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Resumen

El gen de la ECA1 (Enzima convertidora de la Angiotensina) presenta un polimorfismo (rs4646994] de inser-
cién/delecién (1/D). La delecidn se ha asociado con una menor expresién de ECA2, el receptor de SARS-Cov-2. Se
ha estudiado que el valor de Ct (cycle threshold) para SARS-Cov-2 tiene relacion con el desarrollo de sintomas.
Nuestro objetivo fue evaluar si el polimorfismo rs4646994 esta vinculado a la susceptibilidad a SARS-Cov-2 y
si el Ct influye en el desarrollo de sintomas. Se estudiaron 658 individuos no relacionados, 325 individuos no
infectados, 132 portadores asintomaticos y 201 individuos sintomaticos en los cuales la presencia 0 ausencia
del virus SARS-Cov-2 fue determinada mediante kit comercial de RT-qPCR. Se registré edad, sexo, valor de Ct,
asi como los sintomas de cada individuo. Las muestras se genotipificaron para rs4646994. Se encontraron
diferencias significativas entre la presencia de sintomas y el valor de Ct (asintomaticos: Ct= 23,84 vs. sintoma-
ticos: Ct= 20,22, p<0,001). Se encontraron diferencias significativas entre la presencia de malestar general,
fiebre, cefalea, odinofagia, tos, mialgia, anosmia y el valor de Ct, (p<0,001]. La frecuencia del alelo D en los
no infectados fue de 0,51, mientras que en el grupo de portadores asintomaticos de SARS-Cov-2 fue de 0,54 y
de 0,53, en los sintomaticos, sin mostrar diferencias significativas entre los tres grupos. Nuestros resultados
sugieren que el polimorfismo rs4646994 no estaria vinculado a la susceptibilidad al SARS-Cov-2 en nuestra
poblacién y que la carga viral, analizada como valor de Ct, influye en la aparicién de algunos sintomas.

Palabras clave: COVID-19, valor de Ct, polimorfismo del gen ECA1, sintomas, susceptibilidad genética.
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The Angiotensin Converting Enzyme [(ACE1] gene presents an insertion/deletion (I/D) polymorphism
(rs4646994). The deletion has been associated with a lower expression of ACE2, the SARS-Cov-2 receptor. It
has been described that the SARS-Cov-2 cycle threshold (Ct) value is related to the development of symptoms.
Our objective was to evaluate whether the rs4646994 polymorphism is linked to the susceptibility to SARS-
Cov-2 infection and whether the Ct value influences the development of symptoms. We studied 658 unrelated
individuals: 325 uninfected individuals, 132 asymptomatic carriers and 201 symptomatic individuals, in whom
the presence/absence of SARS-Cov-2 in a nasopharyngeal swab sample was determined using a commercial
RT-qPCR kit. The age, gender, Ct value, and symptoms of each individual were recorded. Samples were geno-
typed by PCR for rs4646994. No differences were found in the age and gender of SARS-Cov-2-positive patients,
or in the presence of symptoms. Significant differences were found between the presence of symptoms and
the Ct value [asymptomatic Ct: 23.84 vs symptomatic Ct: 20.22, p <0.001). Significant differences were found
between the presence of general malaise, fever, headache, odynophagia, cough, myalgia and anosmia and the
Ctvalue (p <0.001). The D allele frequency in uninfected individuals was 0.51, whereas that in asymptomatic
carriers was 0.54 and that in symptomatic ones was 0.53, showing no significant differences between the
three groups. Our results suggest that the rs4646994 polymorphism is not linked to the susceptibility to SARS-
Cov-2 infection in our population, and that the viral load, analyzed as the Ct value, influences the appearance
of some symptoms.

