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RESUMEN

Introduccion: Desde el comienzo de la enfermedad del coronavirus 2019 en Cuba
se observan diferencias de la enfermedad en distintas regiones del pais que
pudieran explicarse parcialmente a través del polimorfismo TNFa-308A>G.
Objetivos: Determinar el grado en que la presencia del polimorfismo -308A>G del
gen TNFa influye en la evolucioén clinica de individuos infectados por el SARS-CoV-
2.

Método: Se realizé6 un estudio analitico transversal en el Centro Nacional de
Genética Médica, desde junio 2020 hasta junio 2021.

Resultados: Los pacientes con presencia del polimorfismo TNFa-308A>G tienen
casi dos veces mas riesgo de presentar dolor a la respiracion, 1.6 veces mas riesgo

de presentar dolor de garganta.
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Conclusiones: La presencia del alelo -308.A del gen TNFa aumenta el riesgo de
presentar sintomas de COVID-19 en pacientes cubanos infectados con el virus
SARS-CoV-2, aunque no hay evidencia de un mayor riesgo de desarrollar formas
graves de la enfermedad en individuos portadores del alelo -308.A en comparacién
con sujetos que no lo portan. El alelo TNFa.-308A aumenta el riesgo de desarrollar
sintomas y presentar formas severas de COVID-19 en la regién oriental del pais.

Palabras Claves: SARS-CoV-2; COVID-19; polimorfismo TNFa-308A>G.

ABSTRACT

Introduction: Since the beginning of coronavirus disease 2019 in Cuba, differences
have been observed in the disease that could be partially explained by the TNFa-
308A>G polymorphism.

Objective: To determine the degree to which the presence of the -308A>G
polymorphism of the TNFa gene influences the clinical evolution of individuals
infected with SARS-CoV-2.

Method: A cross-sectional analytical study was carried out at the National Center
for Medical Genetics, from June 2020 to June 2021.

Results: Patients with the presence of the TNFa-308A>G polymorphism have
almost two times more risk of presenting pain when breathing, 1.6 times more risk
of presenting sore throat.

Conclusions: The presence of the -308.A allele of the TNFa gene increases the risk
of presenting symptoms of COVID-19 in Cuban patients infected with the SARS-
CoV-2 virus, although there is no evidence of an increased risk of developing severe
forms of the disease. disease in individuals carrying the -308.A allele compared to
subjects who do not carry it. The TNFa.-308A allele increases the risk of developing
symptoms and presenting severe forms of COVID-19 in the eastern region of the

country.
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Introduccion

El coronavirus del sindrome respiratorio agudo grave 2 (SARS-CoV-2) es un
betacoronavirus, que emergié en diciembre de 2019 en China, causa de la
enfermedad del coronavirus 2019 (COVID-19). La Organizacion Mundial de la Salud
determiné que la propagacion de esta enfermedad constituye una emergencia de
Salud Publica de interés internacional, fue declarada pandemia el 11 de marzo de
2020.0-9)

La alta mortalidad asociada a la COVID-19, asi como la variedad clinica que
dificultan su diagnéstico y manejo, han demandado que se aceleren las
investigaciones para encontrar posibles opciones de tratamientos seguros y
efectivos.® El riesgo de padecer cuadros clinicos mas severos parece estar
relacionado con edad del paciente, enfermedades asociadas y factores de riesgo
genéticos, entre otros.

Los fallos en la regulacién de la respuesta inmunitaria, durante las infecciones
virales, pueden conducir a la secrecion descontrolada de diferentes citoquinas
incluyendo entre otras al Factor de Necrosis Tumoral (TNF). La “tormenta de
citoquinas” puede provocar una respuesta inflamatoria severa y perjudicial en la
COVID-19.0

Teniendo en cuenta que la constitucion genética individual es uno de los

componentes de la interaccion entre factores ambientales y genes reguladores de
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la resistencia o susceptibilidad a las infecciones, es posible que la variabilidad en
la severidad clinica entre pacientes con COVID-19 y el desarrollo de sintomas
graves, incluso en casos sin enfermedades subyacentes, pueda deberse, en alguna
medida, a posibles modelos que combinen factores de riesgo genéticos y no
genéticos.

