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Resumen

Introduccion:

La finalizacion del proyecto genoma humano en el afio 2000, la innovacién de la
biotecnologia y las ciencias de datos biomédicas han permitido progresar rapidamente en la
identificacion de biomarcadores de predisposicion, diagnostico, prondstico y de respuesta a
tratamiento en diferentes patologias de interés. Las susceptibilidad a enfermedades

infecciosas también fue objeto de estudio en este campo.

Objetivos:
En el contexto de la pandemia COVID-19, es clave estudiar todas las aristas que influyan

en el contagio y proceso viral. La genética del huesped es una arista que esta tomando cada
vez mayor relevancia. El objetivo del presente trabajo es realizar una revision sistematica y un
meta-andlisis para identificar variantes genéticas y/o perfiles de expresion génica en el

huesped, asociados con la susceptibilidad a SARS-CoV-2. Este hallazgo sera importante para



adoptar las estrategias de prevencion y tratamiento adecuadas, no solo a nivel poblacional

sino individual.

Material y métodos:
Se realiza una revisién sistematica de publicaciones de estudios de asociacién genotipo-

fenotipo y se realiza un metaandlisis que integre toda la informacion publica disponible
utiizando bash, R y biocondcutor con el preprocesamiento bioinformatico previo

correspondiente.
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INTRODUCCION

Marco tedrico
En diciembre de 2019 un elevado nimero de pacientes contrajeron neumonia en la ciudad de

Wuhan, lo que atrajo la atencion de China, y del mundo en general®. Luego de determinar que
la causa de este brote era un coronavirus, y que este tenia la capacidad de causar un sindrome
agudo respiratorio grave?, el CSG (Coronavirus Study Group) lo reconocié taxonémicamente
como hermano de SARS-CoV y lo nombr6 SARS-CoV-23. El 11 de febrero de 2020 la
Organizacion Mundial de la salud definié el nombre de la enfermedad causada por este virus,
COVID-19% y el 11 de marzo la caracteriz6 como pandemia®.

La pandemia ha afectado, al 17 de mayo de 2020, a 4.525.497 personas a nivel mundial ¢y
producido 307.395 muertes®.

Comprender los determinantes del riesgo de infeccién y de formas graves de la enfermedad
es clave para adoptar las estrategias de prevencion y tratamiento adecuadas, no solo a nivel
poblacional sino individual.

Se ha detectado que los adultos tienen mayor riesgo de infeccién respecto a los nifios”8 y el
sexo masculino respecto al femenino®. También se postularon como determinantes del riesgo
de infeccion el grupo sanguineo A'° y niveles altos de LDH*.

Los factores determinantes de peor evolucién una vez adquirda la enfermedad que se conocen
hasta el momento son edad > 60 afios’, sexo masculino®® y la presencia de comorbilidades*?,
principalmente diabetes’131415 enfermedad cardiovascular’®, hipertension’ y obesidad®®1’;
también hay mayor riesgo en inmunocomprometidos y pacientes EPOC. Con menor
importancia y mayor controversia pacientes con asma y el antecedente personal de ACV18.

Los determinantes bioquimicos son altos niveles de LDH y leucocitosis®!.

Desde el punto de vista molecular, se ha demostrado que ACE2 -proteina presente
principalmente en las células AT2 alveolares - funciona como sitio de union para el spike del
virus 1920.21.22 También se habia demostrado que ACE?2 es el sitio de unién para los coronavirus
surgidos previamente, SARS-CoV y NL63%324, Otro hallazgo importante es que el producto del
gen STMP3 humano es utilizado por el virus para realizar el clivaje que permite la fusién de
membranas y posterior penetracion del virus a la célula®L.

Los mismos tipos celulares que producen ACE2 expresan otros genes claves para el ingreso
del virus: ITGB6, CAV22? y otros para permitir la salida de la célula, a las nuevas particulas
virales formadas: CHMP3, CHMP5, CHMP1A, VPS37B?%2 .