Key words: COVID-19, Ct value, ACE1 polymorphism, symptoms, genetic susceptibility.
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Introduccién

En diciembre de 2019, China reporta por primera vez la
enfermedad llamada COVID-19 (Coronavirus disease 2019),
causada por un nuevo coronavirus al cual se denoming SARS-
Cov-2t. Dada su alta tasa de diseminacidn en el mundo, exis-
ten 433.000.000 de casos confirmados y 5.900.000 muer-
tes, al 27/02/20222. La COVID-19 ha mostrado una amplia
gama de comportamientos clinicos, desde asintomaticos
hasta sindromes de enfermedad respiratoria grave. Los
sintomas mas habituales que presentan las personas infec-
tadas por SARS-Cov-2 son fiebre, tos, cansancio, pérdida del
gusto y/o del olfato. Dentro de los sintomas menos habitua-
les, se encuentran: dolor de garganta, dolor de cabeza, ma-
lestar general, diarrea y erupcién cutanea. Los sintomas de
mayor gravedad son: dificultad para respirar o disnea, pérdi-
da de movilidad o del habla, sensacién de confusién y dolor
en el pecho®.

Hasta el momento, no se conocen para cada poblacién los
marcadores asociados a susceptibilidad, resistencia y seve-
ridad de la COVID-19. Adn no esta claro si son factores genéti-
cos, sociales y/ 0 una combinacion de ambos los que contri-
buyen a las variaciones geograficas actuales de COVID-19. Se
han iniciado trabajos a nivel internacional para estudiarlo®®.
Desde el inicio de la pandemia, se han analizado factores vira-
les como las diversas variantes del SARS-Cov-2° y la carga vi-
ral, asi como factores del hospedador, tales como diabetes y
obesidad, factores genéticos y también, el grupo sanguineo®.

La deteccién de la infeccién por SARS-Cov-2 se ha realiza-
do, principalmente, mediante la prueba de PCR con transcrip-
cién reversa (RT-qPCR). Los resultados de tales pruebas se
pueden informar como valores de ciclo umbral (Ct, del inglés,
cycle threshold), que pueden proporcionar mediciones se-
micuantitativas o indirectas de la carga viral. En el caso del
SARS-Cov-2, la cinética viral ha sido poco caracterizada y su
asociacién con la evolucién de la enfermedad es controver-
tida. A pesar de ello, existen evidencias que sugieren que el
periodo de incubacién es de aproximadamente 5 dias y que
la carga viral maxima se produce en la fase inicial de la en-
fermedad, cerca del momento del inicio de los sintomas’. El
tiempo que transcurre hasta la eliminacion viral varia entre
los estudios, pero la diseminacién del virus puede persistir
durante varias semanas después del inicio de los sintomas,
incluso meses, en algunas personas®, y puede ser més corta
en personas jovenes y/o asintomaticas. En pacientes hospi-
talizados, algunos estudios sugieren una carga viral mas alta
en pacientes graves en comparacién con pacientes leves®.

El papel de la genética del huésped en elimpacto de la sus-
ceptibilidad y la gravedad de la COVID-19 no han sido estudia-
dos en nuestra poblacién. El coronavirus SARS-Cov-2 entra en
las células a través de la unién de una proteina de su superfi-
cie, la proteina Spike, con el receptor ECA2 (enzima converti-
dora de angiotensina 2] de las células huéspedC.

El gen que codifica a la ECA1 se localiza en el cromosoma
17 (17923] y esta compuesto por 26 exones y 25 intrones.
El gen de la ECA1 presenta un polimorfismo de insercién/de-
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lecion (I/D, dbSNP rs4646994], el cual se debe a la presencia
ono, enelintrén 16, de una secuencia Alu repetitiva que com-
prende 287 pares de bases!!. La delecién de este polimorfis-
mo del gen ECA1 se ha asociado con una menor expresién de
ECA2, el receptor de SARS-Cov-2, lo cual implicaria que aque-
llos pacientes con el genotipo DD presentarian menor suscep-
tibilidad a la infeccion®.

En diversos trabajos, se ha descripto la relacién entre este
polimorfismo y la severidad en pacientes con COVID-19%3%7,
Existen ciertas discrepancias acerca de la relacién entre la
expresion de ECA2 y la susceptibilidad a la infeccion por SARS-
Cov-2, como propone Saadat en su publicacién'® motivo por
el cual resulta necesario tener en cuenta distintos factores
ambientales como la frecuencia alélica de cada poblacién, el
patrén geografico de prevalencia y mortalidad, la economia y
el nimero de testeos para dicha infeccidn, etc., ya que es evi-
dente que dichos factores pueden sesgar las conclusiones de
varios de los trabajos publicados.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar si el polimorfis-
mo rs4646994 del gen ECA1 estd vinculado a la susceptibili-
dad a SARS-Cov-2 y si el valor de Ct influye en el desarrollo de
sintomas.