Uno de los genes que pudiera estar involucrado en la respuesta del organismo a la
infeccion por SARS-CoV-2 es el gen TNFa. Se han descrito seis polimorfismos de
nucleétido tnico (SNPs) en la regién 5’ del gen, entre los que se menciona el TNFa-
308A>G (rs1800629), siendo los individuos que portan el alelo A los que presentan
una mayor actividad transcripcional en comparacién con aquellos que “cargan” el
alelo comun G.(® La respuesta del TNFa a la infeccion esta requlada en parte a
nivel transcripcional, por lo que el polimorfismo TNFa-308A>G pudiera influir en la
evolucion clinica de la COVID-19.

En el mundo y Cuba la infeccién por el SARS-CoV-2 varia entre los individuos,
quienes pueden presentar desde ausencia de infeccion a pesar de tener alto riesgo,
ser portadores asintomaticos o cursar con sintomas leves, hasta padecer formas
letales que evolucionan rapidamente. Desde el comienzo en Cuba se observan
diferencias en las tasas de incidencia y evolucién clinica de la enfermedad en
distintas regiones del pais que, aunque podrian asociarse a otros factores, tal vez
puedan explicarse parcialmente a través de factores como el polimorfismo TNFa-
308A>G. Es por esto que el propdsito de esta investigacion es determinar el grado
en que la presencia del polimorfismo -308A>G del gen TNFa influye en la evoluciéon

clinica de individuos infectados por el SARS-CoV-2.

Métodos

Se realizé un estudio analitico transversal en el Centro Nacional de Genética

Médica (CNGM), durante junio 2020 a junio 2021. La poblaciéon de estudio
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comprendié 1028 pacientes cubanos residentes en Cuba confirmados con el
diagndstico de COVID-19 entre el 11 de marzo y 11 de junio 2020 que recibieron el
alta epidemiolégica, divididos en tres grupos: Grupo 1 (G1): casos confirmados en
los que la infeccién por SARS-CoV-2 cursé de modo asintomatico. Grupo 2 (G2):
casos confirmados como enfermos pero que no presentaron complicaciones
clinicas. Grupo 3 (G3): casos confirmados para quienes la enfermedad cursé con
complicaciones clinicas severas que requirieron de cuidados intensivos.

Criterios de inclusién: individuos en los que se confirmé el diagnéstico de infeccion

por SARS-CoV-2 mediante estudios de reaccion en cadena de la polimerasa con
reverso transcripcion (RT-PCR, del inglés reverse transcription - polymerase chain
reaction), en tiempo real.

Criterios de exclusion: fallecidos, menores de un ano, individuos emparentados o

con lazos de consanguinidad.

Procedimientos y técnicas para la recoleccion de informacion
Para la recoleccion de informacion se aplicé un cuestionario donde se recogieron
las siguientes variables:
Sociodemograficas: edad, sexo (masculino femenino), color de la piel (blanca,
mestiza, negra), grado de escolaridad (no escolarizado, primaria, secundaria,
técnico medio, preuniversitario, universidad).
Mediciones individuales resultantes del examen fisico y antropométrico: talla
(estatura en metros(m) emitida por el individuo entrevistado o sus tutores legales),
peso (peso en kilogramos (kg) emitido por el individuo entrevistado o sus tutores
legales), indice de masa corporal (Indicador calculado al dividir el peso en
kilogramos por el cuadrado de la talla en metros (kg/m2). Medido como: bajo peso:
<18,5, peso normal: 18,5 — 24,9, sobrepeso: 25,0 — 29,9, obesidad clase I: 30,0 —
34,9, obesidad clase Il: 35,0 — 39,9, obesidad clase IlI: 240,0.).
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Antecedentes patoldgicos personales: enfermedades referidas por el individuo
entrevistado o sus tutores.
Evoluciéon y manejo clinico: forma de presentacion de la COVID-19 (sin sintomas,
con sintomas), manifestaciones clinicas (segun manifestaciones referidas),
severidad clinica (no complicado, grave, critico), complicaciones clinicas
(complicaciones referidas).
Resultados obtenidos a partir de exdmenes de laboratorio: TNFa-308A>G (AA, AG,
GG).