Los niveles de ACE2 en tejido pulmonar varian en poblacion sana. La poblacion de Asia del
Este presenta mayor expresion de ACE2. Esto lo explica en parte, el hecho de que existen
variantes genéticas con diferencias entre las poblaciones en los sitios eQTL (loci que alteran
la expresion del gen)?225:26,

Aun no se demostré que existan variantes genéticas en la region codificante del gen ACE2
que la conviertan en no funcional (lo que podria implicar falta de expresion y por lo tanto

inmunidad o mayor resistencia natural al virus).

Respecto a la inmunidad, el sistema de antigeno leucocitario humano (HLA) cumple un rol
importante en la susceptibilidad a varias infecciones virales?® y a la gravedad de las
enfermedades que producen?. Incluso se han reportado variantes en el gen IFITM3
(Interferon-induced transmembrane protein 3) ascoiadas con evolucion desfavorable en
pacientes infectados con virus de la influenza H749 y HIN13031

También se ha postulado que pacientes que presentan ciertas variantes deletéreas en el gen
Myxovirus resistance A (MxA) tienen peor evolucion, debido a que este gen es una proteina

antiviral estimulada por interferon ay p*2.

Las tecnologias han sido un complemento clave para los avances en diagndéstico, prevencion
y tratamiento. En particular el uso de técnicas de Machine learning para inferir modelos
basados en grandes voliumenes de datos®3.

Una vez conocida la secuencia de ARN del SARS-CoV2, la biotecnologia y la bioinformética
permitieron avanzar en identificar las variantes diferenciales respecto a otros virus conocidos
e inferir consecuencias funcionales de las mismas®®. Iniciativas como GISAID34%, que
promueven compartir secuencias del SARS-CoV-2, permiten identificar y visualizar las
mutaciones del virus en las distintas regiones del planeta® e inferir la patogenicidad de las
distintas cepas y la respuesta al tratamiento.

Ambas disciplinas son fundamentales, también, para estudiar la genética del huésped y su
asociacion con la susceptibilidad/mala evolucion COVID-19. También es necesaria una
iniciativa analoga a GISAID para compartir datos genéticos/de expresién/clinicos del huesped.
En este caso el rol lo cumple la Host Genetics Initative®’, consorcio internacional que

promueve compartir los datos genéticos de huéspedes con COVID-19.

Justificacion



Auln con todos los hallazgos e hipotesis descriptos respecto a los factores de susceptibilidad a
la infeccion y de riesgo de aparicion de una enfermedad pulmonar grave, no se considera

completa la lista de factores moduladores?!.

Ciertas variantes presentes en el gen ACE2 podrian alterar la susceptibilidad si disminuyen la
capacidad de asociacion del virus a la proteina que codifica?’. Se han registrado mas de 1700
variantes en el gen.

La variabilidad en la expresién de ACE2 entre poblaciones, debido en gran parte a las variantes
en los eQTL del gen, también estimula el estudio de una posible asociacion entre la
genética/expresion génica y la susceptibilidad/mala evolucion. De la misma forma, podrian ser
relevantes las variantes en los genes que son funcionales al ciclo viral: ITGB6, CAV2, CHMP3,
CHMP5, CHMP1A, VPS37B. Resulta especialmente interesante analizar el papel de

TMPRSS2, que cumple una funcién clave junto a ACE2 para el ingreso del virus a la célula.

En este marco, y considerando el avance en el conocimiento molecular sobre la forma de
ingreso y del proceso viral del SARS-CoV-2, estudiar variantes genéticas y perfiles de
expresion génica que puedan formar parte del algoritmo de estimacion de la suseceptibilidad
a la infeccién y el riesgo de evolucion desfavorable, resulta conveniente para una prevencion

y tratamientos mas precisos y efectivos.

Disponer de variantes genéticas y patrones de expresion génica diferencial en los genes que
participan del ciclo viral facilita la identificacion de: i) poblaciones con mayor riesgo de
infeccién; ii) marcadores genéticos de riesgo de enfermedad pulmonar grave que
complementan los factores ya conocidos; iii) Nuevos blancos terapéuticos basados en el

inhibicion/estimulacion de expresion génica.

De la misma forma que es importante estudiar las variantes y los perfiles de expresién en
genes relacionados con el ciclo viral, también es importante estudiar los relacionados con la
inmunidad (inmunomoduladores). Por esta razon es clave incluir los genes del HLA en el

analisis.