Materiales y métodos
Poblacién de estudio

Se estudiaron individuos no relacionados en los cuales la
presencia o ausencia del virus SARS-Cov-2 fue determinada
en muestras de hisopado nasofaringeo mediante kit comer-
cial de RT-qPCR. Los individuos completaron una planilla epi-
demiolégica y, ademas, firmaron un consentimiento infor-
mado para la participacion en el estudio, el cual cuenta con
aprobacién de un comité de ética local (Comité de Etica en
Investigacidn, Instituto de Investigaciones Clinica). Se anali-
zaron individuos no infectados que habfan tenido un contac-
to estrecho con un caso confirmado dentro de los tres dias
anteriores a la toma de muestra, portadores asintomaticos
e individuos sintomaticos que asistieron al laboratorio entre
septiembre y diciembre de 2020. Los sintomas registrados
fueron cefalea, odinofagia, tos, mialgia, diarrea, artralgia, ano-
rexia, disnea, malestar general, fiebre y anosmia.

Toma de muestra

La muestra utilizada para la deteccién de SARS-Cov-2 y
el estudio del polimorfismo I/D (rs4646994) del gen ECA1
por el método de PCR fue el hisopado nasofaringeo. La toma
de muestra estuvo a cargo de personal de salud capacita-
do para este procedimiento. Una vez realizado el hisopado
nasofaringeo, se colocé el hisopo en un tubo cénico con
solucidn fisiolégica y la muestra se conservo refrigerada en
heladera a 4°C, no mas de 72 h, hasta su procesamiento.

Extraccion de acidos nucleicos

La extraccién de ARN y ADN de las muestras respiratorias
se llevé a cabo con el Viral Nucleic Acid Extraction Kit [Ge-
naid, New Taipei, Taiwan], siguiendo las instrucciones del
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Figura 1. Valores de Ct del Gen N en individuos sintoma-
ticos y asintomaticos.
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fabricante. Las extracciones se llevaron a cabo en cabina de
seguridad biolégica tipo Il.

Estudio molecular de la presencia de ARN de SARS-CoV-2

La deteccion del SARS-Cov-2 se realiz6 con el kit 2019-
nCoV CDC EUA, (IDT, Integrated DNA Technologies]. Se uti-
liz6 la premezcla GoTag(R) Probe 1-Step RT-gPCR System
—Promega - Bosphore® novel coronavirus [2019-NCQV]
Detection kit V2. Como control positivo de las reacciones,
se utilizéd 2019-nCoV-N-Positive Control (IDT). El kit utiliza
dos juegos de primers y sondas para amplificar las regiones
N1y N2 del gende la nucleocépside viral (gen NJ. Un par de
primers y sondas adicionales se utiliza para detectar el gen
humano Rnase P como control del proceso de extraccién de
ARN de las muestras bioldgicas (control interno]. Las reac-
ciones de RT-qPCR se llevaron a cabo en un equipo Analytik
Jena qTOWER30, siguiendo el siguiente programa: 15 minu-
tos a 45°C, 2 minutos a 95°C con 45 ciclos de 3 segundos a
95°Cy 30 segundos a 55°C. La medicién de fluorescencia se
realizé en el canal FAM.

Estudio del polimorfismo I/D del gen ECA1

El andlisis del polimorfismo genético I/D (rs4646994) en
el intrén 16 del gen ECA1 se realizé de acuerdo con el pro-
tocolo descrito por Rigat y colaboradores!!. Se realizaron
amplificaciones con los oligonucledtidos ACEfw (CTGGAGAC-
CACTCCCATCCTTTCT) y ACErv (GATGTGGCCATCACATTCGTCA-
GAT) con la premezcla Mytaq (Biosystems]; los productos
de amplificacién fueron observados en gel de agarosa 1,5
%. Los pacientes homocigotas D/D presentan una banda de
190pb, los homocigotas I/l presentan una banda de 490 pb.
Enelcasodelos heterocigotas I/D, se observan dos bandas:
una de 190pb y otra de 490pb.

