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RESUMEN

Introduccidn: Lareciente aparicion y la rapida propagacién mundial de coronavirus del sindrome respiratorio
agudo grave 2 plantean una crisis de salud sin precedentes. La COVID-19 presenta una heterogeneidad
clinica que dificulta su diagnéstico y manejo. Desde el comienzo en Cuba se observan diferencias en las
tasas de incidencia y evolucion clinica de la enfermedad en distintas regiones del pais que, aunque podrian
asociarse a factores, geogréficos, de estilos de vida y de conductas sociales de mayor 0 menor riesgo para
infectarse, tal vez puedan explicarse parcialmente a través de factores genéticos como el polimorfismo TNFa
(-308A>G).

Objetivos: Determinar el grado en que la presencia del polimorfismo -308A>G del gen TNFa influye en la
evolucion clinica de individuos infectados por el SARS-CoV-2.

Disefio Metodoldgico: Se realizdé un estudio de casos y controles en el Centro Nacional de Genética
Médica, durante el periodo de junio de 2020 a junio de 2021.

Resultados: Aunque se ha informado que el alelo A se asocia con una enfermedad mas agresiva, no
observamos diferencias importantes en la duracion de los sintomas mas frecuentes entre los genotipos que
portan el alelo A (AG / AA) y el genotipo que no lo porta (GG).

Discusion: Los resultados sugieren que el genotipo TNFa.AG parece estar relacionado con formas
sintomaticas de la enfermedad, lo que podria explicarse considerando que el TNFa media muchos sintomas
presentes en COVID-19. Sin embargo, se encontré que el genotipo TNFa.AA puede no ser un factor
relevante en formas mas graves, aunque el nimero de homocigotos del alelo A fue muy bajo en individuos
con enfermedad grave.

Conclusiones: Este estudio identificé el papel del alelo TNF.-308A en la evolucion clinica de la infeccién
por SARS-CoV-2, al aumentar el riesgo de desarrollar sintomas de COVID-19 en las provincias orientales y
occidentales del pais. Estos hallazgos sugieren marcadores novedosos que pueden explorarse para
identificar criterios novedosos para la estratificacion de pacientes con COVID-19 en el pais.
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1. INTRODUCCION

El coronavirus del sindrome respiratorio agudo grave 2 (del inglés Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2) (SARS-CoV-2) es un betacoronavirus, causante de neumonia atipica, que emergié en
diciembre de 2019 en Wuhan, China, y es la causa de la enfermedad del coronavirus 2019 (del inglés
coronavirus disease 2019) (COVID-19). La reciente aparicion y la rapida propagacion mundial de este virus
plantean una crisis de salud sin precedentes. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) determin6 que la
propagacion de esta enfermedad constituye una emergencia de Salud Publica de interés internacional, que
fue declarada pandemia el 11 de marzo de 2020.%°

La alta mortalidad asociada a la COVID-19, asi como la variedad de manifestaciones clinicas que dificultan
su diagnéstico y manejo, han provocado que se aceleren las investigaciones para encontrar posibles
opciones de tratamientos seguros y efectivos, asi como medidas preventivas que eviten la propagacion de
la enfermedad.®

El riesgo de padecer cuadros clinicos mas severos parece estar relacionado con la edad del paciente,
enfermedades asociadas y factores de riesgo genéticos relacionados con la penetracion del virus a las
células, la respuesta inmune frente al SARS-CoV-2 y la efectividad terapéutica.

En las infecciones virales es generalmente aceptado que la respuesta inmune del hospedero puede proteger,
pero también participar en la produccién del dafio tisular. Los fallos en la regulacion de la respuesta
inmunitaria pueden conducir a la secrecion descontrolada de diferentes citoquinas incluyendo entre otras a
la interlukina-1(IL-1), interlukina-6(IL-6), Factor de Necrosis Tumoral (TNF) e interferon-y. La “tormenta de



citoquinas”, en la cual son liberadas en el torrente sanguineo, puede provocar una respuesta inflamatoria
severa y perjudicial en la COVID-19.°

Teniendo en cuenta que la constitucién genética individual es uno de los componentes de la compleja
interaccion entre factores ambientales y genes que regulan la resistencia o susceptibilidad a las infecciones,
es razonable suponer que la variabilidad en la severidad clinica entre pacientes con la 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.

Se ha enfatizado el desarrollo de analisis de variantes alélicas de caracter presumiblemente dominante y de
frecuencia moderadamente rara en pacientes con complicaciones clinicas severas de la enfermedad. Uno
de los genes que pudiera estar involucrado en la respuesta del organismo a la infeccién por SARS-CoV-2
es el gen TNFa (del inglés, Tumor necrosis factor-a). Se han descrito seis polimorfismos de nucleétido Unico
(SNPs, single nucleotide polymorphisms) 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 comparacion con aquellos que “cargan” el alelo comin G.”8 La respuesta del TNF-a a la
infeccidn esta regulada 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 en Cuba la infeccion por el SARS-CoV-2 tras la exposicion al virus 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 ante
las complicaciones a pesar de ser objeto de intervenciones médicas oportunas. Desde el comienzo en Cuba
se observan diferencias en las tasas de incidencia y evolucion clinica de la enfermedad en distintas regiones
del pais que, aunque podrian asociarse a factores demograficos (como la densidad de poblacién),
geogréficos, de estilos de vida y de conductas sociales de mayor o menor riesgo para infectarse, tal vez
puedan explicarse parcialmente a través de factores genéticos como el polimorfismo TNFa (-308A>G).

1.1  PROBLEMA CIENTIFICO
- En Cuba se desconoce si el polimorfismo -308A>G del gen TNFa influye en la evolucién clinica de
individuos infectados por el SARS-CoV-2.

1.2 PREGUNTAS CIENTIFICAS

- ¢, Cudl es la relacion del polimorfismo -308A>G del gen TNFa con la evolucion clinica de individuos
infectados por el SARS-CoV-2?

- ¢,Como se distribuyen las frecuencias alélicas de este polimorfismo en la poblacién objeto de estudio?
1.3 HIPOTESIS: Los pacientes que presentan el Polimorfismo -308A>G del gen TNFa cursan con cuadros
mas severos de COVID 19

1.4 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO: A punto de partida del incremento notable, en Cuba y el resto del
mundo, de casos de COVID-19 es importante la identificacion de factores de riesgo clinicos, epidemiolégicos
y genéticos, que permitan configurar un prondstico clinico, y establecer tratamientos personalizados en
pacientes con infecciones provocadas por el SARS-CoV-2, asi como trazar estrategias poblacionales de
prevencion.

Constituyen fortalezas para el desarrollo de esta investigacion: la presencia de una red de centros y servicios
de genética médica integrados a la atencién primaria de salud como parte de la organizacion del sistema de
salud cubano, la integracion de las instituciones de salud con el sistema de entidades de ciencia e innovacion
tecnolégica del pais y la capacidad de la industria biotecnoldgica.

2. OBJETIVOS

1. Caracterizar factores socio-demograficos, clinico-epidemiolégicos y resultados de laboratorio en
pacientes recuperados de la COVID-19.

2. Describir las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo -308A>G del gen TNFa en pacientes
recuperados de la COVID-19.

