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1. RESUMEN

El objetivo de este proyecto es investigar la asociacion entre las caracteristicas genéticas del SARS-CoV-2 y
el curso clinico de las personas obesas afectadas de COVID-19. Comprender las caracteristicas patologicas
subyacentes de las personas obesas con COVID-19, asi como los diferentes resultados de salud que
involucran las caracteristicas genéticas de las variantes del virus, es esencial para brindar orientacion para
el control de la enfermedad y permitir la produccién de vacunas mas eficaces. Para lograrlo, el plan de
trabajo propuesto consta de 2 objetivos principales organizados en orden consecutivo; 1) Secuenciacién de
los virus almacenados en el biobanco del Servicio de Microbiologia del Hospital Miguel Servet para
encontarar mutaciones virales asociadas a individuos obesos 2) realizacion de un analisis funcional de
variantes virales y respuestas clinicas de los pacientes.

En este proyecto hemos encontrado 6 mutaciones en el genoma del SARS-CoV-2 asociadas
especificamente a pacientes con un indice de masa corporal (IMC) elevado. Estas mutaciones podrian
ayudar a comprender la especial virulencia de la COVID-19 en personas con sobrepeso u obesidad y
deberian considerarse para vacunas dirigidas a esta poblacion.

2. ABSTRACT

The ultimate goal of this project is to characterize the association between the genetic characteristics of
SARS-CoV-2 and the clinical course of obese people affected by COVID-19. Understanding the underlying
pathological features of obese people with COVID-19, as well as the different health outcomes that involve
the genetic characteristics of virus strains, is essential to provide guidance for disease control and enable the
production of more effective vaccines. To achieve this, the proposed work plan consisted of 2 main
objectives organized in consecutive order; 1) Sequencing of the viruses stored in the biobank of the
Microbiology Service of the Miguel Servet Hospital to find viral mutations associated with obese individuals
2) functional analysis of viral variants and clinical responses of patients.

In this project we have found 6 mutations in the SARS-CoV-2 genome specifically associated with patients
with a high body mass index (BMI). These mutations could help understand the special virulence of COVID-
19 in people who are overweight or obese and should be considered for vaccines aimed at this population.

3. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

El nuevo coronavirus causante del sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2(SARS-CoV-2) ha
trastornado el mundo con mas de 45 millones de casos de la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19)
y mas de 1,2 millones de muertes en todo el mundo a finales de octubre de 2020 ( 1). Si bien los ancianos
son los mas gravemente afectados también se ha observado una mayor gravedad y tasas de mortalidad
mas altas entre las personas obesas que entre las no obesas. La obesidad es un inductor bien conocido de
disfuncién metabdlica y se asocia con diabetes tipo 2, dislipidemia, hipertensién y enfermedad
cardiovascular(2). Ahora estd quedando claro que el aumento de la gravedad de la COVID-19 puede
considerarse como otra morbilidad asociada a la obesidad. Sin embargo, poco se sabe del impacto que
tiene un hospedador obeso sobre el propio virus y las posteriores consecuencias sobre la salud durante y
después de la infeccion.

La mayoria de las personas con COVID-19 parecen desarrollar una enfermedad de leve a moderada
caracterizada por fiebre, tos seca y dificultad para respirar, y se recuperan sin hospitalizacion. Sin embargo,
en algunas personas puede progresar a condiciones mas graves como neumonia e insuficiencia
respiratoria. Se descubrié que los pacientes mayores y de sexo masculino, y aquellos que tienen afecciones
médicas cronicas preexistentes, son vulnerables a la COVID-19 grave (3). Entre esas condiciones, la
obesidad se ha asociado con un mayor riesgo de dar positivo por SARS-CoV-2 (4), asi como un mayor
riesgo de enfermedad grave y mortalidad [revisado en (5,6)]. La obesidad afecta a mas de 650 millones de
adultos (alrededor del 13% de la poblacién adulta mundial) y a 124 millones de nifios y adolescentes en



todo el mundo (7). EI mecanismo subyacente por el cual la obesidad aumenta el riesgo de COVID-19 grave
sigue siendo desconocido. Las principales lineas de investigacion se han centrado en las complicaciones
asociadas a la obesidad como las culpables de la COVID-19 grave. Asi, la disnea se asocia con el riesgo de
mortalidad entre los pacientes con COVID-19 (8) y las personas con obesidad tienden a sufrir disfuncion
respiratoria en varios niveles (9). Asimismo, la obesidad también aumenta el riesgo de algunas
comorbilidades como la diabetes mellitus, los trastornos cardiovasculares, el cancer y la enfermedad del
higado graso no alcohdlico(2). Se considera que estas condiciones aumentan de forma independiente la
probabilidad de enfermedad grave por COVID-19, independientemente del estado de obesidad (3).

