TRABAJO FIN DE GRADO
BIOTECNOLOGIA

Genética de la inmunidad innata en la infeccidn
por SARS-CoV-2y en la COVID-19:

el gen MDAS5/IFIH1 como factor de riesgo para enfermedad

severa

M “:A”.' LA /\,|
i f\/\\ A |/\ '| ||" "| |" 'l ."I 'f\/\ M /M W\

Al

Maria Gertrudis Muiiz Banciella

::i__—
—

Laboratorio de Genética Molecular — Hospital Universitario Central

de Asturias (HUCA)

Mayo 2022

((XL:J}Q\ UNIVERSIDAD DE OVIEDO
N FACULTAD DE BIOLOGIA




Genética de la inmunidad innata en la Grado en ;**:*w
infeccion por SARS-CoV-2 y en la COVID-19 Biotecnologia MR
Resumen

La inmunidad innata esta implicada en la susceptibilidad a la infeccion por SARS-CoV-2 y en la
progresion de la COVID-19 hacia una forma leve de la enfermedad o hacia una neumonia severa. El
sensor de ARN MDADS es un componente de esta inmunidad, importante en la respuesta frente a
infecciones virales. El gen que codifica al MDAS5 (IFIH1) es polimorfico y algunas variables se han
asociado a la respuesta antiviral. En concreto, el polimorfismo rs1990760 de este gen podria estar
asociado al riesgo de desarrollar una forma severa de la COVID-19. En este trabajo, se analizaron 478
pacientes de Asturias que habian sido ingresados en la UCI del HUCA por neumonia bilateral severa
debida al SARS-CoV-2. Las variables demograficas, clinicas y analiticas se obtuvieron de las
historias. Tras obtener el ADN de los pacientes, se genotip6 el polimorfismo rs1990760 C/T mediante
PCR en tiempo real con sonda TagMan. Todas las variables se recogieron en una base Excel y las
diferencias entre grupos se analizaron estadisticamente con el software R. La mortalidad por COVID-
19 se relaciond con una edad avanzada (p<10®) y con niveles elevados de IL-6 (p=0,009). El
polimorfismo rs1990760 no se asocié significativamente al riesgo de fallecimiento. Los pacientes
portadores del alelo C (CC+CT) tenian una edad media dos afios menor que los TT (64 vs. 66 afios) y
los genotipos CC y CT eran significativamente mas frecuentes en los menores de 65 afios (52,9% vs.
40,6%; p=0,01). Ademas, los pacientes portadores del alelo C tenian también niveles de IL-6 mas
elevados al ingreso en UCI (p=0,008). Con todo, el alelo IFIH1 rs1990760 C es un modificador de la
edad de ingreso en UCI por COVID-19, determinando asi la severidad de la enfermedad. Este efecto
podria explicarse por una mayor actividad proinflamatoria, caracteristica de esta enfermedad a través
de la tormenta de citocinas.

Abstract

Innate immunity is involved in susceptibility to SARS-CoV-2 infection and in the progression of
COVID-19 to an illness mild form or to severe pneumonia. The RNA sensor MDAS5 is an important
component of this immunity, and it is responsible for the response against viral infections. The gene
that codes for the MDAS (IFIH1) is polymorphic and some of its variants have been associated with
an antiviral response. Specifically, the rs1990760 could be associated with the risk of developing a
severe form of COVID-19. In this study, 478 patients from Asturias who had been admitted to the
HUCA ICU for severe bilateral pneumonia due to SARS-CoV-2 were analyzed. Demographic, clinical
and laboratory variables were obtained from the medical records. After the DNA extraction, the
rs1990760 C/T polymorphism was genotyped using real-time PCR with a TagMan probe. All the data
were collected in an Excel database and the differences between groups were statistically analyzed
with the R software. Mortality from COVID-19 was related to advanced age (p<10) and to high
levels of 1L-6 (p=0.009). The rs1990760 polymorphism was not significantly associated with the risk
of death. The patients carrying the C allele (CC+CT) had an average age two years lower than the ones
with the TT genotype (64 vs. 66 years) and the CC and CT genotypes were significantly more frequent
in those under 65 years (52.9% vs. 40.6%, p=0.01). In addition, patients carrying the C allele also had
higher IL-6 levels on ICU admission (p=0.008). All in all, the IFIH1 rs1990760 C allele is a modifier
of the age at admission to the ICU for COVID-19, thus determining illness severity. This effect could
be explained by a greater proinflammatory activity, characteristic of this disease through the cytokine
storm.
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Abreviaturas

ACE2 (angiotensin converting enzyme 2): enzima convertidora de angiotensina 2
ADN: acido desoxirribonucleico

ARDS (acute respiratory distress syndrome): sindrome de dificultad respiratoria aguda
ARN: &cido ribonucleico

CARD (caspase-recruitment domain): dominio de reclutamiento y activacion de caspasa
DHX58 (DExH-box helicase 58): proteina codificada por el gen DExH-box helicasa 58
DLP: dislipemia

GWAS (genome-wide association study): estudio de asociacion del genoma completo
HTA: hipertension arterial

HUCA: Hospital Universitario Central de Asturias

IC: intervalo de confianza

IFIH1 (interferon induced with helicase C domain 1): gen codificante del dominio 1 de la helicasa
C inducida por interferdn

IFN: interferén

1Q: intercuartilico
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IL: interleucina

IMC: indice de masa corporal

ISGs (interferon-stimulated genes): genes estimulados por interferdn

MAVS (mitocondrial antiviral-signaling protein): proteina de sefializacion antiviral mitocondrial

MDAS5 (melanoma differentiation-associated gene 5): proteina codificada por el gen asociado a
la diferenciacion del melanoma 5

Me: mediana

NLRs (nucleotide oligomerization domain (NOD)-like receptors): receptores tipo dominio de
oligomerizacion de nucleétido (DON)

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OR: odds ratio

PAMPs (pathogen-associated molecular patterns): patrones moleculares asociados a patégenos
PaO,/FiO.: presion parcial de oxigeno/fraccion inspiratoria de oxigeno

PCR (polymerase chain reaction): reaccion en cadena de la polimerasa

PRRs (pattern-recognition receptors): receptores de reconocimiento de patrones

gPCR (quantitative polymerase chain reaction): PCR cuantitativa o en tiempo real

RD (repressor domain): dominio represor

RIG-1 (retinoic acid inducible gene I): proteina codificada por el gen | inducible por &cido
retinoico (GIR-I)

RLRs (retinoic acid-inducible gene | (RIG-1)-like receptors): receptores tipo GIR-I

SARS-CoV-2 (severe acute respiratoy syndrome coronavirus 2): coronavirus de tipo 2 del
sindrome respiratorio agudo severo

SESPA: Servicio de Salud del Principado de Asturias
SNP (single nucleotide polymorphism): polimorfismo de nucleétido simple
TLRs (toll-like receptors): receptores tipo toll

TMPRSS2 (transmembrane protease serine 2): proteasa transmembrana serina 2
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1. Introduccion

1.1. Generalidades del SARS-CoV-2y de la COVID-19

El coronavirus de tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo severo, 0 SARS-CoV-2, fue
identificado, en diciembre de 2019, como el agente causante de la pandemia de la COVID-19,
que actualmente sigue siendo una emergencia sanitaria a nivel mundial (Yin et al., 2021). Segun
datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en Espafia, desde enero de 2020, se han
contabilizado casi 12 millones de casos y se han producido mas de 100 mil muertes. En Asturias,
segun datos del Servicio de Salud del Principado de Asturias (SESPA), se han contabilizado 218

mil casos positivos y unos 2700 fallecidos.

La COVID-19 es una enfermedad muy heterogénea y su gravedad puede estar relacionada con
maltiples factores socioeconémicos (atencion médica, efectividad de las cuarentenas, politicas
gubernamentales...) y también con factores asociados al paciente individualmente. Entre los
factores que contribuyen a la susceptibilidad, la gravedad y el desarrollo individual de la COVID-
19 se encuentran la edad avanzada, el estado de salud basal y las enfermedades preexistentes, asi

como la base genética de cada paciente (Deng et al., 2021).