3. Determinar el grado en que la presencia del polimorfismo -308A>G del gen TNFa influye en la
evolucion clinica de individuos infectados por el SARS-CoV-2

4. DISENO METODOLOGICO
4.1 Clasificaciéon de la investigacion
x Investigacion aplicada.



4.2 Aspectos generales del estudio, definicién de poblacién
Se realizd un estudio analitico transversal en el Centro Nacional de Genética Médica (CNGM), durante el
periodo comprendido de junio de 2020 a junio de 2021.

Definicién de la poblacion

La poblacién de estudio estuvo conformada por los 1200 pacientes cubanos residentes en Cuba confirmados
con el diagnostico de COVID-19 entre el 11 de marzo y 11 de junio de 2020 que hayan recibido el alta
epidemioldgica

La poblacion de estudio quedd definida en tres grupos:

o Grupo 1 (G1): casos confirmados en los que la infeccibn por SARS-CoV-2 cursé de modo
asintomatico.

° Grupo 2 (G2): casos confirmados como enfermos pero que no presentaron complicaciones clinicas.
o Grupo 3 (G3): casos confirmados para quienes la enfermedad curs6é con complicaciones clinicas

severas gue requirieron de cuidados intensivos.

Criterios de inclusién:

o Individuos en los que se confirmé el diagndstico de infeccion por SARS-CoV-2 mediante estudios de
PCR en tiempo real.

Criterios de exclusion:

) Individuos fallecidos.

. Individuos menores de un afo.

4.3 Procedimientos y técnicas paralarecoleccion de informacion por estudios

4.3.1 Estudio clinico-epidemiolégico

Para la recoleccién de informacion clave que permita evaluar las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas
de los individuos incluidos en el estudio, se aplic6 un cuestionario perteneciente al proyecto Factores de
riesgo genético asociados a la severidad clinica de la COVID 19 en pacientes cubanos, del cual esta
investigacion constituye una tarea, por lo cual solo se utilizaron las variables que se indican mas adelante.
En él se incluye el consentimiento informado para la participacién en la investigacion, y dos espacios que
fueron llenados por el investigador, uno de ellos a partir de las respuestas brindadas por el paciente o sus
tutores legales. Los aspectos de interés incluyen datos demograficos, habitos y estilo de vida,
comorbilidades, sintomas, presencia de complicaciones clinicas, tratamiento farmacolégico recibido y
respuesta al mismo y evolucion clinica.

Aseguramientos de laboratorio clinico

Aseguramientos de laboratorio clinico

Se obtuvieron muestras de 7mL de sangre venaosa periférica, por puncion de las venas superficiales de la
region anterior del antebrazo, con previa limpieza de la region y tomando todas las medidas de asepsia y
antisepsia necesarias. Se utilizaron materiales desechables y solo se aplicé el torniquete, durante el tiempo
minimo necesario. La extraccion de sangre fue realizada por personal de laboratorio clinico de los Centros
Provinciales y Municipales de Genética Clinica de cada territorio. El material biol6gico obtenido fue dispuesto
de la siguiente manera: 3mL se depositaron en un Vacutainer con K2-EDTA para extracciéon de ADN. Las
muestras se conservaron y trasladaron en termo refrigerado al Centro Nacional de Genética Médica
siguiendo las medidas de bioseguridad dictadas por las autoridades sanitarias para el traslado de material
biolégico

4.3.2 Estudio genético molecular

Técnicas de extraccion de ADN

Se realizé la extraccion de ADN mediante el extractor automatico QIAsymphony SP, y fue utilizado el estuche
de reactivos QIAsymphony DNA Mini (Qiagen) y el protocolo de extracciéon DNA Blood 200. La cantidad y
calidad del ADN extraido fueron medidas mediante el espectrofotometro BioSpec-mini (ShimadzuBiotech) y
posteriormente refrigerado a - 20 °C para su conservacion.

Estudios moleculares
Se incluy6 el estudio del polimorfismo -308A>G (rs1800629) del gen TNFa, por estar vinculados a la
expresion de proteinas relacionadas con la respuesta inmune al SARS-CoV-2.




Disefio de cebadores
El disefio de las secuencias de los cebadores realizado en Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) se muestra a continuacion:

Cebador Secuencia (5'-3")
TNF F1 iITTTTGAGGGGCATGA
TNF F2 iTTTTGAGGGGCATGG
TNFR GTTTCTTCTCCATCG

A su recibo tras la entrega del fabricante, los cebadores fueron diluidos a una concentracién apropiada para
pruebas de PCR en 10 mM del buffer Tris, y se conservaron a -20 °C hasta su uso.

Condiciones del PCR y procedimientos técnicos

Cada juego de cebadores era compatible con un PCR alelo especifico, con un producto de 184 pares de
bases, que serd identificado en una electroforesis en geles de agarosa al 2%.

Como control interno de amplificacion 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 yl de la mezcla de reaccion del PCR con un contenido de:

Reactivos Concentracion final
Buffer 10x 1x
dNTP 0,15 mM
Cebador TNF (D&R) 0,53 uM
Cebador Control Interno 0,16 uM
Enzima Hot Start Polimerasa (MgCl,) 15U
H2O estéril -

Programa del termociclador.
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 se presenta a continuacion:

Pasos Ciclos Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacién 95 °C 15 minutos
2 Desnaturalizacion 94 °C 45 segundos
3 Hibridacion 65 °C 45 segundos
4 Elongacion 72 °C 45 segundos
Ir al paso 2 por 24 ciclos
5 Extension final | 72°C \ 5 minutos
Mantener a 4 °C.

Electroforesis de ADN.

Los productos de PCR se aplicaron en una electroforesis de gel de agarosa al 3 %. Las condiciones de la
corrida fueron ajustadas en la fuente acoplada a la unidad de electroforesis: voltaje de 180 V y un tiempo de
corrida de 60 minutos.

Al concluir la corrida se colocaron los geles bajo luz ultravioleta, para la visualizacion de las bandas en el
analizador de imégenes.

Interpretacién de los resultados
Si los alelos de interés estaban presentes se observaron bandas de 184 pb seguln corresponda en el carril
de corrida, asi como una banda de 164 pb correspondiente al control interno de amplificacion.

4.4 Principales variables de medicién de la respuesta y procesamiento. Operacionalizacion.
Definicion de escalas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Operacionalizacion de las variables

Variable

Edad

Sexo

Sociodemografica Color de la piel

Grado de escolaridad

Talla

Peso
Mediciones
individuales
resultantes del
examen fisico y
antropométrico
indice de Masa Corporal

Clasificacion

Cuantitativa continua

Cualitativa nominal
dicotdbmica

Cualitativa nominal
politémica

Cualitativa ordinal

Cuantitativa continua

Cuantitativa continua

Cualitativa ordinal

Escala

Edad en afios cumplidos

Masculino
Femenino

Blanca

Mestiza

Negra

No escolarizado
Primaria
Secundaria
Técnico medio
Preuniversitario
Universidad

m

Kg

Bajo peso: <18,5

Peso normal: 18,5 —

249

Sobrepeso: 25,0 — 29,9
Obesidad clase I: 30,0 —

34,9

Descripcién

Teniendo en cuenta la fecha de
nacimiento se obtendra en el
momento de la aplicacion de la
encuesta.

Fenotipo segun sexo biolégico.

Color de la piel identificado por el
propio individuo entrevistado o sus
tutores legales.
Nivel de educacién alcanzado por
el entrevistado, o aportado por sus
tutores legales.

Estatura emitida por el individuo
entrevistado o sus tutores legales.

Peso emitido por el individuo
entrevistado o sus tutores legales.