Estudio clinico-epidemiologico
Aseguramientos de laboratorio clinico
Se recogieron 7mL de sangre venosa periférica, por puncién de venas superficiales
de la regién anterior del antebrazo, previa limpieza de la region y tomando todas
las medidas de asepsia y antisepsia necesarias. La extraccion fue realizada por
personal de laboratorio clinico de los Centros Provinciales y Municipales de
Genética Clinica de cada territorio. El material biolégico obtenido fue depositado
en un Vacutainer con K2-EDTA para extraccion de ADN vy trasladado en termo

refrigerado al CNGM.
Estudio genético molecular

Extraccion de ADN realizada mediante extractor automatico QlAsymphony SP, fue
utilizado el estuche de reactivos QIAsymphony DNA Mini (Qiagen) y el protocolo de
extraccion DNA Blood 200. La cantidad y calidad del ADN extraido fueron medidos
mediante el espectrofotémetro BioSpec-mini (ShimadzuBiotech) y posteriormente
refrigerado a -20°C para su conservacion.

Los primers fueron disefiados de acuerdo a Sotomayor et. al.©® Fragmentos de 184
pares de bases fueron amplificados con los siguientes primers: F1: 5-
ATAGGTTTTGAGGGGCATGA-3', F2: 5-ATAGGTTTTGAGGGGCATGG-3', y primer
reverso R: 5-TCTCGGTTTCTTCTCCATCG-3'. Como control interno de amplificacion
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se utilizé una region del gen FGFR3. Las secuencias del juego de cebadores fueron:
5-AGGAGCTGGTGGAGGCTGA-3' y 5-GGAGATCTTGTGCACGGTGG-3,, con un
producto de 164 pares de bases. Se prepararon 25 pl de la mezcla de reaccién del
PCR con un contenido de: Buffer 10x (1x), dNTP (0,15 mM), Cebador TNF (D&R)(
0,53 uM), Cebador Control Interno (0,16 pM), Enzima Hot Start Polimerasa (MgCl)(
1,5 U). Los microtubos fueron colocados en un Controlador Térmico Programable
modelo PTC-100 (MJ Research Inc., MA) para llevar a cabo la amplificacion del
ADN. El programa que se utilizé fue: Desnaturalizacién (15 minutos a 95 °C),
Desnaturalizacion (45 segundos a 94 °C), Hibridacion (45 segundos a 65 °C),
Elongacién (45 segundos a 72 °C), Extensién final (5 minutos a 72 °C). Los
productos de la reaccion fueron identificados en una electroforesis en geles de

agarosa al 2 %.
Métodos de procesamiento y analisis de la informacion

Analisis univariante
Se empled el paquete estadistico IBM SPSS Statistics Base 22.0. Para investigar la
relacion entre el alelo TNFa-308.Ay el riesgo de desarrollar sintomas de COVID-19,
se utilizaron analisis univariados y regresiones logisticas multivariadas para
calcular las razones de probabilidad (OR) y los IC del 95 % de los genotipos del
polimorfismo TNFa-308A> G y gravedad de la infeccion por SARS CoV-2.
Analisis de datos genéticos

Se utilizé el software GENEPOP 4.4 for Windows / Linux / Mac OsX (2015) que
implementa diferentes métodos tradicionales de andlisis de genética poblacional.
Los datos se probaron para determinar su ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg
calculando las frecuencias esperadas de cada genotipo y comparandolas con los

valores observados.

Aspectos éticos
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Se informd a los pacientes sobre el propdsito de la investigacién. Se recibié su
aprobacién para ser incluidos en el estudio, a través de la firma del consentimiento
informado. Su contenido fue leido y explicado por el jefe del proyecto a las
participantes, resaltando las medidas de seguridad en la recoleccion de muestras,
el grado de privacidad y confidencialidad de la informacién obtenida Se dio

respuesta a cualquier duda que surgié.