Anadlisis estadistico
Con base en los resultados obtenidos mediante la geno-

Tabla I. Media de valores de Ct, desvio standard (SD] y
valor P (WMW)] para los diferentes sintomas analizados.

Sintoma Media Ct SD Valor P
) Presente 20,17 4,58
Diarrea 0,23
Ausente 21,77 5,68
Presente 19,32 4,44
Malestar <0,0001
general Ausente 22,84 5,79
) Presente 19,46 3,75
Artralgia 0,09
Ausente 21,84 5,72
Presente 18,61 3,86
Fiebre <0,0001
Ausente 22,87 5,76
Presente 19,99 4,77
Cefalea 0,0042
Ausente 22,15 5,78
Presente 20,41 5,47
Odinofagia 0,0455
Ausente 21,91 5,63
Presente 19,41 4,58
Tos <0,0001
Ausente 22,54 5,75
Presente 19,21 4,17
Mialgia 0,0030
Ausente 21,98 571
Presente 20 3,97
Anorexia 0,29
Ausente 21,76 5,69
Presente 20,18 4,17
Disnea 0,45
Ausente 21,71 5,66
Presente 22,707 4
Anosmia 0,03
Ausente 21,51 5,79

» *Ct=valor umbral del ciclo (cycle threshold value) **SD= desvio estén-
dar ***Valor p= probabilidad de que un valor estadistico calculado sea
posible, dada una hipétesis nula cierta.

tipificacién de los individuos, se calcularon las frecuencias
alélicas y genotipicas del polimorfismo en estudio para los
tres grupos de muestras. En los tres grupos de individuos,
se evalud su apartamiento del equilibrio de Hardy-Weinberg
bajo el test de Chi-cuadrado (X2). Para evaluar el valor de Ct
y la presencia de los diferentes signos y sintomas, se utilizé
el test de Mann—Whitney—Wilcoxon (WMW]). Todas las prue-
bas estadisticas se realizaron con un nivel de significancia
(o) =0,05.

Resultados

Se estudiaron 658 individuos no relacionados: 325 indi-
viduos no infectados que habian tenido contacto estrecho
con un caso confirmado dentro de los tres dias anteriores
alatoma de muestra, 132 portadores asintomaticos y 201
individuos sintomaticos.

El promedio de edad de la poblacién estudiada fue de
41.76 afios (rango 1-95, DS 17,81), el 51 % era masculina).
No se encontrd relacién entre |la edad y el sexo con la positi-
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Tabla Il. Frecuencias alélicas y genotipicas en los tres grupos estudiados.

Grupo

DD
Negativos para SARS-Cov-2 0,26
Positivos sintomaticos 0,26
Positivos asintomaticos 0,28

vidad para SARS-Cov-2, con la presencia de sintomas ni con
el valor de Ct. Se encontraron diferencias significativas en-
tre la presencia de sintomas y el valor de Ct [asintomaticos:
Ct = 23,84 vs. sintomdticos: Ct = 20,22, WMW, p<0,001), y
los individuos con sintomas mostraron un valor de Ct menor
(Figura 1).

No se encontraron diferencias entre la presencia de dia-
rrea, artralgia, anorexia, disnea y el valor de Ct. Se encontra-
ron diferencias significativas entre la presencia de malestar
general, fiebre, cefalea, odinofagia, tos, mialgia, anosmia y
el valor de Ct, (p<0,05, Tabla |). En todos los casos, excepto
para anosmia, los pacientes con sintomas presentaban un
valor de Ct menor [mayor carga viral] respecto de los que no
los presentaban.

Estudio del polimorfismo I/D del gen ECA1

Se obtuvieron los perfiles genéticos de las 658 muestras,
que permitieron calcular las frecuencias alélicas y genoti-
picas y, por ende, lograr estimar la distribucién de frecuen-
cias de estos polimorfismos en cada grupo de estudio. La
frecuencia del alelo D en los individuos no infectados fue de
0,51, mientras que en el grupo de portadores asintomati-
cos de SARS-Cov-2 fue de 0,54 y de 0,53, en los sintomati-
cos (Tabla Il). No se hallaron diferencias estadisticamente
significativas entre los tres grupos (p=0,35] ni tampoco, al
comparar los individuos con PCR detectable (sintométicos y
asintomaticos] con los no detectables (p=0,98).