Indicador de la relacion entre el
pesoy la talla, calculado al dividir el
peso en kilogramos por el cuadrado
de la talla en metros (kg/m?2).

Indicador

Media
Mediana
Desviacion
estandar
Rango
Cuantiles
Frecuencia
Porcentaje
Razoén
Frecuencia
Porcentaje

Frecuencia
Porcentaje

Media
Mediana
Desviacion
estandar
Rango
Cuantiles
Media
Mediana
Desviacion
estandar
Rango
Cuantiles
Frecuencia
Porcentaje
Proporcion



Antecedentes patolégicos
personales

Habito de fumar

Consumo de cigarrillos

Consumo de tabaco

Tiempo fumando

Consumo de bebidas
alcoholicas

Frecuencia de ingestion

Antecedentes y ©
alcoholica

Estilos de vida

Cantidad de alcohol ingerido

Consumo de Café

Cualitativa nominal
politémica

Cualitativa nominal
politémica

Cualitativa nominal
politomica

Cualitativa nominal
politomica

Cuantitativa continua

Cualitativa nominal
dicotbmica

Cualitativa nominal
politomica

Cualitativa nominal
politomica

Cualitativa nominal
dicotbmica

Obesidad clase II: 35,0
—-39,9

Obesidad clase llI:
240,0

Enfermedades referidas.

Fumador activo
Fumador pasivo
Exfumador
Nunca fumé
Menos de 5

De 6-15

Mas de 16

Uno

2-3

Mas de 3
Cantidad de afios

Si
No

Todos los dias

4 a 6 veces por semana
1 a 3 veces por semana
1 a 4 veces por mes

3 a 10 veces por afio
Menos de 3

De 3-4

Mas de 4

Si

No

Historia de enfermedades cronicas
no transmisibles de evolucion lenta
y larga duracién, tienen un origen
poco conocido y multifactorial, se
manifiestan en la clinica por sus
complicaciones, alta letalidad y
altas tasas de incapacidad.
Practica de inhalar sustancias
resultantes del consumo de
cigarrillos o tabaco.

Cantidad de cigarrillos consumidos
como promedio al dia por
fumadores activos y exfumadores.
Cantidad de tabacos consumidos al
dia.

Tiempo en afios de practica de
inhalar sustancias resultantes del
consumo de cigarrillos o tabaco, en
fumadores activos y exfumadores.

Accibn  de  ingerir  bebidas

compuestas por alcohol.

Consumo de alcohol por unidad de
tiempo.

Ndmero de tragos consumidos.

Accion de ingerir café.

Frecuencia
Porcentaje
Proporcion

Frecuencia
Porcentaje
Proporcion

Frecuencia
Porcentaje
Proporcion
Frecuencia
Porcentaje
Proporcion
Media
Mediana
Desviacion
estandar
Rango
Cuantiles
Frecuencia
Porcentaje
Proporcion
Frecuencia
Porcentaje

Frecuencia
Porcentaje

Frecuencia
Porcentaje
Proporcion



Cantidad de café ingerido

Estrés mantenido

Tipo de estrés

Actividad fisica

Tiempo de actividad fisica

Consumo de grasas
saturadas

Consumo de vegetales
Forma de presentacion de la
COVID19

Manifestaciones clinicas

Dias con sintomas

Evolucion y manejo
clinico

Cualitativa nominal
dicotdbmica

Cualitativa nominal
dicotémica

Cualitativa nominal
dicotdbmica

Cualitativa nominal
politomica

Cualitativa nominal
politémica

Cualitativa nominal
dicotbmica

Cualitativa nominal
politomica

Cualitativa nominal
dicotdbmica

Cualitativa nominal
politémica

Cuantitativa continua

Hasta 3 tazas
Mas de 3 tazas

Si
No

Laboral
Personal

Caminar

Correr
Ejercicios fisicos
Bailoterapia
Otro

Menos de 30
Entre 30-60
Mas de 60

Si

No

Si
No

Sin sintomas
Con sintomas

Segun manifestaciones

referidas.

Dias

NUmero de tazas de café ingeridas
al dia.

Reaccion fisiologica referida por el
individuo entrevistado o sus tutores
legales, dada por el afrontamiento
a una situacién que se percibe
como amenazante o de demanda
incrementada, dias previos al
diagnostico de COVID-19.
Variedades de estrés segln su
relacion o no, al ambito laboral.

Practica de movimientos
corporales que resultan en un
gasto energético superior a la tasa
de metabolismo basal.

Cantidad de minutos al dia
dedicado a la actividad fisica.

Consumo de alimentos ricos en
grasa animal.

Ingestion de vegetales cinco 0 mas
dias de la semana.

Forma de presentacion de la
COVID-19 al realizar el PCR.

Sintomas y signos presentados por
los pacientes con diagnostico
confirmado de COVID-19.
Cantidad de dias con
manifestaciones clinicas de la
enfermedad.

Frecuencia
Porcentaje

Frecuencia
Porcentaje

Frecuencia
Porcentaje
Proporcion
Frecuencia
Porcentaje

Frecuencia
Porcentaje

Frecuencia
Porcentaje

Frecuencia
Porcentaje

Frecuencia
Porcentaje
Proporcion
Frecuencia
Porcentaje
Proporcion
Media
Mediana
Desviacion
estandar
Rango
Cuantiles



Severidad clinica

Complicaciones clinicas

Soporte respiratorio

Tiempo de soporte
respiratorio

Tratamiento

Grupo sanguineo ABO

Resultados
obtenidos a partir de
examenes de
laboratorio

TNFa (-308A>G)

Cualitativa nominal
politomica

Cualitativa nominal
politémica

Cualitativa nominal
politémica

Cuantitativa continua

Cualitativa nominal
politémica

Cualitativa nominal
politémica

Cualitativa nominal
politomica

No complicado
Grave

Critico
Complicaciones
referidas

Oxigeno por canula
facial

Oxigeno por mascara
facial

Ventilacion asistida
Dias

Azitromicina
Kaletra
Cloroquina
Oseltamivir
Interferéon a-2b
recombinante
Biomodulina T
Itolizumab
Surfacen
Antibiéticos de amplio
espectro

Péptido CIGB258
A

B

(@]

AB

AA

AG

GG

Estado de pacientes enfermos de
la COVID-19 segln las
manifestaciones clinicas.

Complicaciones clinicas de la
COVID-19 referidas en las historias
clinicas de los pacientes con
enfermedad complicada

Estrategia terapéutica para asistir
la funcién respiratoria espontanea.

Cantidad de dias recibiendo

soporte respiratorio.

Tratamiento recibido por cada
individuo durante la estancia en un
servicio de asistencia médica.

Clasificacion de grupos sanguineos
ABO mediante tipificacién ABO.

Polimorfismo de simple nucle6tidos
en la posicion -308 del gen TNFa.