Resultados

La mediana de edad de las personas con infeccién por SARS-CoV-2 fue de 46 anos.
La proporcion hombre: mujer fue de 1: 1,18. El nimero de pacientes de color de piel
blanca fue 649 (63,1 %), seguido de individuos mestizos 241 (23,4 %) y sujetos de
color de piel negro 131 (12,7 %).

La comorbilidad mas frecuente de todos los grupos de pacientes en el momento
del aislamiento fue la hipertensién (HTA) seguida de la obesidad, asma y diabetes
mellitus, que afectaron al 35,5 % (365), 26,4 % (271),15 % (154) y 9,5 % (98) de todas
las personas estudiadas respectivamente.

El estudio de las frecuencias genotipicas segun la severidad mostré que la
frecuencia de homocigosidad AA en el polimorfismo TNFa -308A> G fue de 1,9 %
en sujetos sintomaticos y grupo asintomatico. Ademas, la respectiva distribucién
de frecuencia de AG para pacientes sintomaticos y asintomaticos fueron 19,8 % y
16,3 %. Cuando los pacientes fueron analizados segun gravedad de la enfermedad,
se observé mayor influencia del genotipo AG en los individuos que desarrollaron
sintomas leves. Se encontré una mayor influencia del genotipo GG en individuos
que no desarrollaron sintomas.

Los sintomas mas comunes entre pacientes sintomaticos con presencia del
polimorfismo fueron fiebre (62 [20,5 %]), tos (51 [19,7 %)), trastornos del gusto (44
[23,3 %)) y alteraciones del olfato (43 [22,6 %]).
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Los pacientes con presencia del polimorfismo tuvieron casi dos veces mas riesgo
de presentar dolor a la respiracién (OR = 2.11, IC del 95 %: 1,06-4,19) y 1.6 veces
mas riesgo de presentar dolor de garganta (OR = 1,674, IC del 95 %: 1,13-2,48).

Las complicaciones mas frecuentes entre pacientes sintomaticos con presencia
del polimorfismo fueron neumonia (26 [26,0 %]) y descompensacion de la
enfermedad crénica de base (5 [31,2 %])

Haciendo un analisis de la frecuencia de sintomaticos severos segun la region del
pais se observd que el riesgo de ser sintomatico y presentar complicaciones
severas es casi el doble en la regién oriental (10,0 %) con respecto a las regiones
occidental (5,9 %) y centro (6,1 %). Al analizar la frecuencia del polimorfismo TNFa-
308A>G para cada una de las regiones del pais se observé que es mas frecuente
en la region Occidental y menos frecuente en la regién Oriental.

Tabla 1- Forma de presentacion de la COVID19 y presencia del polimorfismo

segun region del pais

Region del pais
Occidente Centro Oriente
Forma de presentacion No. % No. % No. %
dela COVID19
Asintomatico (n=411) 208 34,85 161 51,9 42 35,0
Sintomatico leve
355 59,4 130 419 66 55,0
(n=551)
Sintomatico severo
35 59 19 6,1 12 10,0
(n=66)
Presencia del
No. % No. % No. %
polimorfismo
Si 119 19,9 75 24,2 15 12,5
No 479 80,1 235 75,8 105 87,5

{BE] m Esta obra esté4 bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES




7 gg.!cM.EBm Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas 2024;43:e3075

A pesar que el polimorfismo TNFa-308A>G es menos frecuente en la region
Oriental, al analizar las frecuencias de los pacientes sintomaticos severos segun
la regidn del pais y la presencia de polimorfismo, se observé que el riesgo de
presentar cuadro clinico mas severo en el Oriente (26,7 %) es casi cinco veces
mayor que en el resto del pais (Occidente 4,2 %, Centro 5,3 %).