Los sistemas metabdlico e inmunoldgico son altamente interdependientes para la supervivencia de las
especies. En consecuencia, la obesidad se manifiesta como una sobrecarga metabdlica, manifestada por un
exceso de tejido adiposo (TA), ademas de un trastorno inmunolégico (10). La inflamacién sistémica de bajo
grado y el aumento de la resistencia a la insulina estan fuertemente asociados con la presencia de
acumulacion excesiva de grasa, principalmente en los depdsitos viscerales (11). Los pacientes obesos
tienen una mayor concentracion de citoquinas proinflamatorias circulantes como TNF-a, MCP-1 e IL-6 que
promueven una respuesta proinflamatoria desregulada y eventos tromboéticos (12). Ademas, las alteraciones
en el perfil metabdlico de las células T en la obesidad también pueden afectar la respuesta inmunitaria
adaptativa (13). La obesidad también provoca una respuesta de interferén (IFN) atenuada y prolongada que
muestra ineficacia antiviral (14). Todos estos factores pueden influir en el metabolismo de las células
inmunitarias, lo que determina cédmo responden los cuerpos a los patdgenos, como el coronavirus SARS-
CoV-2. Un concepto clave para este proyecto se ha demostrado en ratones obesos en los que un
microambiente obesogénico podria impulsar la evolucidn genética del virus de la influenza H1N1 para
producir mutaciones asociadas con un fenotipo mas virulento (15). Este aumento de la virulencia provino de
un deterioro de la respuesta del interferén que permitié la generacion de poblaciones de virus de influenza
mas virulentas y una adaptacion viral mas rapida del huésped (15). Por lo tanto, es plausible suponer que
un TA disfuncional, como ocurre a menudo en individuos obesos, puede desencadenar un envejecimiento
prematuro del sistema inmunitario que refleja un estado inmunocomprometido. Tanto los huéspedes
ancianos como los inmunocomprometidos pueden promover la aparicion de nuevas variantes del SARS-
CoV-2 (15-18).

La vigilancia epidemioldgica de los virus en circulacion mejorada por analisis de la informacion genética viral
ha resultado util para rastrear el origen y la propagacion de varios virus (ébola, dengue, VIH) (19-21).
Rambaut et al. desarrollaron un sistema de nomenclatura para la diversidad genética del SARS-CoV-2. y se
han descrito 81 linajes virales hasta julio de 2020 (22). Aunque la tasa de evolucién del SARS-CoV-2 es mas
baja que la observada en otros virus de ARN, probablemente debido a la funcién correctora de la ARN
polimerasa, las cepas virales acumulan mutaciones y evolucionan continuamente. Al 22 de octubre de 2020,
habia mas de 150 000 secuencias completas del genoma del SARS-CoV-2 disponibles publicamente, de las
cuales se han identificado 19 525 variaciones del genoma (obtenido de https://bigd.big.ac.cn/ncov/ y https:
/lwww.gisaid.org/ ). Estos linajes de SARS-CoV-2 han exhibido una variacién considerable de transmision y
su tasa de mortalidad oscil6 entre 0,8 % y 14,5 % (23). Sin embargo, aun se desconocen los mecanismos
por los cuales la transmisibilidad y patogenicidad del SARS-CoV-2 esta evolucionando activamente. En este
contexto, la presencia de un TA disfuncional puede surgir como un factor clave para la variabilidad del
SARS-CoV-2 y explicaria, al menos en parte, la mayor susceptibilidad y el mal prondstico de las personas
obesas a la infeccion por COVID-19. Por lo tanto, los resultados de nuestro estudio alentarian mayores
esfuerzos hacia la promocion de la salud y la prevencion de infecciones en pacientes con ciertos tipos de
obesidad mas propensos a desarrollar complicaciones metabdlicas. Es importante destacar que también se
ha demostrado que la obesidad afecta el desarrollo de la memoria inmunoldgica. La vacunacion contra la
influenza da como resultado niveles equivalentes de anticuerpos especificos contra la influenza a los 30
dias posteriores a la vacunacion en adultos con y sin obesidad, pero los anticuerpos desaparecen mas
rapidamente en adultos con obesidad (24). Los datos de pacientes recuperados de COVID-19 muestran que
~95 % de los pacientes infectados desarrollan anticuerpos neutralizantes contra el SARS-CoV-2. Sin
embargo, la evidencia preliminar sugiere una disminucion de la produccion de anticuerpos durante un
periodo de semanas a meses (25), lo que sugiere que las estrategias de vacunas disefiadas para la