Fundamentos Teoricos
La finalizacion del proyecto genoma humano®:3° y el avance de la biotecnologia ha permitido

disponer de diferentes soluciones (microarrays, NGS, RNASeq) para secuenciar las bases



nucelotidicas del ADN germinal o soméatico de un individuo y conocer el transcriptoma (niveles
de expresion geénica) del tejido en estudio; incluso existen soluciones para poder conocerlo a

nivel de célula unica (scRNA-seq).

Por su parte mediante la bioinformatica, la bioestadistica y técnicas de Machine lerarning y
deep learning es posible encontrar marcadores genéticos asociados a diferentes fenotipos, a

partir de los grandes volumenes de datos generados por los dispositivos biotecnolégicos.

En el campo de las enfermedades infecciosas, resulta de interés encontrar variantes genéticas
o perfiles de expresion génica que aumenten la suceptibilidad a contraer enfermedades
infecciosas o que predispongan a una peor evolucion o menor respuesta al tratamiento.
Mediante estudios GWAS*’, de exoma completo o de genoma completo se han postulado
diferentes variantes genéticas en el hueped relacionadas con enfermedades infecciosas
41424344 con importantes resultados accionables en el caso de la malaria, HIV e infecciones
por priones®.

Debido a que la obtencién de estos datos es costosa, una limitacion frecuente es no disponer
de un tamafo muestral suficiente para poder arribar a conclusiones validas. Pero esta limitante
se resuleve con iniciativas qgue promueven compartir los datos de los estudios y tener acceso
a una base de datos mas representativa de la poblacion. En el caso de COVID-19 existe tal

iniciativa (Host Genetics Initiative®’), lo cual me permite postular mi pregunta de investigacion.-

Enviamos un proyecto propuesta a la convocatoria del Ministerio de Ciencia'y Técnica COVID-
19 para estudiar 900 pacientes utilizando un microarray que permite obtener 700.000
posiciones polimérficas (que tienen varabilidad a lo largo de la poblacién) para luego con
bioinformatica procesarlos y encontrar asociaciones genotipo-fenotipo. Si bien no nos fue
otorgado el subsidio, los 3 ejes de evaluacién fueron calificados con puntaje ALTO.
e /lLa solucion propuesta para dar respuesta a la pandemia es relevante y los
mecanismos de implementacion resultan adeucados? ALTO
e /El proyecto es de corta duracion y es factible completarlo en el plazo propuesto?
ALTO

e ;Grado de desarrollo tecnolégico? ALTO

La pregunta de Investigacion



(P) En individuos sanos no infectados por SARS-CoV-2 con variantes genéticas respecto al
genoma de referencia o perfiles de expresion génica alterados, (C) comparado con individuos
gue no presentan estas caracteristicas moleculares, (O)tienen una mayor susceptibilidad a la

infeccion?

Estrategia de Busqueda Bibliogrdfica

1. ("Risk Factors"[Mesh]) AND "COVID-19" [Supplementary Concept]: con filtro clinical
trial y systematic review. Dio 126 resultados. Los proceso para armar el marco téorico.

2. "COVID-19" [Supplementary Concept] AND "Genetic Predisposition to Disease"[Mesh].
Si bien actualmente esta busqueda arroja solo 2 resultados, es esperable que en los
préximos meses haya muchos mas para poder realizar una revision sistematica. Para
afirmarlo me baso en la iniciativa Host Genetics Initiative®” que ya publicé los estudios
gue compartieron datos de genotipo y fenotipo. Esta iniciativa claramente dara las
bases para futuras publicaciones de asociacion genotipo-susceptibilidad. Ver anexo 1.

3. "CORONAVIRUS" [Mesh] AND "Genetic Predisposition to Disease"[Mesh].
Acordé con el director que en caso que no haya publicaciones suficientes para poder
estudiar especificamente Sars-Cov-2, utilizaremos esta blusqueda que arroja 19

resultados para generalizar la revision sistematica.

OBJETIVOS

Objetivo General
Identificar variantes genéticas o perfiles de expresion génica en el huesped, asociados con

aumento de susceptibilidad o resistencia a la infeccion por SARS-Cov-2.