Tabla 2- Forma de presentacion de la COVID19 segun la presencia

del polimorfismo TNFa-308A> G por regiones del pais

Forma de presentacion de la COVID19
Region del pais/
Sintomatico leve Sintomatico severo
Presencia del Asintomatico (n=411)
(n=551) (n=66)
polimorfismo
No. % No. % No. %
Si 36 30,3 78 65,5 5 4,2
Occidente
No 172 35,9 277 57,8 30 6,3
Si 37 49,3 34 45,3 4 53
Centro
No 124 52,8 96 40,9 15 6,4
Si 2 13,3 9 60,0 4 26,7
Oriente
No 40 38,1 57 54,3 8 7,6

La presencia del polimorfismo en los pacientes cubanos influyé en el riesgo de
presentar formas sintomaticas. Haciendo un andlisis mas profundo de los
resultados anteriores, la regién oriental del pais mostro cuatro veces mas riesgo
de presentar formas graves de COVID-19 en individuos portadores del alelo A (OR
= 4,41, IC del 95 %: 1,14-17,05) que el resto del pais (Cuba: OR = 0,96, IC del 95 %:
0,51-1,79, Centro: OR = 0,83, IC del 95 %: 0,27-2,57, Occidente: OR = 0,65, IC del 95
%: 0,25-1,73).
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Tabla 3- Estimacion de riesgo segun intervalos de confianza de gravedad de la infecciéon

por SARS-CoV-2 segun la presencia del alelo TNFa-308.A por regiones del pais

Sintomaticos vs Asintomaticos
Caracteristicas
OR (95 % Cl) OR Ajustado (95 % Cl)
Cuba 1,24(0,91-1,70) 1,22(0,89-1,68)
Oriente 4,00(0,86-18,66) 4,05(0,84-19,43)
Centro 1,15(0,68-1,93) 1,14(0,67-1,95)
Occidente 1,29(0,84-1,99) 1,27(0,82-1,98)
Discusion

La COVID-19 se ha extendido rapidamente por todo el mundo, por lo que varias
investigaciones han identificado un espectro de factores de riesgo relacionados
con la presentacion de la enfermedad. Entre estos, destaca la edad, con un mayor
riesgo de desarrollar formas graves de la enfermedad en los ancianos.(%') En el
presente estudio los pacientes mayores de 60 afios fueron mas de la mitad de los
casos graves.

Se ha informado que los pacientes con antecedentes de hipertensiéon que
desarrollan COVID-19 se han deteriorado clinicamente mas rapido que los
pacientes sin esta comorbilidad y desarrollan formas graves después de la
infeccion por SARS-CoV-2. Resultados similares se han observado en epidemias
de coronavirus anteriores. En esta investigacion la hipertension es, también, la
comorbilidad mas frecuente en pacientes con COVID-19 y con enfermedad grave.
Asimismo, se encontraron diferencias notables entre las frecuencias de pacientes
diabéticos en los grupos de clasificacién, con un aumento del nimero de pacientes
con antecedentes de diabetes mellitus a medida que aumentaba el grado de

severidad clinica.(1210)
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La obesidad también forma parte de las comorbilidades asociadas con una
evolucion mas agresiva de COVID -19 en este estudio. Investigadores(')
observaron en las unidades de cuidados intensivos hospitalarios que los pacientes
con indices de masa corporal (IMC) superiores a 35 0 40 se asociaron con un peor
prondstico. Tanto el sobrepeso como la obesidad son factores de riesgo para la
infecciéon grave por COVID-19, de acuerdo con datos emergentes en estudios
clinicos pequefos.(® Suleyman y cols.('® encontraron que la obesidad severa esta
asociada con la necesidad de ventilacion mecanica y por ende con cuadros mas
severos de infeccion por SARS-CoV-2.