Los sintomas clinicos tipicos de la COVID-19 son fiebre, dolor de cabeza, dolor muscular, tos
seca, dificultad para respirar y, en los casos mas avanzados, una neumonia bilateral (Chen et al.,
2020; Zhou et al., 2020c). En la mayoria de los casos, el SARS-CoV-2 causa una manifestacion
de la enfermedad asintomatica o leve, con sintomas poco especificos (Deng et al., 2021; Yin et
al., 2021). Pero en los casos graves, generalmente en pacientes de edad avanzada y con
comorbilidades, la insuficiencia respiratoria puede derivar en lesiones pulmonares agudas y/o

fallos multiorganicos en los casos mas severos (Deng et al., 2021; Zhou et al., 2020b, 2020c¢).

La evolucién tipica hacia formas severas de la COVID-19 comienza con una presentacion
leve/moderada seguida de un empeoramiento respiratorio. Esta evolucién bifésica sugiere una
respuesta inflamatoria desregulada en el paciente, produciéndose un desequilibrio entre los
mediadores pro y antiinflamatorios. Esto conduce al reclutamiento y acumulacion de leucocitos
en los tejidos, lo que puede provocar el sindrome de dificultad respiratoria aguda (ARDS)
(Hadjadj et al., 2020). Es decir, en pacientes criticos con COVID-19 habria no s6lo una menor
eficacia de la respuesta antiviral (eliminacion del virus), sino también una mayor respuesta
inflamatoria que exacerba el dafio en el tejido infectado, perdiendo la homeostasis (Amado-
Rodriguez et al., 2022).

El SARS-CoV-2 es un betacoronavirus de ARN monocatenario y de sentido positivo, envuelto
por una bicapa lipidica esférica y no segmentado (Deng et al., 2021; Rebendenne et al., 2021; Yin

etal., 2021). La transmision de este virus entre personas puede darse mediante aerosoles, contacto
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directo, contacto fecal-oral o transmision transplacentaria (Deng et al., 2021). Infecta
principalmente a las células epiteliales respiratorias y se propaga a través del tracto respiratorio,
aunque también puede replicarse en otros 6rganos y sistemas, como el tracto gastrointestinal, los
vasos sanguineos, la piel o el sistema nervioso (Deng et al., 2021; Rebendenne et al., 2021).

Su entrada en las células diana esta mediada por el receptor de la enzima convertidora de
angiotensina 2 (ACE2) y por la proteasa transmembrana serina 2 (TMPRSS2), que modifica la
proteina S e induce la fusion de la membrana del virus con la de la célula (Rebendenne et al.,
2021). Una vez que la particula viral entra en la célula, pierde su recubrimiento y el ARN viral se
traduce, generado las proteinas necesarias para la replicacion de su genoma y la produccion de
los viriones (Yin et al., 2021). La proteina ACE2 es esencial para la infeccion, caracteristica que
comparte con el SARS-CoV-1 y con otros coronavirus (Rebendenne et al., 2021).

1.2. Inmunidad innata antiviral en la COVID-19

El control de la infeccion por SARS-CoV-2, en la mayoria de los casos, se debe principalmente a
la activacion de la respuesta innata. Las células epiteliales pulmonares inducen un estado antiviral
en respuesta al SARS-CoV-2, limitando la replicacion viral (Yin et al., 2021; Zhou et al., 2020c).

La inmunidad innata es la primera linea de defensa contra los patdgenos, y constituye una
respuesta sistémica crucial para la prevencion de infecciones y el mantenimiento de la
homeostasis (Riera Romo et al., 2016). Los mecanismos de defensa innatos promueven una
respuesta inmediata tras el contacto con el patégeno y generan condiciones inflamatorias
independientes de la exposicion previa, y caracteristicas de la inmunidad adquirida mediada por
anticuerpos y linfocitos T (Riera Romo et al., 2016; Robertson, 1998). Esta respuesta es
especifica, ya que en la superficie celular se expresan receptores que reconocen diferentes
complejos (Riera Romo et al., 2016). Ademas, la inmunidad innata también tiene un papel
fundamental en la activacién y la regulacion de la inmunidad adaptativa o adquirida, muy
importante en la respuesta a la reinfecciones viricas y a la inmunizacién por las vacunas (Kaur
and Secord, 2021; Riera Romo et al., 2016; Takeuchi and Akira, 2009).

El sistema inmunitario innato abarca practicamente todos los tejidos e involucra células tanto de
origen hematopoyético como no hematopoyético (Kaur and Secord, 2021). Los componentes no
hematopoyéticos incluyen la piel y las células epiteliales que recubren los tractos gastrointestinal,
genitourinario y respiratorio (Kaur and Secord, 2021). Estas estructuras externas son el principal
mecanismo de la inmunidad innata, y sirven de barreras protectoras que aislan el medio interno
de factores externos, evitando la infeccion y propagacion de microorganismos patdgenos.
Ademas, tanto la piel como las membranas mucosas exhiben defensas bioquimicas bésicas contra

los microorganismos patégenos (Riera Romo et al., 2016).
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Las células hematopoyéticas incluyen macréfagos, mastocitos, neutrofilos, eosinofilos, células
dendriticas y células natural killer (Kaur and Secord, 2021). Estas células poseen receptores de
reconocimiento, se activan durante la respuesta inflamatoria, se diferencian en células efectoras
y secretan mediadores inflamatorios para eliminar la infeccion (Deng et al., 2021; Kaur and
Secord, 2021). Entre los mediadores secretados destacan las citocinas, proteinas que se encargan
de mediar la comunicacion entre las células y son esenciales para la respuesta inmune. Se
subdividen en: interferones, interleucinas, factores de necrosis tumoral y factores de crecimiento
(Riera Romo et al., 2016).

Dentro de los componentes de la inmunidad innata hay también proteinas que pueden reconocer
secuencias de ARN o ADN microbiano. Este sistema se basa en reconocer, dentro de estas
secuencias gque no se presentan libres en el organismo de forma habitual, motivos invariables
especificos (Kaur and Secord, 2021). Unos de los receptores que utiliza el sistema inmunitario
para reconocer los microorganismos infecciosos son los receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs), que son activados por los patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPS),
altamente conservados (Dias Junior et al., 2019; Kaur and Secord, 2021). Los PAMPs son
exclusivos de los microbios y son necesarios para su supervivencia y patogenicidad, por lo que
generalmente son secuencias que no admiten mutaciones y se detectan por el sistema inmunitario
(Kaur and Secord, 2021). Sin embargo, se ha visto que los PAMPs del SARS-CoV-2 pueden
escapar eficazmente de la deteccion de los PRRs citosolicos, perturbando el sistema inmunitario
(Deng et al., 2021).

Dentro de los PRRs se incluyen los receptores tipo toll (TLRS), los receptores tipo gen I inducible
por &cido retinoico (RLRs) y los receptores tipo dominio de oligomerizacion de nucleétido
(NLRs) (Takeuchi and Akira, 2009). La activacion de los receptores PRR, especialmente los
TLRs y RLRs, lleva a la produccion de interferones (IFNs) de tipo | y Il y citocinas
proinflamatorias, que pueden actuar de manera tanto paracrina como autocrina (Rebendenne et
al., 2021; Takeuchi and Akira, 2009). En particular, los interferones constituyen una de las
primeras lineas de defensa contra las infecciones virales a través de la regulacién de los genes
estimulados por interferén (ISGs) que, en definitiva, inducen un estado antiviral en las células

infectadas y vecinas (Rebendenne et al., 2021).

A su vez, la familia de los RLRs esta compuesta por tres miembros: la proteina codificada por el
gen | inducible por acido retinoico (RIG-I), la proteina codificada por el gen 5 asociado a la
diferenciacién del melanoma (MDADS) y la proteina codificada por el gen DExH-box helicasa 58
(DHX58). Estas proteinas se expresan ubicuamente a niveles bajos mientras las células estan en
reposo, pero su expresion aumenta considerablemente tras la infeccion virica. Los RLRs son

esenciales para el reconocimiento de patdgenos y la posterior activacion del interferon y de genes
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antivirales e inmunomoduladores, que controlan la replicacion y propagacion del virus y sirven

para regular la respuesta inmune adaptativa (Dias Junior et al., 2019; Loo and Gale, 2011).