Frecuencia
Porcentaje

Frecuencia
Porcentaje

Frecuencia
Porcentaje

Media
Mediana
Desviacion
estandar
Rango
Cuantiles
Frecuencia
Porcentaje

Frecuencia
Porcentaje
Proporcion

Frecuencia
alélica
Frecuencia
genotipica



4.5 Métodos de procesamiento y analisis de la informacion.
4.5.1 Anédlisis univariante.

Se empleo el paquete estadistico IBM SPSS Statistics Base 22.0 que implementa diferentes métodos para
el analisis de datos. Se computaron indicadores propios de la estadistica descriptiva de las variables de
interés. Se utilizaron medidas resimenes como el porcentaje y la proporcion para variables cualitativas,
mientras que las variables cuantitativas fueron analizadas mediante medidas de tendencia central, de
posicion y de dispersion. Se calcularon los intervalos a un 95%. Se evalué la distribucion normal de las
variables cuantitativas continuas mediante la prueba de Shapiro Wilks, para aplicar pruebas paramétricas o
no paraméticas segun corresponda en la variable de interés. Los resultados se expresaron en cuadros y
graficos estadisticos asociados cuando proceda.

Para investigar la relacion entre el alelo TNFa -308.A y el riesgo de desarrollar sintomas de COVID-19, se
utilizé 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.

4.5.2 Anédlisis de datos genéticos.

Las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo TNF -308A> G se calcularon utilizando GENEPOP
4.4 para Windows / Linux / MacOsX (2015). 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. Se utilizd6 un Chi cuadrado para probar la bondad del ajuste entre los valores observados y
esperados. Todos los datos de frecuencia para genotipos y alelos se compararon con los de las frecuencias
de referencia de la poblacion de Cuba y su provincia utilizando la prueba z con la correccion de Yates. Los
datos de la poblacién de referencia incluyeron novecientos ochenta y cuatro (984) individuos y fueron
tomados de las bases de datos del Centro Nacional de Genética Médica (CNGM).

4.6. Aspectos éticos

Se informo a los pacientes sobre el propdsito de la investigacion. Se recibid su aprobacion para ser incluidos
en el estudio, a través de la firma del consentimiento informado anexado al cuestionario, documento que
previamente fue elaborado y aprobado por todas las instancias y organismaos correspondientes. Su contenido
fue leido y explicado por el jefe del proyecto a los participantes, resaltando las medidas de seguridad en la
recoleccibn de muestras, el grado de privacidad y confidencialidad de la informacion obtenida y el
compromiso de que, al publicar los datos, esto se realizara de forma agregada; ademas se dio respuesta a
dudas o inquietudes que surgieron, dejando claro que los participantes tenian plena libertad de entrar o no
en la investigacion, asi como de abandonar la misma a voluntad, garantizando el cumplimiento de las normas
bioéticas establecidas para estos casos. Se les explicd que la extraccion de 7mL de sangre no tenia riesgos
para su salud y en caso de que ocurriera alguna situacion adversa serian atendidos con las condiciones
requeridas en el momento.

RESULTADOS
3.1 Caracteristicas demograficas

Como se muestra en la Tabla 1, la edad media (IQR) de las personas con infeccién por SARS-CoV-2 fue de
46 afios. Se encontraron diferencias importantes en la edad entre los diferentes grupos de gravedad clinica
de la infeccién por SARS-CoV-2 con una mediana de 41 afios (IC 95%: 39,1-42,9), 46 afios (IC 95%: 43,1-
46,4) y 60 afios (95% IC: 39,1-42,9). % IC: 56,3-64,4) a pacientes asintomaticos (AS), sintoméaticos leves
(SL) y sintomaticos graves (SG), respectivamente. Observamos diferencias relevantes en subgrupos de
individuos mayores de 60 afios segun el incremento de la gravedad clinica (AS = 15,3%; IC 95%: 11,8-18,8;
SL = 21,6%; IC 95%: 18,2-25,0; SG = 51,5 %,; IC del 95%: 39,5-63,6). La proporcién de pacientes varones
fue del 45,9% (472), mientras que el 54,1% (556) eran mujeres. La poblacion tuvo un aumento en el nUmero
de pacientes de color de piel blanca con 649 (63,1%) inscritos, mientras que el nimero de individuos
mestizos es el doble de personas con color de piel negro, que incluyeron 241 (23,4%) y 131 (12,7%),
respectivamente. La comorbilidad mas frecuente de todos los grupos de pacientes en el momento del
aislamiento fue la hipertension (HTA), que afect6 al 35,5% (365) de todas las personas estudiadas. Los
sintomas mas comunes entre 618 pacientes sintomaticos en el momento del aislamiento fueron fiebre (301
[29,3%)]), tos (247 [24,0%)]), trastornos del olfato (187 [18,2%]) y alteraciones del gusto (187 [18,2%], seguido
de dificultad para respirar (163 [15,9%)]), fatiga (156 [15,2%]), dolor de garganta (147 [14,3%)]), diarrea (140
[13,6%]), dolor de cabeza (59 [5,7%] ) sintomas neuroldgicos (43 [4,2%]) y dolor respiratorio (38 [3,7%]).

Tabla 1. Caracteristicas basales de los grupos de pacientes con infeccién por SARS-CoV-2

Grupos de pacientes No. (%)
Caracteristicas

Asintomatico (n=411) Sintomatico leve (n=551) Sintomatico severo (n=66)




Edad

<20 60 (14.6) 56 (10.2) 0(0,0)
20-29 66 (16.1) 90 (16.3) 5 (7.6)
30-39 73 (17.8) 79 (14.3) 2(3.0)
40-49 57 (13.9) 92 (16.7) 9 (13.6)
50-59 92 (22.4) 115 (20.9) 16 (24.2)
260 63 (15.3) 119 (21,6) 34 (51.5)
Median (IQR) * 41 (26.0-54.0) 46 (29.0-58.0) 60 (50.5-71.5)
Sexo
Masculino 193 (47.0) 251 (45.6) 28 (42.4)
Femenino 218 (53.0) 300 (54.4) 38 (57.6)
Color de la piel 2
Blanco 256 (62.3) 347 (63.0) 46 (69.7)
Mestizo 103 (25.1) 125 (22.7) 13 (19.7)
Negro 51 (12.4) 73 (13.2) 7 (10.6)
Comorbilidades
Hipertension ** 108 (26.3) 217 (39.4) 40 (60.6)
Asma 51 (12.4) 93 (16.9) 10 (15.2)
Diabetes ** 22 (5.4) 61 (11.1) 15 (22.7)
Obesidad 22 (5.4) 34 (6.2) 6(9.1)
Enfermedades
Cardiovasculares ** (No 18 (4.4) 39(7.1) 13 (19.7)
HT)
Hipercolesterolemia 12 (2.9) 19 (3.4) 3(4.5)
Céncer 7(1.7) 14 (2.5) 3(4.5)
EPOC** 6 (1.5) 15 (2.7) 6(9.1)
Bronquiectasias** 1(0.2) 3(0.5) 2(3.0)
Apnea del suefio** 0(0.0) 1(0.2) 1(1.5)

Abreviatura: IQR, rango intercuartilico; HT, hipertension; EPOC, enfermedad pulmonar obstructiva crénica; NS, no significativo. a Valor faltante: 0,7%;

* Principales diferencias segun la prueba de Kruskal Wallis; ** Principales diferencias segun la prueba de la x2.

3.2 Caracteristicas genéticas de las poblaciones

Las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo TNFa -308A> G en la poblacién de referencia se
muestran en la Tabla 2. El andlisis de Hardy-Weinberg de los datos indicé que estaba en equilibrio (p> 0.05).
Las frecuencias de genotipos en la poblacién de estudio se ajustaron a las de la poblacién de referencia,
excepto en la provincia de Holguin. En comparacion con las frecuencias locales de referencias, la poblacion
de estudio de Holguin presenté una mayor frecuencia del genotipo TNFa-308.GG y una menor frecuencia
del genotipo TNFa -308.AG.