Objetivos Especificos

Se analizaran los papers que ya postulan resultados sobre potenciales marcadores genéticos
asociados con susceptibilidad a SARS-CoV-2. Se espera que haya mayor cantidad de
resultados debido a iniciativas para compartir resultados de estudios de exoma y microarrays

a lo largo del mundo.



Se realizard un meta-analisis tomando como datos de entrada lo informacion que publique
Host Genetics Initiative®” utilizando R y Bioconductor como lenguajes de programacion para el

analisis de datos.

METODOLOGIA

Diseino del Estudio
Se realizara una sintesis de la evidencia disponible sobre la asociacién entre variantes

genéticas o perfiles de expresion génica y la susceptibilidad al SARS-CoV-2, mediante un
estudio de tipo revision sistematica que incluira un meta-andlisis de los datos crudos que
dieron lugar a las publicaciones y cruzamiento con bases de datos bioinforméticas secundarias
como las bases del NCBI y EBI. El meta-analisis pondra el foco en los genes ACE2 y STMP3
y genes del HLA.

Poblacion en Estudio
Conjunto de papers que postulen o rechacen asociaciones entre variantes genéticas

germinales o perfiles de expresion génica del huesped y susceptibilidad a SARS-CoV-2.

Criterios de Inclusion
Se incluirdn publicaciones que hayan correlacionado genotipo con susecptibilidad a SARS-

CoV2 mediante estudios genéticos GWAS*, o de exomas/genoma completo en pacientes
COVID-19 de cualquier edad y género.

También se incluiran revisiones que postulen hipétesis a partir del estudio del ciclo viral del
SARS-CoV-2 y las proteinas humanas necesarias para perpetuar el mismo.

También se incorporaran revisiones sitematicas.

Criterios de Exclusion
Quedaran excluidos los reportes de casos que no tengan evidencia estadistica suficiente ni

aporten datos para el metaanalisis.



Planificacion para Recoleccion de los Datos
e Se realizara la busquedad utilizando la siguiente expresién basada en términos Mesh:

"COVID-19" [Supplementary Concept] AND "Genetic Predisposition to Disease"[Mesh].

e Se realizar4 un meta-andlisis de los datos curdos de las publicaciones. La principal
fuente para realizar el meta-andlisis sera la host genetic initiative 3" que ya dispone de
datasets agrupados preliminares (ver anexo 2)

e Para el metaanalisis se tomaran los archivos crudos originales de los estudios y los
agrupados, junto con los datos clinicos y se realizaran estudios bioinformaticos para
encontrar correlacién genotipo-fenotipo utilizando el lenguaje de programaciéon R y
Bioconductor. Las variantes identificadas se anotaran bioinformaticamente para
incorporar mayor cantidad de informacién de cada una y claridad para su

interpretacion.

Descripcion operacional de las variables
Para poder hacer el metaandlisis sera necesario disponer de los siguientes atributos en

pacientes COVID-19 para contrastar con el genoma de referencia (Genome Reference
Consortium Human Build 37 (GRCh37)) e identificar posibles variantes que tengan una fuerte

asociacion con la suceptibilidad.

e #CHR: Cromosoma de la base nucleotidica. Variable discreta.

e POS: Posicion en el cromosoma. Variable discreta.

e REF: alelo de referencia. Categérica no ordinal (A, C, T, G por adenina, citosina,
tirosina, guanina)

e ALT: alelo alternativo segun frecuencia poblacional. Categérica no ordinal (A, C, T, G
por adenina, citosina, tirosina, guanina)

e SNP: Single nucleotide polymorphism. Posicion con variabilidad a lo largo de la
poblacion.

e Alelo encontrado en el paciente

Se debera incorporar también informacioén clinica de relevancia como hospitalizacién y
necesidad o no de respirador.

Instrumento/s para recoleccion de los datos



Para la revision sistematica se utilizara pubmed.

Para el metaandlisis, la fuente principal de datos sera el Host Genetics Initiative®” en su
seccion de resultados. Pero también se utilizaran otros datasets publicos que no fueran

depositadors en la Host Genetics Initiative.

Plan de Anadlisis de los Datos
Para la revision sistematica, se hara una tabla excel con las variantes y las consecuencias

clinicas postuladas por los distintos estudios para encontrar patrones y diferencias.