1.3. Genética de la COVID-19: MDAS y polimorfismo rs1990760

La proteina MDAS5 (también conocida como helicard o IFIH1), perteneciente a la familia de los
RLRs, estd codificada por el gen IFIH1, que se encuentra en el cromosoma 2. Presenta una
funcién protectora contra las infecciones viricas, ya que puede reconocer los virus con genomas
de cadena sencilla o doble de ARN (reconoce principalmente los de doble cadena larga, >2 kb) e
induce una respuesta del interferén tipo | (Dias Junior et al., 2019; Liu et al., 2021a; Loo and
Gale, 2011; Takeuchi and Akira, 2009). Ademas, esta proteina también se ha visto implicada en
varias enfermedades autoinmunes y autoinflamatorias, asi como en la respuesta a algunas formas

del tratamiento del cancer (Dias Junior et al., 2019).

A.
Dominio N terminal Dominio Central Dominio C terminal
B.

Figura 1. A. Estructura tridimensional de la proteina MDAJ. En el centro de la imagen, redondeado, puede
verse el polimorfismo rs1990760, que provoca el cambio aminoacidico que corresponde a A946T. Figura
obtenida de: https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q9BY X4. B. Esquema de la representacion estructural de la
proteina MDADS con los dominios implicados en la sefializacion. Figura modificada de Loo and Gale (2011).

Su estructura (Figura 1) est4 formada por un dominio central helicasa de ARN DExD/H-box y un
dominio C terminal represor (RD), ambos responsables del reconocimiento y la unién al ARN,

junto con dos dominios N terminales de reclutamiento y activacion de caspasa (CARDs),
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indispensables para desencadenar las cascadas de sefializacion intracelular (Dias Junior et al.,
2019; Loo and Gale, 2011; Takeuchi and Akira, 2009).

En relacion con la infeccion por SARS-CoV-2, durante su replicacion se producen intermediarios
de ARN de doble cadena que son reconocidos por PRRs. Se ha visto que tanto MDA5 como
DHX58 son necesarios para el reconocimiento del SARS-CoV-2, pero no lo es RIG-I. Ademas,
como DHX58 carece del dominio CARD, necesario para inducir IFN en las células infectadas, se
cree que funciona como amplificador de la respuesta de IFN mediada por MDAS5 (Yin et al.,
2021). Asimismo, se demostro que el MDAS es el detector principal del SARS-CoV-2 en las
células epiteliales pulmonares Calu-3, ya que su ausencia afecté drasticamente a las cantidades
de IFN I y Il producidas (Rebendenne et al., 2021).

SARS-CoV-2

‘l IFN-p | Receptores

512, ——  delFN
.'- | FN-A |
Célula pulmonar  ace2 §Pe 1 ‘II. ‘IrJ
:["_'\'[['I'RSSZ E I' IL
Replicacion R
i T W
. ~L Varias proteinas
ARN viral bl w y factores
 DHxs8 || MDAS |
’ MAVS | —
“ / | IFN-B |

Factores de regulacion / | IFN- A |
' ISRE [N

Figura 2. Esquema en el que se muestra el reconocimiento del ARN del SARS-CoV-2 por el sensor de
ARN MDAJ5, lo que induce la respuesta del interferon y la regulacion positiva de los 1SGs. Esquema
modificado de Yin et al (2021).

Tras la activacién del receptor MDAS mediante su union al ARN, los CARDs interacttan con las
proteinas de sefializacion antiviral mitocondrial (MAVS), lo que en Gltimo término conduce a la
transcripcion de los genes que codifican los interferones tipo I, imprescindibles para la inmunidad

antiviral, y que seguidamente regulan positivamente los ISGs (Figura 2) (Dias Junior et al., 2019;
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Gorman et al., 2017; Liu et al., 2021a). Las proteinas codificadas por los ISGs estan involucradas
en la eliminacion de componentes virales de las células infectadas, induciendo su apoptosis y
confiriendo ademas resistencia a la infeccion viral en las células que no han sido infectadas (Dias
Junior et al., 2019; Takeuchi and Akira, 2009).

La expresion elevada de varios ISGs en los fluidos pulmonares de pacientes con COVID-19,
apoya la hipotesis de que el control de la infeccion por SARS-CoV-2, en la mayoria de los casos,

se debe principalmente a la activacion de la respuesta innata (Yin et al., 2021).

Por una parte, la respuesta inicial de IFN parece ser mayor en pacientes con niveles leves y
moderados de la enfermedad, mientras que esta reducida en aquellos pacientes en estado critico
(Hadjadj et al., 2020). Pero por otro lado, los IFN parecen estar elevados en pacientes con COVID-
19 moderado y grave durante el curso de la enfermedad (Lucas et al., 2020). Es decir, una vez se
ha producido la infeccion, la carga viral parece estar altamente correlacionada con los niveles de
IFN (Lucas et al., 2020). Asi, tras la infeccién con SARS-Cov-2 se inducen potentes respuestas
innatas en las células epiteliales de pulmdn, con una induccién retardada de los IFNs (Rebendenne
etal., 2021; Yin et al., 2021).

La respuesta por parte del paciente a la infeccién por SARS-CoV-2 puede afectar a la gravedad
con la que se desarrolle la enfermedad (Yin et al., 2021). La respuesta inadecuada por parte de
IFN I parece caracterizar los casos mas graves (Rebendenne et al., 2021), y se ha visto que la baja
produccion de IFNs (Liu et al., 2021a), o limitar su funcién en la defensa contra el SARS-CoV-

2, conduce al desarrollo de una forma severa de COVID-19 (Yin et al., 2021).

Ademas, que la respuesta de los IFNs no sea adecuada, puede suponer un aumento de la carga
viral en los pacientes con COVID-19 que, en ultimo lugar, produce hipercitocinemia, o tormenta
de citocinas, una desregulacién inmunitaria en la que se elevan los niveles de citocinas circulantes
y que se asocia al dafio sistémico (Deng et al., 2021; Rebendenne et al., 2021; Zhou et al., 2020c).
Entre las citocinas inflamatorias, se ha visto que la interleucina 6, que activa los linfocitos y
aumenta la produccion de anticuerpos (Robertson, 1998), desempefia un papel clave en el
desarrollo de esta tormenta de citocinas de la COVID-19 (Deng et al., 2021). Mayores niveles
iniciales de citocinas estan asociados a un peor prondstico de la enfermedad (Lucas et al., 2020).
Tras estudiar el transcriptoma de ocho pacientes con COVID-19, se detectaron niveles elevados
de expresion de genes proinflamatorios, como las citocinas. Sin embargo, estos niveles parecian
disminuir con el tiempo, lo que sugeria que la inflamacion exuberante podria resolverse

progresivamente (Zhou et al., 2020c).

Con todo, la respuesta de las células epiteliales de pulmén a la infeccién por SARS-CoV-2 esta

mediada principalmente por el sensor de ARN MDAD5, y se ha puesto de manifiesto la importancia
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de la sefializacion de IFN en la restriccion de la replicacion viral y en el control de la gravedad de
la COVID-19 (Yin et al., 2021).

El polimorfismo de nucleétido simple (SNP) rs1990760 (c.3213C>T) del gen IFIH1 esta descrito

en www.ensemble.org como una variante con cambio aminoacidico de alanina por treonina

(p-A946T) dentro del dominio C terminal de la proteina MDAS, dominio responsable del

reconocimiento y la unién al ARN viral.

Varios estudios describen al alelo T como el alelo de riesgo para algunas de las enfermedades
autoinmunes (Wawrusiewicz-Kurylonek et al., 2020). Tras realizarse un metaandlisis para
estudiar la relacion entre este polimorfismo y algunas de las enfermedades autoinmunes
mayoritarias, se demostré que el alelo T conferia susceptibilidad a padecer diabetes de tipo 1
(Bougas et al., 2013), lupus eritematoso sistémico, esclerosis maltiple y artritis reumatoide,
mientras que el polimorfismo podria no tener efecto sobre la enfermedad de Graves y la
enfermedad de Addison (Cen et al., 2013). Por otro lado, también se encontraron asociaciones
significativas del alelo T en el polimorfismo rs1990760 con la esclerosis maltiple, la diabetes

LADA vy la enfermedad de Graves (Wawrusiewicz-Kurylonek et al., 2020).