seroproteccion de anticuerpos pueden no tener efectos tan duraderos. Varios estudios han encontrado que
la generacion de poblaciones de células T de memoria es fundamental para cualquier futura vacuna contra
el COVID-19 (26). Desafortunadamente, como se ha demostrado que las respuestas de las células T estan
alteradas en las personas obesas, esto sugiere que una futura vacuna contra la COVID-19 puede ser
menos eficaz en una poblacién con una alta prevalencia de personas con obesidad. Todo lo anterior
refuerza la idea de que se necesitan mas esfuerzos para comprender si es necesario incluir algunas cepas
virales especificas de obesos en futuras vacunas o si las personas obesas podrian necesitar dosis
adicionales de vacuna para compensar su respuesta inmunoldgica alterada.

Comprender el mecanismo desencadenante subyacente a las caracteristicas epidemioldgicas y patolégicas
de las personas obesas con COVID-19, asi como los diferentes resultados de salud que involucran las
caracteristicas genéticas de las cepas del virus, es esencial para predecir la tendencia epidémica y brindar
orientacion para el control y los tratamientos de la enfermedad. Sin embargo, igualmente importante puede
ser comprender el impacto que tendra la poblacion obesa en el aumento potencial de la virulencia del
SARS-CoV-2. En respuesta a la pandemia de COVID-19, se ha registrado una cantidad abrumadora de
ensayos clinicos para probar una variedad de estrategias preventivas y terapéuticas (27). El desarrollo de
vacunas contra la COVID-19 puede beneficiarse de los estudios que sefalan mutaciones especificas con
mayor virulencia o mas prevalentes en grupos clave como las personas obesas, lo que permite producir
vacunas mas estables y eficaces. Es urgente que todos los ensayos de vacunas incluyan el IMC y las cepas
virales asociadas al IMC en su investigacion sobre la eficacia y la proteccién de las vacunas.

4. HIPOTESIS Y OBJETIVO

Nuestra hipétesis es que 1) la variabilidad en el genotipo viral puede estar asociada con diferentes
presentaciones clinicas y, por lo tanto, contribuir a estas diferencias observadas relacionadas con el peso
corporal en la gravedad de la enfermedad y 2) las caracteristicas metabdlicas de los pacientes obesos
(vinculadas a sus enfermedades crénicas asociadas) pueden estar asociado con un prondstico diferente
dependiendo de algunas variaciones genéticas del virus.

El objetivo principal de este proyecto es caracterizar la asociacién entre las caracteristicas genéticas del
SARS-CoV-2 y el curso clinico en las personas obesas. Comprender estos factores no solo ayudara a
discernir mejor la patogénesis de COVID-19, sino que también guiara el disefio de programas de promocién
de la salud mas efectivos, asi como terapias y estrategias de vacunas para la medicina personalizada.

5. METODOLOGIA

Los 2 objetivos principales estan organizados en orden consecutivo y cada uno de los cuales consta de
varias tareas.

Objetivo 1: Secuenciacion y analisis bioinformatico (Enero-Abril de 2021)

e 1.1. Distribucién de genotipos virales en funcion del IMC. (Enero - Febrero de 2021)

Usaremos la informacién de la secuencia del virus ya disponible con los objetivos especificos de
encontrar mutaciones virales asociadas a individuos obesos. Las secuencias virales sin procesar
obtenidas por secuenciacion de proxima generacién seran limpiadas, depuradas e introducidas en
una base de datos especifica.

Las secuencias del genoma viral se alinearan sobre la referencia NC_045512.2 y las alineaciones
se convertiran en una lista anotada de todos los eventos mutacionales.

e 1.2 Identificacion de determinantes gendmicos de virulencia.

Objetivo 2: Andlisis funcional de variantes virales y respuestas de los pacientes. (Mayo-Diciembre de 2021)
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e 2.1 Analisis de trayectorias longitudinales de parametros seleccionados relacionados con la
inflamacion y el estado funcional de los pacientes.

e |os cambios de las pruebas de laboratorio se analizaran para las asociaciones longitudinales entre
las analiticas bioquimicas de los pacientes disponibles durante la hospitalizacion y los
determinantes genémicos de virulencia obtenidos en 1.2.

e 2.2 Respuesta inmune.

° 2.2.1 Pruebas seroldgicas de antigenos especificos del SARS-CoV-2. (Mayo-septiembre de
2021)

Evaluacion de los niveles de IgG especificas contra los antigenos virales especificos (NP, RBD,
S1, S1S2; y combinaciones entre ellos) en un ensayo basado en “beads” utilizando las
muestras almacenadas en el biobanco. Comparacién de los niveles de antigeno como
indicadores de la virulencia viral entre los determinantes genémicos de la virulencia obtenidos
en 1.2 y entre nuestros grupos de muestra estudiados (obesos versus no obesos / MHO versus
MHRO) descritos en 1.1.