Para el metaandlisis, se utilizaran archivos de texto plano que registren para cada, locus
(posicién en el genoma), el alelo de referencia y todos los alelos encontrados en los diferentes
estudios.

Debido a que son archivos de gran tamafio (>5 gb) seran preprocesados utilizando scripts de
bash y luego analizados con R y biocondcutor cruzando con bases de datos y anotadores

bioniformaticos.

Se utilizaran técncias estadisticas de comparaciéon de las frecuencias alélicas en todas las
muestra COVID-19 obtenidas de los diferentes estudios contra las frecuencias alélicas en el

genoma humano de referencia. Se utilizara como genoma de referenciael Build 37 (GRCh37).

Sesgos y Limitaciones del Estudio
La limitacion del estudio es que es un tema muy actual del cual aun no hay evidencia suficiente

para realizar ni la revision sistematica ni el metaanalisis. Pero siguiendo a diario como se
mueve la iniciativa Host, es un hecho que en pocos meses habra informacién suficiente.

Por ser un tema tan novedoso y ser la iniciativa host abierta, también esta el riesgo de perder
la originalidad del tema porque otro grupo lo haga primero.

Si ocurriera cualquiera de los casos, segun lo acordado con el director, se generalizara la
revision sistematica a susceptibilidad genética a coronavirus que ya tiene 19 publicaciones en

pubmed.

Recursos necesarios
Revision sistematica: Nuevas publicaciones en el tema.



Metaandlisis: acceso a los datos de la host initiative e idealmente a datasets que no estén

publicados en la host.

Cronograma de actividades

project

=l ® Revisién sistematica

@ Armar estructura de tabla excel donde registrar resultados postuladas para simplificar comparacion

@ Analizar los 2 estudios que existen actualmente y completar la tabla

@ Busqueda en pubmed de nuevas evidencias

@ Utilizande |z tabla excel, encontrra diferencias y similitudes

E & Metaanalisis

@ Definir estructura de la base de datos (o archivo de texto plane donde almacenar |a informacién)

e o o @ o ®

@ Redaccién del manuscrite

=l ® Revisicnes con director

®

Revision Julic
Revision Septiembre
Revisién Octubre

e o ®

Revisién final

Anexo/s

Bajar los datsets disponibles en Host genetic initiative
Scripts para cargar la base de datos unificada o el archivo unificado

Buscar datasets que no hayan sido compartidos en la host genetic initiative

Para cada dataset armar el script para incerporarlo a la fuente integrada de datos

Analisis estadistico de frecuencia alélica poblacional COVID versus frecuencia alélica en GRCh37

Comparacion resutlados del metaanalisis con resultados postulados por la Host Genetics Initiative

2020
|
. June lJu\y’ IAugust ISeptember lOctober lNovember ‘December ‘January ‘February
Begin date | End date
6/1/20 10/30/20 F W Matias Butti}
&6/1/20 6/5/20 O fatias Buttiy
6/8/20 6/12/20 O matias Butiy
6/15/20 10/2/20 [ 1 {Matias Butti}
10/5/20 10/30/20 IMatias Butt}
6/8/20 11/6/20 {Matias Butti}
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Anexo 1 - Estudios genotipo-fenotipo pacientes COVID, ya incorporados a la host genetics

initiative %7

COVID19-hg GWAS meta-analyses round 2

Release Date

Study Abbreviations

May 15, 2020

Full Name

BioMe

Genes & Health

xome+ COVID-19 Phenotypes

Screening Array

Netherlands Twin Register

+5 Healthcare Blobank

Anexo 2 - Fragmento de tabla

genotipos de pacientes COVID

Abbreviation

BioMe_RGN

integrada por host genetics initiative %" de los diferentes



Tablas y/o cuadros
Se iniciara el trabajo partiendo de las tablas de los archivos crudos publicados por la host

genetics initiative.

® COVID19_HGI_ANA5_20200513.txt.gz: https://storage.googleapis.com/covid19-hg-

public/20200508/results/COVID19_HGI_ANA5_20200513.txt.gz

@® COVID19 HGI_ANA5 20200513.txt.gz.thi: https://storage.googleapis.com/covid19-

hg-public/20200508/results/COVID19_HGI_ANAS5_20200513.txt.gz.tbi
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