs104895218 chr12 TNFRSF1A C T NA 29.2 0.701129 D CodingTranscript NON_SY NONY MOL Pathogenic MODERATE
rs 104895221 chr12 TNFRSF1A A G NA 24.7 0.832361 D CodingTranscript NON_SY NONY MOL Pathogenic MODERATE
rs 104895222 chr12 TNFRSF1A C T NA 25.7 0.818738 D CodingTranscript NON_SY NONY MOL Pathogenic MODERATE
rs 104895223 chr12 TNFRSF1A C G NA 277 0.701129 D CodingTranscript;RegulattNON_SY NONY MOL Pathogenic MODERATE
rs 104895228 chr12 TNFRSF1A A T NA 24 0.744673 D CodingTranscript NON_SY NONY MOL Pathogenic MODERATE
rs121912693 chr2 SLC3A1 T C NA 24.7 0.937658 D CodingTranscript NON_SY NONY MOL Pathogenic MODERATE
rs121912695 chr2 SLC3A1 C G NA 225 0.283983 N CodingTranscript NON_SY NONY MOL Pathogenic MODERATE
rs121912696 chr2 SLC3A1 C A NA 25.6 0.795055 D CodingTranscript;TranscriNON_SY NONY MOL Pathogenic MODERATE
rs121912697 chr2 SLC3A1 G A 0.000399 29.3 0.775535 D CodingTranscript NON_SY NONY MOL Pathogenic MODERATE
rs1361526419 chr2 SLC3A1 C T NA 43 0.147599 N CodingTranscript STOP_GAINED Pathogenic HIGH
rs1361526419 chr2 SLC3A1 C T NA 43 0.147599 N CodingTranscript STOP_GAINED Pathogenic HIGH
rs201502095 chr2 SLC3A1 C T 2e-04 34 0.783575D CodingTranscript;Intergen NON_SY NONY MOL Pathogenic MODERATE
rs368796166 chr2 SLC3A1 C T NA 34 0.835648 D CodingTranscript;TranscriNON_SY NONY MOL Pathogenic MODERATE
rs373176089 chr2 SLC3A1 C T NA 33 0.938594 D CodingTranscript;Intergen NON_SY NONY MOL Pathogenic MODERATE
rs375399468 chr2 SLC3A1 C G NA 29.4 0.858369 D CodingTranscript NON_SY NONY MOL Pathogenic MODERATE
rs375399468 chr2 SLC3A1 C T NA 34 0.83132D CodingTranscript NON_SY NONY MOL Pathogenic MODERATE
rs387907276 chr2 SLC3A1 T A NA 28.9 0.928818 D CodingTranscript NON_SY NONY MOL Pathogenic MODERATE
rs4149584 chr12 TNFRSF1A C G 0.00599 25.5 0.422224 N CodingTranscript NON_SY NONY MOL Pathogenic MODERATE
rs758627758 chr2 SLC3A1 T A NA 25.6 NA Transcript CANONICAL_SPLICPathogenic

rs768467260 chr2 SLC3A1 C A NA 29.2 0.371299 N CodingTranscript STOP_GAINED Pathogenic HIGH
rs779941675 chr2 SLC3A1 CG C NA NA NA Pathogenic HIGH
rs886039866 chr12 TNFRSF1A G A NA 0.001 0.18281 N CodingTranscript NON_SY NONY MOL Pathogenic MODERATE
rs886042834 chr2 SLC3A1 G T NA NA 0.597614 D Pathogenic HIGH

rs 104895287 chr12 TNFRSF1A C T NA NA NA not provided HIGH
rs104895291 chr12 TNFRSF1A G C NA 35 0.19325 N CodingTranscript STOP_GAINED not provided HIGH
rs1555108112 chr12 TNFRSF1A C T NA 28.3 0.718304 D CodingTranscript NON_SY NONY MOL Likely pathogenic MODERATE
rs 104895232 chr12 TNFRSF1A A G NA 254 0.768446 D CodingTranscript NON_SY NONY MOL Likely pathogenic MODERATE
rs 104895276 chr12 TNFRSF1A G A NA 29.2 0.245939 N CodingTranscript NON_SY NONY MOL Likely pathogenic MODERATE
rs1555108112 chr12 TNFRSF1A C G NA 26.7 0.864042 D CodingTranscript NON_SY NONY MOL Likely pathogenic MODERATE
rs 1558450604 chr2 SLC3A1 T G NA NA NA Likely pathogenic HIGH
rs184648701 chr2 SLC3A1 T G 2e-04 28.8 0.897423 D CodingTranscript NON_SYNONY MOl Likely pathogenic

rs567478582 chr2 SLC3A1 G A 2e-04 32 0.874204 D CodingTranscript NON_SYNONY MOL Likely pathogenic MODERATE
rs776729515 chr2 SLC3A1 T C NA 29.1 0.926135D CodingTranscript;TranscriNON_SY NONY MOL Likely pathogenic MODERATE
rs876661031 chr12 TNFRSF1A C T NA 28.4 0.384387 N CodingTranscript NON_SY NONY MOL Likely pathogenic MODERATE
rs904926333 chr2 SLC3A1 G T NA 24 0.562842 D CodingTranscript NON_SYNONY MOL Likely pathogenic MODERATE

estandar para informar la importancia clinica, snpeff_ann: evaluacién del posible impacto de la variante (HIGH, MODERATE, MODIFICADOR o BAJO).
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