Si bien han sido varios los estudios que demuestran la asociacién del alelo T de este polimorfismo
con enfermedades autoinmunes, hay poca informacion sobre el efecto de esta variable en la
funcionalidad de la proteina MDAS y en como afectaria al control viral. El papel de este alelo
esta definido como una variante protectora frente a infecciones virales especificas, ya que
favorece una mayor produccion de IFN I, aunque al mismo tiempo también promueve el riesgo
de desarrollar una enfermedad autoinmune a través de una sefializacion basal (Gorman et al.,
2017). Ademas, en modelos experimentales de infeccion por el virus Coxsackie, el genotipo TT
da como resultado niveles méas bajos de citoquinas proinflamatorias sin una reduccién importante

en la eliminacidn viral (Domsgen et al., 2016).

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente mencionado, parece que el alelo T en este polimorfismo
protege a los pacientes de una infeccion viral a costa de un mayor riesgo de padecer enfermedades
autoinmunes. Sin embargo, estas enfermedades son muy complejas e involucran multiples
interacciones entre mutaciones genéticas y factores ambientales. Ademas, en la mayoria de los
casos, aungue un solo polimorfismo pudiera aumentar el riesgo de desarrollar una enfermedad

autoinmune, los sintomas no se llegarian a manifestar (Maiti, 2020).

Por lo tanto, como el alelo T en el polimorfismo rs1990760 desempefia un papel importante en la
resistencia a la infeccion viral, se esperaria que las personas portadoras de este alelo tuvieran

niveles mas altos de IFN y un menor riesgo de infeccion por SARS-CoV-2 (Maiti, 2020).
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Por otro lado, este polimorfismo también podria estar implicado en el desarrollo de una forma
menos severa del COVID-19. En pacientes criticos, y homocigotos para el alelo T, se ha visto
reducida la expresion de IFIH1. Estos pacientes mostraron una respuesta inflamatoria atenuada a
la infeccidn, una buena produccion de células antiinflamatorias y menores concentraciones de
mediadores proinflamatorios, lo que en conjunto condujo a una mejor evolucién de la enfermedad
y una disminucién de la mortalidad (Amado-Rodriguez et al., 2022). Ademas, también se ha
descrito una menor expresion génica ligada al alelo T en leucocitos circulantes de pacientes con
diabetes tipo | (Liu et al., 2009). Este y otros estudios representarian evidencias funcionales para

explicar la asociacion entre el polimorfismo rs1990760 y la enfermedad virica.

Apenas seis meses después de la declaracion de la pandemia, se publicaron los primeros estudios
sobre las bases genéticas de la susceptibilidad a desarrollar COVID-19. Entre ellos, un estudio de
asociacion del genoma completo (GWAS) describi6 un locus en el brazo corto del cromosoma 3
(Severe Covid-19 GWAS Group et al., 2020). Ademas, varios estudios han relacionado variantes
en genes de entrada del SARS-CoV-2 (ACEZ2), en genes implicados en su procesamiento (furina
0 TMPRSS?2) y, especialmente, en genes implicados en las respuestas inmune innata y adaptativa,
en la susceptibilidad a la COVID-19. En definitiva, se ha visto que la variacidn genética de cada
paciente afecta a la susceptibilidad de la infeccion por SARS-CoV-2 y a la gravedad en el
desarrollo de la COVID-19.

Las variantes asociadas pueden ser raras, funcionalmente muy activas (por ejemplo, codones de
parada prematuros), o polimorfismos frecuentes con cambios funcionales laxos, que actdan como
factores de susceptibilidad (Stertz and Hale, 2021). Pero en la mayoria de los estudios se ha
descrito una correlacion entre el riesgo genético y la edad a la que se desarrolla la enfermedad, lo
que también explicaria la menor prevalencia de algunas comorbilidades, como la hipertension, en
los pacientes mas jovenes (Azcarraga et al., 2019; Lobos Bejarano and Brotons Cuixart, 2011;
Menéndez et al., 2016; Nakanishi et al., 2021). En este sentido, la COVID-19 es una enfermedad
multifactorial tipica, con factores de riesgo heredados y adquiridos, y con efectos divergentes
segun la edad del paciente: mayor relevancia de los factores genéticos a edad precoz y de los
adquiridos a edad avanzada (Gao et al., 2021; Nakanishi et al., 2021). Por tanto, es necesario
estudiar e identificar los genes que pudieran estar relacionados con la enfermedad, para poder
utilizarlos como biomarcadores que ayuden a identificar a las personas de alto riesgo, y a controlar
en ellas eficazmente el desarrollo de la COVID-19 (Deng et al., 2021).

2. Objetivo

Teniendo en cuenta todos los estudios previamente mencionados, el gen IFIH1 podria estar

implicado en la evolucién de la COVID-19, y su variacion podria condicionar el desarrollo de
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una forma severa de la enfermedad. El polimorfismo rs1990760 de este gen podria servir como
marcador genético, indicando el riesgo que tendria cada paciente de desarrollar una forma severa
de la COVID-19. Con todo, el objetivo de este trabajo es estudiar el efecto de este polimorfismo
en pacientes que han desarrollado una forma severa de la COVID-19, precisando ingreso en la
Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), y analizar su relacion con la evolucion de la enfermedad.
Ademas, también se estudio la relacion de esta, y otras variables demograficas y clinicas, con el
riesgo de mortalidad por COVID-19 severo. Asimismo, se analizd la evolucion de las variables

en las tres oleadas pandémicas que ocurrieron en Asturias entre marzo de 2020 y enero de 2021.
3. Materiales y métodos

3.1. Cohorte de pacientes y recopilacién de datos

Este estudio forma parte de un proyecto, desarrollado en el Hospital Universitario Central de
Asturias (HUCA), en el que se analiza la inmunogenética de la COVID-19. El estudio ha sido
aprobado por el Comité de Etica de Investigacion del Principado de Asturias, y todos los

pacientes, o sus familiares, han dado su consentimiento informado para participar en el estudio.

Todos los pacientes estudiados eran étnicamente europeos (caucasicos) y residentes en Asturias,
con edades comprendidas entre 19 y 95 afios. Ingresaron por una forma severa de la COVID-19
en la UCI del HUCA, entre marzo de 2020 y enero de 2021, a lo largo de tres oleadas pandémicas.
La primera oleada tuvo lugar en marzo de 2020, la segunda en septiembre de 2020 y la tercera en
enero de 2021. En las dos primeras oleadas predominaba la variante original del SARS-CoV-2,

mientras que en la tercera domind la variante alfa, o inglesa.

Se estudiaron 478 pacientes con COVID-19 (infeccidén por SARS-CoV-2 confirmado por PCR
nasofaringea) que requirieron ingreso hospitalario por neumonia bilateral en la UCI del HUCA.
Por tanto, todos presentaban una forma severa de la enfermedad, y una de las limitaciones de este
estudio es que no se incluye un grupo control que presente casos mas leves de la COVID-19. Se

excluyeron del estudio pacientes con inmunodeficiencias severas.

Todas las variables demogréficas (edad y sexo), clinicas y analiticas se recogieron de las historias
de los pacientes por el personal médico, y se incorporaron a una base de datos Excel. Los 65 afios
es la edad por encima de la cual se incrementa significativamente el riesgo de mortalidad en
pacientes con COVID-19 severo, ademas de ser la empleada en otros estudios genéticos para
diferenciar la COVID-19 precoz, y la utilizada por las autoridades sanitarias para priorizar el
seguimiento de los pacientes infectados y las politicas de vacunacion (Li et al., 2020). Por todo
ello, los 65 afios fue la edad de corte que se utiliz6 en este estudio para considerar COVID-19

precoz.
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Las variables hipertension (HTA), dislipemia (DLP), diabetes y tratamiento con corticoides
fueron clasificadas por los clinicos como si 0 no en base a las historias de los pacientes. El valor
del indice de masa corporal (IMC) (kg/m?) a partir del cual se considera obesidad fue 30 kg/m?.
Los valores de IL-6 (pg/mL), dimero D (ng/mL), ferritina (ug/L) y presion parcial de
oxigeno/fraccion inspiratoria de oxigeno (PaO2/FiO2) (mmHg) fueron medidos al ingreso en la
UCI. En base a publicaciones previas que indican cuéles son los limites de mal prondstico para
estos parametros, se establecieron los cortes en 70 pg/mL (Del Valle et al., 2020), 2000 ng/mL
(Berger et al., 2020), 1000 pg/L (Del Valle et al., 2020) y 300 mmHg (Huang et al., 2020),
respectivamente. El periodo de seguimiento del paciente fue desde su ingreso en UCI hasta su
alta o fallecimiento. Todos estos datos estan a disposicion para replicacion de los resultados, o
elaboracién de metaanalisis, a través del investigador principal del proyecto “Inmunogenética de
la COVID-19” (Dr. Eliecer Coto, Genética Molecular HUCA; proyecto ISCIII 21/00819).