Tabla 2. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo TNFa -308A> G T

Localizacién de la

Frecuencias

Frecuencias

Localizacién de la

Frecuencias

Frecuencias

. L. Frecuencias Frecuencias
Localizacién de la

poblacionales poblaciéon poblacionales  poblacién poblacionales  poblacién
muestra de referencia _ en estudio muestra de referencia _ en estudio muestra de referencia _ en estudio
Cuba n =948 n =1028 Matanzas n =68 n=116 Las Tunas n =43 n=13
Genotipo GG 76.7 79.7 Genotipo GG 73.5 82.7 Genotipo GG 814 84.6
AG 21.7 18.4 AG 25.0 14.7 AG 18.6 15.4
AA 16 1.9 AA 15 2.6 AA 0 0.0
Alelo G 0.88 0.89 Alelo G 0.86 0.90 Alelo G 0.91 0.92
A 0.12 0.11 A 0.14 0.10 A 0.09 0.08
Isla de la Juventud n=2 n=34 Villa Clara n =101 n =133 Holguin n=116 n =54
Genotipo GG 50.0 76.5 Genotipo GG 79.2 78.2 Genotipo GG 73.3 88.9*
AG 50.0 23.5 AG 19.8 20.3 AG 25.0 11.1*
AA 0.0 0.0 AA 1.0 1.5 AA 1.7 0.0
Alelo G 0.75 0.88 Alelo G 0.89 0.88 Alelo G 0.86 0.94
A 0.25 0.12 A 0.11 0.12 A 0.14 0.06
Pinar del Rio n=79 n = 36 Cienfuegos n =29 n=18 Granma n =88 n=8
Genotipo GG 75.9 88.9 Genotipo GG 72.4 77.8 Genotipo GG 84.1 100.0
AG 19.0 111 AG 27.6 22.2 AG 14.8 0.0
AA 5.1 0.0 AA 0 0.0 AA 1.1 0.0
Alelo G 0.85 0.94 Alelo G 0.86 0.89 Alelo G 0.91 1.00
A 0.15 0.06 A 0.14 0.11 A 0.09 0.00
Artemisa n=29 n =22 Sancti Spiritus n =58 n=>54 Santiago de Cuba n =98 n =32
Genotipo GG 72.4 72.7 Genotipo GG 70.7 74.1 Genotipo GG 74.5 84.4
AG 27.6 27.3 AG 29.3 24.1 AG 23.5 12.5
AA 0.0 0.0 AA 0 18 AA 2.0 3.1
Alelo G 0.86 0.86 Alelo G 0.85 0.86 Alelo G 0.86 0.91
A 0.14 0.14 A 0.15 0.14 A 0.14 0.09
Mayabeque n =28 n =27 Ciego de Avila n=34 n=74 Guantanamo n =57 n=13
Genotipo GG 85.7 74.1 Genotipo GG 70.6 71.6 Genotipo GG 78.9 84.6
AG 14.3 25.9 AG 29.4 24.3 AG 21.1 7.7
AA 0 0.0 AA 0 4.05 AA 0 7.7
Alelo G 0.93 0.87 Alelo G 0.85 0.84 Alelo G 0.89 0.88
A 0.07 0.13 A 0.15 0.16 A 0.11 0.12
La Habana n=74 n =363 Camaguey n=44 n=31 Abreviatura: n = nmero de sujetos
Genotipo GG 73.0 79.6 Genotipo GG 88.6 77.4 t Las frecuencias de los genotipos TNFa —308 se presentan en
AG 23.0 18.2 AG 9.1 19.4 porcentaje y las frecuencias de los alelos se muestran en
AA 4.0 2.2 AA 23 3.2 proporciones. - ,
* Principales diferencias segin la prueba z.
Alelo G 0.84 0.89 Alelo G 0.93 0.87
A 0.16 0.11 A 0.07 0.13




El estudio sobre las frecuencias genotipicas y alélicas segun la gravedad clinica mostré que las tasas de
prevalencia de homocigosidad AA en el polimorfismo TNFa -308A> G fue de 1,2% y 0,8% en sujetos
sintomaticos y grupo de comparacion asintomatico, respectivamente. Ademas, las respectivas tasas de
distribucién de prevalencia de AG para pacientes sintomaticos y asintomaticos fueron 11,9% y 6,5%. Sin
embargo, las frecuencias genotipicas de los individuos portadores del alelo A se calcularon como 7,3% en
pacientes asintométicos, 11,8% en pacientes sintomaticos leves y 1,3% en pacientes sintomaticos graves
(tabla 3). Cuando los pacientes fueron analizados segun el estrato de gravedad de la enfermedad,
encontramos una mayor probabilidad de portar el genotipo AG en los individuos que desarrollaron sintomas
leves (OR = 1,26, IC del 95%: 0,91-1,73). Sin embargo, no hubo un mayor riesgo de genotipo AG entre los
pacientes con la enfermedad leve en comparacion con los pacientes con COVID-19 grave (110 de 551
pacientes versus 12 de 66 pacientes; OR = 0,89, IC del 95%: 0,46-1,72). Asimismo, la frecuencia del
genotipo GG no fue mayor en los pacientes con enfermedad leve y grave en comparacion con la forma
asintomatica de infeccién por SARS-CoV-2, pero pudimos encontrar una mayor probabilidad de portar el
genotipo GG en individuos que no desarrollaron sintomas (336 de 411; OR = 1,24, IC del 95%: 0,91-1,70).

Tabla 3. Gravedad clinica de infeccion por SARS-CoV-2 segtin genotipos del polimorfismo TNFa-308A> G 1

Genotipos
Caracteristicas
GG OR (95% ClI) AG OR (95% ClI) AA OR (95% CI)

Severidad de la
enfermedad

SL (n=551) 430 (78.0) 0.81 (0.59-1.09) 110 (20.0) 1.26 (0.91-1.73) 11 (2.0) 1.06 (0.44-2.58)

SG (n=66) 53 (80.3) 1.04 (0.56-1.95) 12 (18.2) 0.99 (0.52-1.88) 1(1.5) 0.76 (0.10-5.79)
Formas Clinicas

SL&SG (617) 483 (78.3) 0.81 (0.59-1.10) 122 (19.8) 1.27 (0.91-1.76) 12 (1.9) 0.99 (0.41-2.47)

AS (n=411) 336 (81.8) * 1.24 (0.91-1.70) 67 (16.3) * 0.79 (0.57-1.10) 8(1.9) 1.00 (0.41-2.47)

1 Las frecuencias de los genotipos TNFa -308 se presentan en valor absoluto y porcentaje. * Principales diferencias por prueba z cuando se compara
con la poblacién de referencia cubana.