Asimismo, no se encontré una relacién estadisticamen-
te significativa del genotipo del polimorfismo genético I/D
(rs4646994) del gen ECA1 con el sexo ni con el valor de Ct
ni con la aparicién de ninguno de los sintomas evaluados.
Todos los grupos de datos estan en equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Discusién

Nuestros resultados sugieren que el polimorfismo
rs4646994 no estaria vinculado a la susceptibilidad a la in-
feccion por SARS-Cov-2 en nuestra poblacién y que la carga
viral analizada como valor de Ct influye en la aparicion de
algunos sintomas.

En el presente trabajo, encontramos que los pacientes
con sintomas presentaban valores de carga viral medida en

ByPC ene-abr 2023; 87 (1)

Frecuencia genotipica

Frecuencia alélica

DI I D I
0,55 0,19 0,51 0,49
0,55 0,19 0,53 0,47
0,54 0,18 0,54 0,46

valor de Ct, mayores que los de aquellos pacientes sin sinto-
mas. Existen varios trabajos anteriores en los cuales no se
ha encontrado relacién entre el valor de Ct con el desarrollo
de sintomas®®%%, Por el contrario, en el caso de Salvatore y
colaboradores, ellos encontraron, utilizando el mismo kit de
RT-qPCR que el presente trabajo, una relacién entre el valor
de Cty el desarrollo de sintomas respiratorios®. En particu-
lar, hemos encontrado relacién entre el valor de Cty el desa-
rrollo de los siguientes sintomas: malestar general, fiebre,
cefalea, odinofagia, tos, mialgia y anosmia.

Los pacientes con el sintoma de anosmia presentaron
un valor de Ct mayor que aquellos que no la presentaban,
lo cual podria estar relacionado con que este sintoma tiene
una aparicién mas tardia en la infeccién. En trabajos ante-
riores, no encontraron relacion entre el valor de Ct y la seve-
ridad o el tiempo de recuperacién de la anosmia®3,

El andlisis de este estudio no mostré una relacién en-
tre el valor de Ct y las diferentes edades. En la bibliografia
existen evidencias contradictorias al respecto, aunque se
sugiere que el valor de Ct disminuye con la edad®#2°,

El presente estudio cuenta con varias limitaciones. Los
participantes fueron categorizados segin sus sintomas en
el momento de la toma de muestra para la prueba de RT-qP-
CR, lo cual norefleja la trayectoria completa de los sintomas
del individuo. Adicionalmente, se incorporaron a este estu-
dio pacientes ambulatorios con cuadros leves, por lo tanto,
no se pudieron realizar correlaciones de los valores de Ct o
del genotipo del polimorfismo I/D del gen ECA1 con el desa-
rrollo de cuadros graves de COVID-19.

No se encontré una relacion estadisticamente significa-
tiva entre el genotipo del polimorfismo I/D del gen ECA1 con
el sexo, con el valor de Ct ni con la aparicién de ninguno de
los sintomas evaluados. Tampoco se hallaron diferencias
en su frecuencia alélica en los tres grupos estudiados, lo
cual sugiere que este polimorfismo no estaria vinculado a la
susceptibilidad al SARS-Cov-2 en nuestra poblacién. Se han
descripto otros genes, asi como otros polimorfismos en los
genes ECA, que podrian estar involucrados en la respuesta
alainfeccion®®?’,

Este estudio aportara datos de utilidad para investigacio-
nes que requieran el uso del polimorfismo I/D del gen ECA1
como marcador genético vinculado a la respuesta a la infec-
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cién por SARS-Cov-2 en nuestra poblacién. Probablemente,
serfa conveniente estudiarlo en pacientes con cuadros gra-
ves, ya que se ha encontrado que esta relacionado con los
mismos en diversas poblaciones®®13:14,

Asimismo, este trabajo brindé informacién sobre la in-
fluencia del valor de Ct con el desarrollo de algunos sinto-
mas que no se habian descripto en nuestra poblacién.
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