3.2. Procesamiento y genotipado de muestras

El ADN se obtuvo de los leucocitos de la sangre de los pacientes y se almacené a -20 °C, como
una coleccién de muestras, en el Laboratorio de Genética Molecular del HUCA. La extraccion se

realizd automaticamente con el equipo Maxwell® 16 System.
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Figura 3. Representacion de la discriminacion alélica con la sonda TagMan utilizada, siendo los puntos
verdes los individuos heterocigotos CT, los azules homocigotos TT y los rojos homocigotos CC para el
SNP rs1990760. Los pacientes marcados con una X son aquellos a los que no se les ha podido determinar
su genotipo. La X recuadrada en negro se corresponde con el control negativo (se lleva a cabo la reaccion
sin afiadir ningin ADN).
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El polimorfismo rs1990760 C/T del gen IFIH1 se determiné mediante PCR en tiempo real (qQPCR)
con una sonda TagMan (referencia C__ 2780299 30; Applied Biosystems™), en el dispositivo
7500 Real-Time PCR System. Las sondas estan marcadas con un fluorocromo en 5’: con FAM

para el alelo T y con VIC para el alelo C (Figura 3). La gPCR se llevé a cabo en las condiciones

especificadas por el proveedor, con una desnaturalizaciéon a 95 °C durante 10 minutos, seguida de

40 ciclos de 30 segundos a 95 °C y un minuto a 60 °C.

Para confirmar que el protocolo permitia genotipar a los pacientes correctamente, se secuenciaron
muestras de los tres genotipos (CC, CT y TT) mediante Sanger capilar de fragmentos de PCR,

cuyo resultado puede verse en la Figura 4.
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Figura 4. Secuencias de fragmentos de PCR de pacientes con distinto genotipo para el SNP rs199070
(A946T), obtenidas mediante secuenciacion Sanger. Se muestra la secuencia de la cadena complementaria.
Subrayado en amarillo se muestra el cambio de nucleétido y, subrayado en verde, el cambio de aminoécido.
(A) Genotipo T homocigoto (A en la secuencia). (B) Genotipo heterocigoto CT (AG en la secuencia). (C)

Genotipo C homocigoto (G en la secuencia).

3.3. Analisis estadistico

Todo el andlisis estadistico se realiz6 sobre los datos de la base Excel con el software libre R
(www.r-project.org). En la estadistica descriptiva se determind la distribucion de todas las
variables (edad, sexo, HTA, diabetes, DLP, IMC, IL-6, dimero D, ferritina, PaO,/FiO, y

tratamiento con corticoides) frente a la mortalidad. Para comparar la diferencia entre fallecidos/no

fallecidos se empled la regresion logistica simple. Puesto que la edad es la variable “no
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modificable” mas determinante de la mortalidad, se valor6 mediante regresion logistica la
correlacion del resto de variables con la edad y con una edad menor de 65 afios. Para determinar
la independencia entre las variables se empled la regresion logistica multiple con el modelo lineal
generalizado de R. Las diferencias se expresaron como p valores y Odds Ratios (ORs) con
intervalos de confianza (IC) al 95%.

En cuanto al polimorfismo rs1990760, se analiz6 su relacion con las variables de ingreso en UCI,
ademas de con la mortalidad, el sexo y la edad. Estudios previos muestran que la respuesta inmune
de los pacientes con un genotipo TT difiere de la de los pacientes con genotipos CC y CT
(Wawrusiewicz-Kurylonek et al., 2020). Por tanto, el analisis estadistico se realizé6 comparando
los pacientes portadores del alelo C (genotipos CC y CT) frente a los homocigo6ticos para el alelo
T (genotipo TT). La distribucion de las frecuencias alélicas para el polimorfismo rs1990760 entre

la poblacién espafiola es de 0,36/0,64 para C/T, respectivamente (www.ensembl.org). Estos

valores, tomados como controles, solo se utilizaron para compararlos con los hallados en nuestros
pacientes, sin otro proposito que el de conocer los valores de estas frecuencias en nuestra
poblacién. En la Figura 5 puede verse la distribucion de las frecuencias alélicas para la poblacion

europea y sus subpoblaciones.

EUR CEU FIN
' » C:390% * (C:38% ‘ * C:41%

» T:61% w T:62% » T:39%

GBR IBS TSI

’

w» (C:38% ‘ ® C:36% » C:44%
s T:62% * T:64% e T:56%

Figura 5. Distribucion de las frecuencias alélicas del SNP rs1990760 entre la poblacién europea (EUR) y
las distintas subpoblaciones: residentes de Utah con ascendencia del norte y oeste de Europa (CEU),
finlandeses (FIN), britanicos (GBR), ibéricos (IBS) e italianos (TSI). Imagen obtenida y modificada de:
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=2:162267041-
162268041;v=rs1990760;vdb=variation;vf=183064627

Por ultimo, para las tres oleadas pandémicas se analiz6 la relacion con la edad y el sexo de los

pacientes, con la mortalidad y con el genotipo.
4. Resultados y Discusion

4.1. Caracteristicas de los pacientes con COVID-19 critico (ingresados en UCI)

En la Tabla 1 se resumen las variables estudiadas en los pacientes con COVID-19 ingresados en

la UCI, y su relacion con la mortalidad. Tras hacer la comparativa univariante, el riesgo de fallecer
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se pudo asociar estadisticamente con la edad avanzada (p<107), con tener hipertension arterial
(p=0,008) y dislipemia (p=0,04), y con presentar valores elevados de la IL-6 (p=0,004).

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes ingresados en UCI (n=478) segun mortalidad. Regresion logistica
univariante.

Fallecidos
Si (n=106) No (n=372) p valor
> 65 82 (77,4 %) 162 (43,5 %)
Edad Media 71,2+10,5 62,2+11,8 8,1-101°
Me (rango 1Q) 73 (66 - 78) 64 (56 - 71)
Sexo varon (n=345) 75 (70,8 %) 270 (72,6 %) 0,71
HTA (n=343) 56 (69,1 %) 137 (52,3 %) 0,0076
Diabetes (n=333) 19 (24,4 %) 55 (21,6 %) 0,60
DLP (n=334) 45 (57,7 %) 113 (44,4 %) 0,036
Me (rango 1Q 29,9 (26,1 - 32,0 30,3 (27,2- 33,6
IMC (n=290) (rango 1Q) ( ) ( ) 0,56
> 30 29 (50,0 %) 126 (54,3 %)
Me (rango 1Q 78,0 (33,3 - 144,3 38,5(12,0-101,3
IL-6 (n=324) (rango 1Q) ( ) ( ) 0,0039
>70 35 (53,0 %) 87 (33,7 %)
963,0 (602,5 -
Me (rango 1Q) | 1297,0 (790,8 - 1706,0) ' '
Dimero D (n=297) 1704,0) 0,38
> 2000 18 (27,3 %) 51 (22,1 %)
o Me (rango 1Q) | 1268,5 (635,5-1706,0) 1087 (706,5 - 1703,0)
Ferritina (n=199) 0,92
> 1000 23 (57,5 %) 90 (56,6 %)
_ Me (rango IQ) | 207,3(146,7 - 269,0)  213,9 (166,0 - 266,9)
PaO2/FiO2 (n=309) 0,50
< 300 56 (81,2 %) 203 (84,6 %)

Como era de esperar, la edad avanzada (mayores de 65 afios), es el factor mas asociado con el
riesgo de fallecer, siendo la edad media de los pacientes fallecidos casi diez afios superior a la de
los no fallecidos. Se sabe que la edad avanzada esta asociada con una funcién inmunolégica
debilitada y con mayor nimero comorbilidades, lo que contribuye a la gravedad en el desarrollo
de la COVID-19 en estos pacientes (Ebinger et al., 2020; Gao et al., 2021; Grasselli et al., 2020;
Li et al., 2020; Zhang et al., 2021; Zhou et al., 2020a).