3.3 TNFa-308.A alelo y momento de sintomas especificos del COVID-19

Aunque se ha informado que el alelo A se asocia con una enfermedad méas agresiva, no observamos
diferencias importantes en la duracion de los sintomas mas frecuentes entre los genotipos que portan el
alelo A (AG / AA) y el genotipo que no lo porta (GG). en el grupo sintomatico, con la respectiva mediana de
duracién de la fiebre a 2 dias (rango, 1-14 dias; 25% y 75% IQR: 2-5 dias) y 2 dias (rango, 1-35 dias; 25%
y 75% IQR : 1-4 dias) (Fig.1A), de tos a 7 dias (rango, 1-90 dias; 25% y 75% IQR: 3-13 dias) y 6.5 dias
(rango, 1-60 dias; 25% y 75% IQR: 3-10 dias) (Fig.1B), de los trastornos del olfato a 12 dias (rango, 2-60
dias; 25% y 75% IQR: 6-25 dias) y 7 dias (rango, 1- 120 dias; 25% y 75% IQR: 5-15 dias) (Fig.1C), de
alteraciones del gusto a 10 dias (rango, 2-180 dias; 25% y 75% IQR: 6-25 dias) y 7 dias (rango, 1-90 dias;
25% y 75% IQR: 6-18 dias) (Fig.1D), de disnea a 8 dias (rango, 2-30 dias; 25% y 75% IQR: 3- 14 dias) y 6
dias (rango, 1-90 dias; 25% y 7 5% IQR: 3-10 dias) (Fig. 1E), de fatiga a 7 dias (rango, 1-30 dias; 25% y
75% IQR: 3-14 dias) y 7 dias (rango, 1-60 dias; 25% y 75% IQR: 3-14 dias ) (Fig.1F), de dolor de garganta
a 5 dias (rango, 1-30 dias; 25% y 75% IQR: 3-7 dias) y 4 dias (rango, 1-90 dias; 25% y 75% IQR : 2-7 dias)
(Fig.1G) y diarrea a 10 dias (rango, 1-40 dias; 25% y 75% IQR: 3-18 dias) y 7 dias (rango, 1-75 dias; 25% y
75% IQR: 3-17 dias) (Fig. 1H).
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Figura 1. Temporizacion de los sintomas segun genotipos de polimorfismo del gen TNFa-308A> G. Graficos de barras que muestran los dias desde
la aparicion de los sintomas de fiebre (A), tos (B), trastornos del olfato (C), trastornos del gusto (D), dificultad para respirar (E), fatiga (F), dolor de
garganta (G) y diarrea (H). Los datos se expresan como mediana de dias con IC del 95%. AA homocigotos y AG heterocigotos se agruparon en AA

/ AG. No se observaron diferencias mediante la prueba de Mann-Whitney.

3.4 Genotipos del polimorfismo TNFa -308 y dias desde el hisopo positivo para SARS-CoV-2 hasta el alta
hospitalaria

Se evaluo el papel del efecto del polimorfismo de TNFa-308 en el nimero de individuos infectados durante
dias desde el frotis positivo de SARS-CoV-2 hasta el alta hospitalaria de acuerdo con sus genotipos por
regiones del pais. El nUmero de individuos infectados por el genotipo GG fue siempre el mas importante,
seguido de los infectados por AG y AA que se ajustaron segun la distribucion de los genotipos en la poblacion
cubana. En Cuba no se encontraron diferencias temporales segun frecuencias genotipicas (Fig. 2A). La
mediana de dias segun genotipos fue de 16 dias (rango, 3-80 dias; 25% y 75% IQR: 14-19 dias), 15 dias
(rango, 3-50 dias; 25% y 75% IQR: 13-19 dias) y 15 dias (rango, 6-21 dias; 25% y 75% IQR: 14-17 dias) a
GG, AG y AA, respectivamente.

Para comprender mejor el papel del alelo A en el tiempo que media desde el hisopo positivo para SARS-
CoV-2 hasta el alta hospitalaria, se analizo la mediana del nimero de dias segun su presencia 0 ausencia
en individuos estratificados por regiones del pais. Las respectivas medianas de dias para los genotipos GG
y AG / AA fueron de 16 dias (rango, 3-80 dias; 25% y 75% IQR: 14-19 dias) y 15 dias (rango, 5-50 dias; 25%
y 75% IQR: 14-18 dias) en Occidente (Fig. 2B), 15 dias (rango, 3-53 dias; 25% y 75% IQR: 13-18 dias) y 15
dias (rango, 10-28 dias; 25% y 75% IQR: 13-18 dias) en el Centro (Fig.2C), y 19 dias (rango, 3-44 dias; 25%
y 75% IQR: 16-21 dias) y 21 dias (rango, 3 -27 dias; 25% y 75% IQR: 17-23 dias) en el Este (Fig. 2D).
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Figura 2. Dias desde el hisopo positivo para SARS CoV-2 hasta el alta hospitalaria segun genotipos de polimorfismo del gen TNFa-308A> G. Gréficos
de violin que muestran estancia hospitalaria desde que el hisopo fue positivo por RT-PCR en Cuba (n = 1028, incluido = 955: GG = 761, AG / AA =
194; valor faltante = 7,1%) (A), region occidental (n = 598, incluido = 541: GG = 434, AG / AA = 107; valor faltante = 9.5%) (B), Region central (n =



310, incluido = 306: GG = 233, AG / AA = 73; valor faltante = 1,3%) (C) y regién oriental (n = 120, incluido = 108: GG =94, AG / AA = 14; valor perdido
=10,0%) (D). No se observaron diferencias de tiempo de acuerdo con las frecuencias de genotipos por regiones.

3.6 Asociacion entre el alelo TNFa-308.A y el riesgo de desarrollar sintomas de COVID-19

Los resultados de la regresion logistica para el riesgo de desarrollar sintomas en individuos infectados con
SARS-CoV-2 segun TNFa-308. La presencia del alelo A por regiones del pais se presentan en la Figura 2.
Los sujetos del estudio con alelo A en Cuba tenian aproximadamente una vez (OR = 1,24, IC del 95%: 0,91-
1,70) mayor riesgo de desarrollar sintomas en comparacion con los que tienen el alelo G. Al estratificar los
estudios por regiones del pais, los individuos del oeste y el este tenian mas probabilidades de aumentar el
riesgo de desarrollar sintomas (OR = 1,29, IC del 95%: 0,84-1,99 y OR = 4,00, IC del 95%: 0,86-18,66,
respectivamente) que los individuos de la region central (OR = 1,15, IC del 95%: 0,68-1,93). Después de
ajustar los factores de confusibn en el andlisis multivariado, obviamente se encontr6 un riesgo
estadisticamente mayor de desarrollar sintomas de COVID-19 en sujetos de las regiones occidental y oriental
del pais (OR = 1,53, IC del 95%: 1,00-2,34y OR = 4,64, IC del 95%: 1,03-21,66, respectivamente). Aunque
no hubo una asociacién importante, se observé una tendencia hacia un riesgo elevado de desarrollar
sintomas en sujetos en todos los paises, excepto en los individuos de la region central donde el riesgo
disminuyo.