Varios estudios han expuesto que la respuesta inflamatoria excesiva inducida por
el SARS-CoV-2 es una causa importante de gravedad de la enfermedad y muerte.
Se han informado niveles de interleucina TNF-a en pacientes con COVID-19 grave,
aunque otros informes sugieren que mas citocinas estan involucradas en la
patogénesis de la enfermedad. Para explorar los factores del huésped que mas
influyen en la progresion clinica de COVID-19, se estudio el polimorfismo -308A>G
del gen TNFa localizado en la regién promotora, que se han atribuido a
polimorfismos dentro de las regiones reguladoras. Se ha encontrado que la
presencia del alelo mas raro se correlaciona con una mayor produccion
espontanea o estimulada de TNF-a.(20-23)

El genotipo TNFa.AG parece estar relacionado con formas sintomaticas de la
enfermedad, lo que podria explicarse considerando que el TNFa media la
regulacion de muchos procesos celulares como la funcién inmunoldgica, la
diferenciacion, la proliferacion, la apoptosis y las vias energéticas y esta
involucrado en aparicién de muchos sintomas como fiebre, tos seca, debilidad
muscular y disfuncion multiorganica, todos ellos presentes en COVID-19.(2427) Sin
embargo, se encontré que el genotipo TNF.AA puede no ser un factor relevante en

formas mas graves, aunque el nimero de homocigotos al alelo A fue muy bajo en
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individuos con formas graves de la enfermedad. Ademas, se constaté una mayor
probabilidad de ser asintomaticos en individuos homocigotos del alelo G con
infeccién por SARS-CoV-2. Estos datos permiten inferir que los homocigotos del
alelo G son mas susceptibles a desarrollar formas asintomaticas de la infeccién
por SARS-CoV-2. Ahmed Saleh et al.?® encontraron que el alelo A se expresa mas
en los pacientes que en los controles, y los individuos con genotipo AA y AG son
mas susceptibles a la COVID-19.

Estudios han revelado que pacientes con infeccion por SARS-CoV-2 pueden
desarrollar una forma de presentacién sintomatica o asintomatica, pero la mayoria
de los casos de COVID-19 son sintomaticos. Una gran parte de los pacientes con
COVID-19 presentan sintomas comunes, incluyendo fiebre, tos, dolor de garganta,
congestion nasal, debilidad, fatiga o mialgias, mareos, dificultad para respirar, entre
otros. Este estudio identificé que la fiebre y la tos son, en ese orden, los sintomas
més prevalentes de la enfermedad en esta poblacion.(@7.2930)

El andlisis del riesgo de presentacion grave de COVID-19 por regiones del pais
relacionado con la presencia del alelo A, muestra que existe una relacién entre el
polimorfismo y la gravedad de la enfermedad, similar a lo informado en Egipto
donde se asoci6 con una enfermedad mas grave; en esta investigacion solo se
encontré esta asociacion en la region oriental de Cuba, a pesar de que en esta zona
la frecuencia del polimorfismo es menor.(2224)

Estos datos sugieren que el alelo A en la poblacién del este de Cuba esta
relacionado con una forma mas agresiva de la enfermedad y esto puede estar
relacionado con variaciones en los niveles de TNF-a en suero como mediador clave
de la respuesta inflamatoria. Sin embargo, en todas las regiones del pais, la
presencia individuos portadores del alelo -308.A influyé en el aumento del riesgo
de desarrollar sintomas de COVID-19, aunque no de manera dramatica, incluso al

analizar este polimorfismo acompanado de algunas comorbilidades asociadas a
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la gravedad de la enfermedad. Aunque los niveles plasmaticos de TNFa pueden
estar bajo un proceso regulador multifactorial, la concentracion local de TNF-a
incluida en la patogénesis de COVID-19 podria estar bajo control principal por el

alelo A del polimorfismo TNFa-308.
Conclusiones

La presencia del alelo -308.A del gen TNFa aumenta el riesgo de presentar
sintomas de COVID-19 en pacientes cubanos infectados con el virus SARS-CoV-2,
aunque no hay evidencia de un mayor riesgo de desarrollar formas graves de la
enfermedad en individuos portadores del alelo -308.A en comparacion con sujetos
que no lo portan. Se asocié con mayor riesgo de presentar sintomas como dolor de
garganta y dolor al respirar, asi como a la presencia de neumonia,
descompensacion de la enfermedad de base y arritmias. El alelo TNFa.-308A
aumenta el riesgo de desarrollar sintomas y presentar formas severas de COVID-

19 en la region oriental del pais.
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