Como la edad avanzada es la variable que mas relacionada esta con el riesgo de fallecer, se realiz6
un andlisis estadistico multivariante para corregir los resultados en base a la edad. Sélo la IL-6
(p=0,009; OR = 0,5; 95%IC = 0,3 — 0,8) sigue saliendo estadisticamente significativa tras la
correccidn, lo que indica que valores elevados de este marcador si estan relacionados con el riesgo

de fallecer, independientemente de la edad del paciente (Tabla 2).
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Tabla 2. Analisis univariante y multivariante (edad y sexo) de la asociacién con la mortalidad. Se muestran
los Odds Ratio (ORs) y los intervalos de confianza (IC) al 95%.

OR (95% IC)

Univariante Multivariante

Edad (>65 afios) 4,4 (2,6 —17,6)

Sexo varon 0,9(0,6-15)
Hipertension 2,0(1,2-3,6) 1,6 (0,9-2,9)
Diabetes 1,2 (0,6 -2,2) 0,9(0,5-1,6)
Dislipemia 1,7(1,0-3,0) 1,5(0,9-2,5)
IL-6 <70 0,5(0,3-0,8) 0,5(0,3-0,8)
Dimero D <2000 0,8(0,4-15) 0,9(0,5-1,7)
Ferritina <1000 1,00,4-21) 0,7(0,3-1,7)

La IL-6 juega un papel clave en la respuesta inflamatoria exacerbada durante el desarrollo de la
COVID-19 (Hadjadj et al., 2020; L6pez-Martinez et al., 2022). Que los elevados niveles de IL-6
estén significativamente asociados al riesgo de fallecimiento en los pacientes de la UCI,
independientemente de la edad, concuerda con lo descrito en la bibliografia. Los niveles séricos
de IL-6 estan elevados en una forma grave de la COVID-19, y estos altos niveles se asocian a su
vez con un avance hacia formas méas severas de la enfermedad, pudiendo conducir al desarrollo
de la tormenta de citocinas (Coomes and Haghbayan, 2020; Del Valle et al., 2020; Henry et al.,
2020; Lopez-Martinez et al., 2022; Lucas et al., 2020; Rebendenne et al., 2021).

Por otro lado, se ha descrito que la infeccion por el SARS-CoV-2 produce en los pacientes una
induccion de IFN, acompariada de una débil induccion de los niveles de IL-6. Que no se produzcan
niveles elevados de IL-6 sugiere que las células epiteliales pulmonares podrian no ser los

principales contribuyentes a la respuesta inflamatoria tras la infeccion (Yin et al., 2021).

La IL-6 parece ser uno de los marcadores de supervivencia mas robustos y podria utilizarse como
un pardmetro para monitorizar el prondstico de los pacientes, pues permanece asociado a la
gravedad con la que se desarrolla la enfermedad y con el riesgo de fallecimiento,
independientemente de las caracteristicas demograficas o comorbilidades (Del Valle et al., 2020;
Henry et al., 2020). Ademas, estos resultados respaldan la necesidad de nuevos estudios para
dilucidar el papel de la inmunomodulacidn, especificamente a través de la inhibicion de IL-6, en
el contexto de la COVID-19 severa (Coomes and Haghbayan, 2020). En este estudio sélo se
analizaron los niveles de IL-6 en sangre medidos al ingreso en la UCI, pero no se valoraron
medidas posteriores que podrian informar de la evolucion de la enfermedad hacia una mayor

mortalidad.
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Si bien el resto de los parametros estudiados perdieron su significacion estadistica tras realizar la
comparativa multivariante, si muestran una tendencia a estar mas elevados en los pacientes

fallecidos, lo que concuerda con los datos encontrados en la literatura.

Aunque el sexo de los pacientes no se asocio a mayor mortalidad, se ha descrito que los hombres
tienen mayor riesgo de desarrollar COVID-19 severo (Chen et al., 2020; Ebinger et al., 2020; Gao
et al., 2021; Li et al., 2020; Zhang et al., 2020), lo que coincide con los resultados obtenidos en
este trabajo ya que, de todos los pacientes analizados, un 72% fueron varones y un 28% mujeres.
La diferencia en la gravedad de la enfermedad segun el sexo puede atribuirse a las diferencias en
las hormonas sexuales involucradas en los procesos inflamatorios, que juegan un papel importante
en la inmunidad innata y adaptativa (Chen et al., 2020; Ebinger et al., 2020; Gao et al., 2021).
Pero también puede atribuirse a una mayor prevalencia de comorbilidades pulmonares y
cardiovasculares entre los hombres que, entre otras cosas, tienen mayor prevalencia de consumo
de alcohol y tabaco (Gao et al., 2021; Lobos Bejarano and Brotons Cuixart, 2011), dos variables

no incluidas en nuestro estudio.

La hipertension, la diabetes y la dislipemia son pardmetros desregulados por la infeccion del
SARS-CoV-2, por lo que sus valores no se midieron al ingreso, sino que se tomaron de la historia
clinica de los pacientes. Por esta razon, en este trabajo se estudio la relacion de estos parametros
con el desarrollo de una forma severa de la COVID-19, pero no se estudio su desregulacién por
la infeccion. La prevalencia de la hipertension, la diabetes y la dislipemia aumenta con la edad
del paciente. Ademas, todos estos pardmetros son mas altos en los pacientes con una forma severa
de la COVID-19, que requieren ingreso en UCI, que en aquellos que permanecen en planta con
una forma menos severa de la enfermedad (Azcarraga et al., 2019; Gao et al., 2021; Lobos

Bejarano and Brotons Cuixart, 2011).

La hipertension arterial es una de las comorbilidades mas comunes en pacientes con COVID-19,
principalmente en los ancianos (Gao et al., 2021; Zhou et al., 2020a). Ademas, presentar HTA se
ha visto asociado a la severidad de la COVID-19, pero no al riesgo de mortalidad (Gao et al.,
2021; Li et al., 2020; Zhang et al., 2021). Esto concuerda con los resultados obtenidos, ya que la
HTA se asocia con la edad avanzada tras el analisis multivariable, pero no con el riesgo de
mortalidad. Asimismo, mas de un 56% de los pacientes estudiados presentaban HTA, lo que

corrobora su relacién con padecer una forma severa de la COVID-19.

La diabetes también es una comorbilidad que se ha relacionado con la COVID-19, y se considera
un factor de riesgo en el desarrollo de los casos graves (Gao et al., 2021; Huang et al., 2020; Li et
al., 2020) y/o fatales (Gao et al., 2021; Zhou et al., 2020a). Sin embargo, en esta cohorte de
pacientes no hay asociacion significativa con el riesgo de fallecimiento, si bien la frecuencia de

diabéticos es algo mayor entre los pacientes fallecidos que entre los supervivientes.
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La dislipemia, una alteracion de los niveles de lipidos y proteinas en la sangre, es una
complicacion comuln en pacientes con COVID-19, que aumenta el riesgo de desarrollar una forma
grave de la enfermedad, y aumenta también el riesgo de muerte (Hariyanto and Kurniawan, 2020;
Liu et al., 2021b). Los resultados obtenidos muestran que la dislipemia es comun en los pacientes
con una forma severa de la COVID-19 y que esta relacionada con la edad, pero no con la
mortalidad.

En cuanto al indice de masa corporal, no se han observado relaciones estadisticamente
significativas entre la obesidad (IMC>30 kg/m?) y el riesgo de fallecer. Sin embargo, el IMC si
que previamente se ha correlacionado con la mayor gravedad en el desarrollo de la COVID-19
(Gao et al., 2021). Por otro lado, la obesidad si que se ha visto correlacionada en esta cohorte de
manera significativa con la edad (p=0,02; OR = 1,7; 95%IC = 1,1 — 2,8), teniendo un IMC>30

kg/m? un 60,6% de los pacientes menores de 65 afios frente al 47,1% de los mayores de esta edad.