. OR (95% ClI) : OR (95% CI)
Western region—| I—O—l 1.29 (0.84-1.99) Western region- '—0—1 1.53 (1.00-2.34)
Central region—| ——i 1.15 (0.68-1.93) Central region —e—i 0.68 (0.42-1.11)
Eastern region-| I—O—i 4.00 (0.86-18.66) Eastern region-| I—O—i 4.64 (1.03-21.02)

Cuba-| Hi 1.24 (0.91-1.70) Cuba- H—e— 1.28 (0.92-1.77)
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Figura 3. Riesgo de desarrollar sintomas en individuos infectados por SARS-CoV-2 segun la interaccion entre el alelo TNFa -308.A y las regiones
del pais. Odds ratio bruta con IC del 95% (A). Razén de posibilidades ajustada con IC del 95% para edad, grupo sanguineo A, comorbilidades

(hipertension, asma, diabetes) (B)

DISCUSION

El COVID-19 se ha extendido rapidamente por todo el mundo, por lo que es necesario obtener datos para
caracterizar la enfermedad y brindar opciones para trazar estrategias para su control. Varias investigaciones
han identificado un espectro de factores de riesgo relacionados con la presentacién de la enfermedad. Entre
estos factores de riesgo, destaca la edad, con un mayor riesgo de desarrollar formas graves de la
enfermedad en los ancianos. Estos resultados contrastan con nuestro estudio donde los pacientes mayores
de 60 afos fueron mas de la mitad de los casos graves. El mayor riesgo de severidad en los ancianos puede
explicarse en primer lugar, por una baja inmunocompetencia relacionada con la senescencia del propio
sistema inmunolégico, que al afectar ambas ramas de la inmunidad, innata y adaptativa, genera un impacto
negativo en la respuesta inmune. de los ancianos y los predispone a enfermedades infecciosas. La mayor
incidencia de comorbilidades relacionadas con la edad también se ha informado como una posible
explicacién del aumento de personas de edad avanzada con formas graves de la enfermedad, aunque otras
investigaciones han descrito la edad avanzada y las condiciones preexistentes como factores de riesgo
independientes para COVID-19.914

Hasta ahora, los hombres estan registrados como infectados con una mayor prevalencia en comparacion
con las mujeres. De manera similar, los hombres mostraron aumentos en los indicadores graves de COVID-
19, como los marcadores inflamatorios asociados con dafio organico, lo que sugiere que los hombres son
mas susceptibles a desarrollar sintomas graves de COVID-19 que las mujeres. *8 Estos hallazgos difieren
en el estudio, donde hubo un mayor nimero de individuos femeninos en los tres grupos de clasificacion
segun la gravedad de la presentacion clinica, aunque no se encontraron diferencias relevantes con respecto
a los pacientes masculinos. Se pueden realizar nuevos estudios para explicar este comportamiento de la
prevalencia de la enfermedad por sexo en Cuba.

La frecuencia de sujetos con color de piel blanca (63,1%) de la poblacién de estudio no mostré diferencias
importantes con respecto a la poblacion general en Cuba (64,1%). Su prevalencia en la muestra puede estar
relacionada con su alta frecuencia en la poblacion general. Asimismo, se encontré que la frecuencia de
pacientes mestizos (26,6%) y de piel negra (9,3%) de la poblacién cubana es 3,2% mayor y 3,4% menor que
la muestra estudiada, respectivamente.'® No se observaron diferencias importantes en el color de la piel
entre los grupos de clasificacion de gravedad clinica. Si bien este estudio no controld los antecedentes
genéticos segln grupos étnicos, este hallazgo resalta la voluntad politica y el alcance equitativo del Sistema
de Salud cubano para la atencion de los pacientes diagnosticados de infeccion por SARS-CoV-2.



Numerosos estudios han revelado que la mortalidad por COVID-19 en pacientes con comorbilidades tiende
a ser mayor, lo que se ha relacionado con el hecho de que la enfermedad cronica aumenta el riesgo de
infeccidén. Se ha informado que los pacientes con antecedentes de hipertension 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. Se han observado resultados similares en epidemias de
coronavirus anteriores, como las causadas por los virus respectivos para el sindrome respiratorio agudo
severo (SARS) y el sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS). Estos resultados son similares a nuestra
investigacion, donde la hipertension es también la comorbilidad mas frecuente en pacientes con COVID-19
y en aquellos con enfermedad grave. Asimismo, se encontraron mayores diferencias entre las frecuencias
de pacientes diabéticos en los tres grupos de clasificacion, con un aumento en el nimero de pacientes con
antecedentes de diabetes mellitus a medida que aumentaba el grado de gravedad clinica. Estos resultados
contrastan con los reportados en otros estudios donde se encontr6 que en ausencia de otras comorbilidades,
los pacientes diabéticos tienen un mayor riesgo de desarrollar neumonia severa, con una respuesta
inflamatoria exagerada, niveles mas altos de dafio tisular y un estado de hipercoagulacién aumentada. La
enfermedad cardiovascular fue la tercera comorbilidad més frecuente en los casos que presentaron formas
graves, lo que coincide con otras investigaciones en el hecho de que tener enfermedad cardiovascular se
asocia con un aumento de mas de tres veces en el riesgo de formas graves de COVID -19.20-2¢ En resumen,
las comorbilidades identificadas en el estudio no difieren de las reportadas por otros estudios. Si bien su
frecuencia en pacientes con COVID-19 podria estar asociada, entre otros factores, con la frecuencia de
aparicion en la poblacion general, estas comorbilidades se han relacionado con formas mas graves de la
enfermedad que podrian conducir a la muerte.

Varios estudios han expuesto que la respuesta hiperinflamatoria inducida por el SARS-CoV-2 es una de las
principales causas 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 hay mas citocinas involucradas en
la patogénesis de la enfermedad. Con el fin de explorar mas factores del huésped influyen en la progresion
clinica de COVID-19, estudiamos el polimorfismo -308A> G del gen TNFa localizado en la region promotora,
gue se ha atribuido a polimorfismos dentro de las regiones reguladoras. Da como resultado dos formas
alélicas, una en la que la guanina define el alelo comun (TNFa.G) y la otra en la que la guanina es sustituida
por la adenosina del alelo mas raro (TNFa.A) en la posicion -308. Se ha encontrado que la presencia del
alelo mas raro se correlaciona con una produccién mejorada de TNF-a espontanea o estimulada.?’-3!

Cuando se compararon las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo TNFa-308A> G en individuos
con infeccion por SARS-CoV-2 con la poblacion de referencia de Cuba, no hubo diferencias relevantes. Esto
nos permite inferir que las personas que portan el alelo A no son mas susceptibles a la infeccion por SARS-
CoV-2. Ahmed Saleh et al.®? no informaron resultados similares, 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 al COVID-
19. Se reconoce que nuestro estudio no controla el célculo de frecuencias alélicas y genotipicas segun el
origen étnico.

Sin embargo, cuando se compararon las frecuencias de referencia en Holguin (poblacion homogénea en
Cuba) con las de la poblacion de estudio en la misma provincia, la distribucion de genotipos difirio,
principalmente debido a una mayor frecuencia de homocigotos del alelo TNFa.G. La baja frecuencia del
genotipo TNFa.AA en esta poblacion puede deberse al hecho de que ha sido seleccionado fuera de la
poblacion debido a la alta secrecion asociada de TNFa. Una implicaciéon importante de la Ley de Hardy-
Weinberg es que, para un alelo raro, la frecuencia de heterocigotos es mucho mayor que la de homocigotos
inusuales. Este argumento demuestra la dificultad de eliminar los alelos recesivos deletéreos de las
poblaciones, ya que la mayoria de ellas se encuentran en estado heterocigoto y la seleccién natural no puede
actuar contra ellas.