El dimero D es un producto de la degradacion de la fibrina y es comun en pacientes con COVID-
19, pues la desregulacion en la coagulacién esta asociada con la progresion de la enfermedad, y
sus valores son significativamente mas altos en pacientes con una forma severa de la misma (Gao
etal., 2021; Lopez-Martinez et al., 2022; Yu et al., 2020). Se considera un marcador de trombosis,
evento frecuente en pacientes graves y fallecidos. Ademas, se ha visto que presentar valores de
dimero D superiores a 2000 ng/mL al ingreso es un factor de alto riesgo, estando asociado a una
mayor probabilidad de mortalidad, independientemente de la edad (Berger et al., 2020; Yao et al.,
2020). En este estudio, valores del dimero D por encima de 2000 ng/mL no se relacionan
estadisticamente con el riesgo de fallecer. Sin embargo, en ambos grupos los valores de las
medianas y los rangos intercuartilicos estan bastante por encima de 500 ng/mL (82% de los
pacientes totales), valor que estd asociado a una peor progresion de la enfermedad (Berger et al.,
2020; Yao et al., 2020; Yu et al., 2020).

La ferritina sérica es una proteina de almacenamiento del hierro y también es un marcador
inflamatorio (Lin et al., 2020; Ldpez-Martinez et al., 2022). Los niveles elevados de ferritina
sérica son un factor de riesgo para la gravedad de la COVID-19 (Gandini et al., 2020; Gao et al.,
2021; Lin et al., 2020). Ademas, la hiperferritinemia (>500 pg/L) al ingreso es comun en los
pacientes con una forma grave de la enfermedad (Gandini et al., 2020). Esto concuerda con los
resultados obtenidos para esta cohorte, ya que los valores de las medianas y los rangos
intercuartilicos estan bastante por encima de 500 pg/L, lo que demuestra que el alto nivel de
ferritina se correlaciona con la gravedad de la COVID-19, aungue no se relacione de modo

significativo con la mortalidad.

La variable PaO2/FiO, representa el cociente entre la presion arterial de oxigeno y la fraccion

inspirada de oxigeno, y se utiliza para medir el intercambio gaseoso en los pacientes. Valores
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bajos de este ratio (<300 mmHg), medidos a la admisidn, se han descrito como factores de riesgo
independientes asociados a la mortalidad (Grasselli et al., 2020; Huang et al., 2020; Zhang et al.,
2021). Sin embargo, aunque los pacientes fallecidos y no fallecidos presenten valores inferiores
a 300 mmHg en el rango intercuartilico, este marcador no se relaciona significativamente con el

riesgo de fallecer.

Por altimo, se compararon estadisticamente los pacientes que habian sido tratados con corticoides
al ingreso en la UCI, y los que no, frente al riesgo de mortalidad. Los corticoides se usan para
intentar disminuir la hiperinflamacion producida por la COVID-19 y se ha visto que,
efectivamente, su uso reduce la mortalidad, tanto en pacientes con COVID-19 severo (desarrollo
de ARDS) como en pacientes con COVID-19 no severo (Chaudhuri et al., 2021). En este caso, la
mayoria de los pacientes se habian tratado con corticoides (n=436), frente a una minoria que no
(n=30), siendo estos Gltimos de la primera oleada pandémica (el uso de corticoides se generaliz6
tras los primeros ingresos). Tras hacer el analisis, no hay evidencia estadisticamente significativa

(p=0,62) de que el uso de corticoides redujese la mortalidad en esta cohorte.

4.2. Relacion de las variables con el polimorfismo rs1990760

La distribucidn de las frecuencias alélicas descrita para el polimorfismo rs1990760 del gen IFIH1
entre la poblacidn espafiola es de un 36% para el alelo C y de un 64% para el alelo T. La
distribucidn alélica en la cohorte de pacientes estudiada es de un 44% para el alelo C y de un 55%
para el alelo T (102 pacientes son CC, 221 son CT y 155 son TT). Es decir, el alelo C esta
notablemente elevado (con respecto a la frecuencia poblacional de la peninsula ibérica) entre los
pacientes que desarrollan una forma severa de la COVID-19 y que precisan de ingreso en UCI.
Esta tendencia coincide con lo ya publicado, pues se identifico el genotipo CC del polimorfismo
rs1990760 como un factor de riesgo para el desarrollo de una forma severa de la COVID-19 en

la poblacién rusa (Minashkin et al., 2022).

En la Tabla 3 se muestra la distribucion de los genotipos del polimorfismo rs1990760 del gen

IFIH1 en los pacientes ingresados en la UCI.
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Tabla 3. Distribucion de los genotipos (CC, CT y TT) del polimorfismo rs1990760 del gen IFIH1 de los
pacientes ingresados en UCI (n=478). Los p valores se obtuvieron comparando los pacientes portadores del
alelo C (genotipos CC+CT) frente a los homocigaticos para el alelo T (genotipo TT).

rs1990760
CC (n=102) CT (n=221) TT (n=155) p valor
<65 56 (54,9%) 115 (52,0%) 63 (40,6%)
Edad Media 62,8 11,7 63,7 12,7 65,8+ 11,4 0,012
Me (rango IQ) | 64,0 (57,0 - 71,0) 65,0 (56,0~ 750) 68,0 (60 - 72,5)
Fallecidos (n=106) 21 (20,6%) 55 (24,9%) 30 (19,4%) 0,30
Sexo varén (n=345) 77 (75,5%) 171 (77,4%) 97 (62,6%) 0,0012
HTA (n=343) 45 (56,2%) 88 (56,4%) 60 (56,1%) 0,96
Diabetes (n=333) 21 (27,6%) 30 (19,4%) 23 (22,5%) 0,92
DLP (n=334) 37 (48,7%) 72 (46,5%) 49 (47,6%) 0,95
IMC Me (rango 1Q) | 30,3 (27,2-32,7) 29,8(27,1-33,2) 30,9 (25,6 - 34,0) o1r
(n=290) > 30 35 (55,6%) 67 (48,6%) 53 (59,6%) '
L6 Me (rango IQ) | 54,0(175-1445)  44,0(150-131) 37 (12,5- 46,5) 00079
(n=324) >70 32 (45,7%) 62 (41,1%) 28 (27,2%) '
Dimerop  Me(rango 1Q) | 968 (550 - 1582) 1009 (638 — 2114) 1089 (631 - 1790) 03
(n=297) > 2000 13 (19,1%) 36 (26,1%) 20 (22%) '
Ferritina  Me(rango 1Q) | 1047 (539-1378) 1201 (728-2191) 1067 (712 - 1612) -
(n=199) > 1000 26 (57,8%) 53 (56,4%) 34 (56,7%) '
PaO2/Fio2  Me (rango IQ) 244 (187 — 302) 210 (160 — 255) 200 (158 - 245) 02
(n=309) <300 51 (73,9%) 126 (86,3%) 82 (87,2%) '

Tras una primera comparativa univariante, los sujetos menores de 65 afios (p=0,01), el sexo
masculino (p=0,001) y los niveles elevados de IL-6 (p=0,008) estaban significativamente
asociados con el alelo de riesgo C del polimorfismo estudiado. Por tanto, aunque no se haya
encontrado una diferencia significativa para los genotipos CC y CT entre fallecidos y
supervivientes (p=0,3), el alelo C si actuaria como modificador de la edad de ingreso en UCI, por
lo que se podria considerar un marcador de COVID-19 critico precoz. La relacién entre el
genotipo y el sexo desaparece en el analisis multivariante, permaneciendo el alelo C como
marcador de riesgo (p=0,009) pero no el sexo (p=0,3). Es decir, el genotipo seria un marcador de
enfermedad precoz (ingreso en UCI a edades menores de 65 afios) independiente del sexo. El
analisis multivariante, incluyendo el genotipo y los niveles elevados de IL-6, mostré ausencia de
significacion para las dos variables (p=0,2 y p=0,09; respectivamente), lo que sugiere una
dependencia entre ambas. Es decir, larelacion entre el genotipo y la edad precoz podria explicarse

por una frecuencia mayor de IL-6 elevada entre los pacientes portadores del alelo C.
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Por otro lado, en estudios previos se encontrd que la expresion del gen IFIH1 es
significativamente menor en pacientes homocigoticos para el alelo T del polimorfismo
rs1990760. Ademas, predicciones in silico sugieren una menor expresion de las vias
proinflamatorias (incluidas las reguladas por IL-6) en pacientes con menor expresion de IFIH1,
como los de genotipo TT (Amado-Rodriguez et al., 2022). Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en este estudio, ya que los pacientes TT presentan niveles significativamente menores
de IL-6, acompafiados de una tendencia en la disminucion de la mortalidad, aunque sin diferencia

significativa.

Por otro lado, ninguna de las demas variantes estudiadas muestra una relacion estadisticamente
significativa con el polimorfismo. Los pacientes que padecen hipertensién, diabetes o dislipemia
y/o que presentan altos niveles de dimero D o ferritina, no mostraban diferencias entre genotipos.
Sin embargo, los pacientes con un IMC >30 kg/m? y con una PaO,/FiO; <300 mmHg eran

mayoritariamente de genotipo TT, aunque no se detect6 asociacion significativa.

Con todo, los resultados obtenidos muestran que el polimorfismo rs1990760 del gen IFIH1 esta
asociado al progreso de la COVID-19 en pacientes criticos, siendo el genotipo TT indicador de
una buena evolucién de la enfermedad: presentan menores cantidades de IL-6 debido a una

respuesta inflamatoria mejorada que no compromete a la eliminacion viral.

4.3. Diferencias entre oleadas pandémicas

Por dltimo, también se analizaron las diferencias entre las tres primeras oleadas pandémicas con
picos de ingreso hospitalario en Asturias. EI primer pico tuvo lugar en marzo de 2020, el segundo
en septiembre de 2020 y el tercero en enero de 2021. Los tres son previos a la campafia de
vacunacidn, que redujo drasticamente los ingresos en UCI. En la Tabla 4 se resumen las edades,

el porcentaje de fallecidos y los genotipos para el polimorfismo rs1990760 en las tres oleadas.

En primer lugar, la edad media de los pacientes ingresados en UCI disminuy6 progresivamente
en cada una de las oleadas pandémicas. La edad media de la primera oleada (67 afios) es la mas
elevada, ya que durante este periodo ingresaron en el hospital pacientes de todas las edades,
principalmente de edades avanzadas. Sin embargo, las edades medias de la segunda vy la tercera
oleada (65 y 62 afios, respectivamente) van disminuyendo, lo que podria explicarse por el colapso
hospitalario, que limité el ingreso de los pacientes criticos de mayor edad que fueron tratados en
las residencias geriatricas. Este aspecto debe considerarse una limitacion del estudio en lo
referente al sesgo de los casos de mayor edad. EI mismo argumento se puede aplicar para la
mortalidad, con tasas que disminuyen progresivamente en las oleadas. La disminucion del nimero
de muertes en la segunda y tercera oleada pudo deberse a una mejoria en la deteccion de las

infecciones por SARS-CoV-2 y en la aplicacion de tratamientos mas eficaces a los pacientes que
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presentaban una forma severa de la COVID-19, asi como una disminucion en la edad media de
los pacientes ingresados.
Tabla 4. Analisis univariable de la edad, los fallecidos y el genotipo frente a las tres oledas pandémicas

(n=478). El p valor para el genotipo se obtuvo comparando los pacientes portadores del alelo C (genotipos
CC+CT) frente a los homocigdticos para el alelo T (genotipo TT).

Edad . rs1990760
Fallecidos oc oT T
; n=106
> 65 Media | (=100 1 Ziooy (n=221)  (n=156)
Primera 36 25 57 34

74 (63,8%) 66,8+11,0

(n=116) (31,0%) | (21,6%)  (49,1%)  (29,3%)

Segunda 101 (51,3%) 64,6+ 12,0 45 44 86 67

= 0, 0, 0, 0,
oleadns | (197 22.8%) | (223%) (43.7%)  (34,0%)
Tercera N 25 33 78 54
(n=165) | 09 (4L8%)  BLOLI26 | 5onny | (2000)  (47.3%)  (32.7%)
o valor 0,0014 0,0066 0,67

Por otro lado, no se ha encontrado ninguna relacién entre el genotipo del polimorfismo rs1990760
y las tres oleadas. En todos los casos, los individuos homocigéticos para el alelo T son
aproximadamente el 30% de los pacientes y su nimero no aumenta segun disminuye la
mortalidad. Esto pone de manifiesto que la disminucién en la mortalidad observada en esta
cohorte se debe principalmente a una mejora en la deteccién y los tratamientos de la COVID-19

SEevera.

20/97 39130

1 2 3 1 2 3
IL-6 =70 Portadores del alelo C

Figura 6. Representacion grafica del porcentaje de pacientes con niveles elevados de IL-6 y de los
portadores del alelo C (genotipos CC+CT) en las tres oleadas pandémicas.

Por ultimo, como los niveles elevados de IL-6 y los genotipos CC y CT son variables

determinantes de la severidad de la COVID-19, se analiz6 su distribucién en las tres oleadas. En
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la Figura 6 se muestra el porcentaje de pacientes que presentaban niveles elevados de IL-6 y que
eran portadores del alelo C a lo largo de los tres picos pandémicos. En la primera oleada, los
valores de IL-6 son significativamente mayores que los de las otras dos oleadas. Esta disminucién
del nimero de pacientes con valores de IL-6 elevados pudo deberse a los cambios y la mejora en
los tratamientos, asi como a las politicas de aislamiento. Por otra parte, el nimero de pacientes
portadores del alelo C es ligeramente mayor en la primera oleada, pero sin significacion
estadistica.

5. Limitaciones del estudio

Este estudio sugiere que el alelo C del polimorfismo rs1990760 es un modificador para el
desarrollo precoz (edades menores de 65 afios) de una forma critica de la COVID-19 (ingreso en
UCI), y que estaria relacionado con mayores niveles de IL-6 al ingreso. Esto proporciona un
argumento funcional para explicar el efecto sobre la edad, aunque la relacion con otras variables,
como la mortalidad, s6lo se puede mostrar como tendencia que requiere muestras mayores,
particularmente de fallecidos. Por otro lado, este trabajo no puede responder a la cuestion de si
este genotipo esta relacionado con mayor predisposicion a desarrollar COVID-19 severa, ya que
no se han estudiado controles sanos de la misma poblacién. Tampoco se han podido comparar los
pacientes criticos con un grupo que presenten casos menos severos de la enfermedad. Otras
limitaciones del estudio ya se han expuesto anteriormente, como los criterios de valoracién de la
hipertension, diabetes o dislipemia a través de lo declarado en la historia clinica, que no permite

determinar la desregulacion de estos parametros provocada por la enfermedad.
6. Conclusiones

1. En la cohorte de pacientes estudiada, todos presentaban una forma critica de la COVID-19.
Una edad mayor de 65 afios y niveles elevados de IL-6 fueron las dos variables

independientemente asociadas a la mortalidad por una forma grave de la COVID-19.

2. Otras variables individualmente asociadas a la severidad, como la hipertension o la dislipemia,

pierden su asociacion al incluir la edad como covariable.

3. El polimorfismo rs1990760 del gen IFIH1 esté relacionado con la edad de ingreso en UCI. En

concreto, el alelo C es un factor de riesgo para la enfermedad critica precoz (<65 afios).

4. El polimorfismo rs1990760 también esta relacionado con mayores niveles de IL-6 al ingreso
en UCI, por lo que el efecto adverso del genotipo puede explicarse por su relacion con los niveles

de este (y otros) marcadores proinflamatorios.
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5. La edad media de los pacientes y el nimero de fallecidos decrecen progresivamente en las tres
oleadas, si bien no hay una relacion significativa entre los tres picos pandémicos y el
polimorfismo rs1990760.

6. Con todo, se ha comprobado que la base genética de cada paciente, en particular el
polimorfismo rs1990760 del gen IFIH1, afecta a la gravedad en el desarrollo de la COVID-19.
Este polimorfismo es un marcador genético que define la predisposicién a desarrollar una forma
severa de la COVID-19 de manera temprana. Este efecto puede explicarse por una mayor
actividad proinflamatoria, caracteristica de esta enfermedad, a través de la tormenta de citocinas.
Por tanto, el estudio en profundidad de este y otros marcadores podria ofrecer nuevas formas de
controlar la infeccién por SARS-CoV-2 y nuevos tratamientos para pacientes con una forma

severa de la enfermedad.
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