Para comprender mejor las diferentes presentaciones clinicas de la infeccion por SARS-CoV-2, comparamos
el genotipo del polimorfismo TNFa-308A> G en lo que respecta a la gravedad de la enfermedad. Nuestros
resultados sugieren que el genotipo TNFa.AG parece estar relacionado con formas sintomaticas de la
enfermedad, lo que podria explicarse considerando que el TNFa media muchos sintomas como fiebre, tos
seca, debilidad muscular y disfuncion multiorganica, todos presentes en COVID-19.3-% Sin embargo,
encontramos que el genotipo TNF.AA puede no ser un factor relevante en formas mas graves, aunque el
nuamero de homocigotos del alelo A fue muy bajo en individuos con enfermedad grave. Ademas, encontramos
una mayor probabilidad de ser homocigotos para el alelo G en individuos asintomaticos con infeccion por
SARS-CoV-2. Cuando se compararon los datos de frecuencias genotipicas del polimorfismo TNFa -308A>
G en grupos asintomaticos, sintomaticos leves y sintomaticos severos con los de la poblacién de referencia
cubana, no se encontrd distribucion aleatoria en el clister asintomatico, donde la frecuencia del TNFa -308
El genotipo .AG fue menor y hubo un aumento del genotipo TNFa -308.GG. Estos datos nos permiten inferir
que las personas homocigotas al alelo G son mas susceptibles a desarrollar una forma asintomética de la
infeccion por SARS-CoV-2.

Varios estudios han revelado que los 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
con una tasa de mortalidad moderada. Una gran parte de los pacientes con COVID-19 presentan sintomas
comunes que incluyen fiebre, tos, dolor de garganta, congestion nasal, debilidad, fatiga o mialgia, mareos,
dificultad para respirar, dolor muscular, artralgias, opresion en el pecho, sobreproducciéon de moco con



expectoracion, hemoptisis. y disnea. Nuestro estudio coincide con otras investigaciones en encontrar que la
fiebre y la tos son, en ese orden, los sintomas mas prevalentes de la enfermedad, aunque no encontramos
resultados similares para la fatiga como tercer sintoma mas frecuente. Los trastornos del olfato y del gusto
también fueron sintomas frecuentes en la poblacién de nuestro estudio, que es similar a algunas
investigaciones que informan que son el cuarto sintoma mas comun de la infeccion por SARS-Cov-2. La
proporcion aproximada de pacientes sintomaticos severos versus leves en nuestro estudio se estimé en 1:
8, que difiere de lo informado por otras investigaciones con estimaciones de 1: 4,343

La dinamica temporal de los sintomas reportados por los pacientes reveld diferentes patrones de sintomas
alo largo del tiempo y su larga duracion, especificamente pérdida del olfato y del gusto, fatiga, dificultad para
respirar y diarrea, los cuales fueron reportados por individuos que estuvieron presentes entre el sexto y el
octavo. dia después del diagnostico. La duracién de los trastornos del gusto y olfato por SARS-CoV-2 fue
mayor con respecto al resto de sintomas, y es similar en otros estudios que lo reportan aproximadamente
entre 7,5y 8 dias. Los individuos que presentaban el alelo A del polimorfismo del gen TNFa en la posicion -
308 presentaron un aumento en la duracién de los trastornos del olfato y del gusto en comparacién con los
gue no portaban el alelo. Segun un estudio anterior, la disosmia puede ocurrir como resultado de una
inflamacién, que puede matar las neuronas olfativas. Aunque se ha mencionado que el TNFa puede afectar
la funcién de la neurona olfativa, otros estudios han mostrado un aumento considerable de la cantidad de
TNFa en el tejido olfatorio, lo que puede ir acompafiado de algunos resultados histopatolégicos especificos.
La infiltracion inflamatoria ocurre en respuesta a la expresién local de TNFaq, y este incidente puede conducir
a una expansion considerable de la submucosa olfativa. En relacion con los trastornos del gusto, se ha
demostrado que los receptores de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA2) se expresan
preferentemente en un subconjunto de células de las papilas gustativas. Cuando el SARS-CoV-2 invade los
receptores ACE2 para la entrada celular, se activan los mecanismos de inflamacion local entre los que
contribuyen al TNFa. Se ha informado experimentalmente que la sefializacion de TNF modula las respuestas
de sabor amargo, lo que puede contribuir a la distorsiébn del gusto asociada con infecciones y algunas
enfermedades inflamatorias cronicas. El dafio a la mucosa lingual podria explicar los trastornos del gusto a
los que se hace referencia en COVID-19.4449

COVID-19 tiene una evolucion natural de aproximadamente 6 semanas. Se observé una alta variabilidad en
el curso clinico de los pacientes con COVID-19. El tiempo de recuperacion fue muy variable, con una
duracién media de 17,1 + 6,8 dias en el pais, lo que difiere de otros estudios que han informado una duracion
media de mas de 20 dias.3#°05! Este hallazgo puede estar relacionado con el inicio temprano de protocolos
de tratamiento en Cuba, como resultado de una eficiente investigacion activa desarrollada durante el control
epidemioldgico de los casos activos y sus contactos. Sin embargo, llama la atencion que en la regién oriental
del pais, la mediana de los dias transcurridos desde el diagnéstico hasta el alta hospitalaria asumida luego
de un resultado negativo de la prueba de RT-PCR, es mayor que en el resto de las regiones del pais. La
presencia del alelo A del polimorfismo estudiado aumenta la estancia hospitalaria en esta regién, aunque a
partir de la muestra de este estrato se recomienda realizar nuevos estudios que incluyan un mayor niumero
de individuos. Este resultado contrasta con lo informado por Angioni et al.?° quien relaciona los niveles de
TNFa con el tiempo de hospitalizacién. El analisis de riesgo de severidad en individuos con infeccién por
SARS-CoV-2 por regiones del pais segun la presencia del alelo A, muestra que no existe relacién entre el
polimorfismo y la severidad de la enfermedad, la cual difiere de lo reportado en Mansoura (Egipto) donde se
asocio con una enfermedad mas agresiva. Asimismo, no hubo asociacion de los polimorfismos TNFa.-308 y
la gravedad del SARS (sindrome respiratorio agudo severo), aunque se relaciond con la fibrosis pulmonar
intersticial en comparacion con la fibrosis pulmonar no intersticial en pacientes con SARS. Sin embargo, el
riesgo de desarrollar sintomas de COVID-19 aumentd en pacientes portadores del alelo A en la regién
occidental y oriental del pais, en concomitancia con otros factores de riesgo que se han asociado con la
gravedad de la enfermedad, como la edad, el grupo sanguineo. A y algunas comorbilidades. Se ha
encontrado que los niveles plasméaticos de TNFa aumentan en pacientes de edad avanzada, lo que puede
estar asociado con la senescencia de las células del sistema inmunolégico. Aunque el nivel de TNF-a
circulante podria estar bajo un proceso regulador multifactorial, la concentracion local de TNF-a podria ser
de mayor importancia y estar mas controlada por el alelo A del polimorfismo -308. Se necesitan mas estudios
para recomendar la terapia anti-TNF en individuos con sintomas especificos de COVID-19, aunque esta
terapia ya se ha recomendado en pacientes que desarrollaron sindrome de dificultad respiratoria aguda
(SDRA) en los dos dias posteriores al ingreso hospitalario. Se ha sugerido la consideracion de su
administracion extrahospitalaria como tratamiento en individuos de alto riesgo con COVID-19, como
pacientes ancianos con comorbilidades que pueden ser monitoreadas adecuadamente, %2932 5258

CONCLUSION

Este estudio identifico el papel del alelo TNF.-308A en la evolucion clinica de la infeccién por SARS-CoV-2,
al aumentar el riesgo de desarrollar sintomas de COVID-19 en las provincias orientales y occidentales del
pais. Estos hallazgos sugieren marcadores novedosos que pueden explorarse para identificar criterios
novedosos para la estratificacion de pacientes con COVID-19 en el pais.
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