° 2.2.2. Perfil inmunoldgico de pacientes con COVID-19. (Octubre de 2021)

Ensayos de Luminex para analizar citoquinas en individuos obesos con COVID-19 entre los
determinantes gendmicos de la virulencia obtenidos en 1.2.

El analisis final integrado de las caracteristicas inmunes y clinicas asociadas con los determinantes
genomicos de virulencia obtenido en 1.2., Las pruebas funcionales (2.2.1 y 2.2.2) y la evaluacion
longitudinal de los pacientes (2.1) se realizaran durante el mes de Noviembre y Diciembre de 2021.

6.RESULTADOS
6.1 Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio

Se seleccionaron 1159 pacientes y se incluyeron en el estudio 675 pacientes (58,5 % mujeres, mediana de
edad = 61 anos) (Fig. 1A). De estos, 260 (38,5%) requirieron ingreso hospitalario, 24 (3,6%) requirieron UCI
y 95 (14,1%) fallecieron. La mediana del indice de masa corporal (IMC) fue de 26,9 kg/m2. La distribucién
del IMC de todos los pacientes se ilustra en la Figura 1B.

Figura 1

6.2 Caracteristicas virales y mutaciones asociadas con indice de masa corporal elevado

Se utilizé Nextclade (https://clades.nextstrain.org/) para analizar las diferencias entre la secuencia original
del virus SARS-CoV-2 y las secuencias de los virus que infectaron a los pacientes. En general, el analisis
global de las secuencias mostré 205 mutaciones con respecto al genoma de referencia del SARS-CoV-2.
119 (568,3%) y 77 (37,7%) correspondian a mutaciones missense y sindbnimas respectivamente, mientras
que 3 (1,47%) eran mutaciones stop-gain (5 no pudieron mapearse). Al observar todas las mutaciones,
identificamos una mediana de 8 mutaciones que involucran sustituciones de aminoacidos en cada muestra.
Al mapear en Nextrain identificamos 7 variantes del virus (fig 1C), casi la mitad de las secuencias
correspondian a la 20 E (EU1), la mas abundante en Espafia desde Julio/2020 hasta Enero/2021.

Posteriormente las mutaciones observadas se analizaron mas a fondo en busca de asociaciones con el
IMC. Encontramos 6 mutaciones especificas cuyos portadores tenian un IMC significativamente mayor en
comparacion con la mediana del IMC de la cohorte del estudio (Tabla 1). De estas 6 mutaciones especificas,
C313T, C14599T y A20268G eran sindnimas, mientras que C25904T y T22882G eran mutaciones sin
sentido. G28083T correspondié a una mutacion stop-gain. Clasificados segun su frecuencia alélica menor



(MAF), 5 de 6 eran variantes de baja frecuencia (0,01 < MAF < 0,05) mientras que 1 era una mutacién
comun (MAF>0,05). Todas las mutaciones se encontraron en la regioén codificante del virus y las regiones
gendmicas donde se ubicaron las mutaciones se indican en la Tabla 1.

Tabla 2. Mutaciones asociadas a individuos con obesidad

mutation frecuency Carriers BMI viral region type
(kg/m?)

C25904T 0.02 32.00 orf3A missense
C313T 0.02 29.30 nsp1 synonymous

T22882G 0.02 29.26 spike missense

G28083T 0.03 29.22 orf8 stopGain

C14599T 0.03 29.05 orflab synonymous

A20268G 0.13 28.04 orflab synonymous

A continuacion, utilizamos un andlisis de regresioén logistica para calcular la razén de posibilidades (OR) y
los intervalos de confianza (IC) para la hospitalizacion y la muerte de los portadores de las mutaciones
asociadas al IMC (Figura 2). La presencia de la mutacién A20268G en el virus infeccioso aumenté en ~50 %
el riesgo de hospitalizacién (OR: 1,59, IC: 1,02-2,49), mientras que los pacientes infectados con un virus
que albergaba la mutacion C313T tenian un aumento del 428 % en el riesgo de muerte (OR: 4,28, IC: 1,40-
12,15). Curiosamente, el C14599T actu6é como factor protector para la hospitalizacion. Es de destacar que
algunos OR para exitus no se pudieron calcular porque sus intervalos de confianza eran infinitos.

FIGURA 2. Resultados clinicos segun las mutaciones presentes en SARS-CoV-2

6.3 Perfil inmunoldgico de pacientes con COVID

A continuacion, realizamos un inmunoensayo para la deteccion cualitativa de anticuerpos neutralizantes
(nAb) del SARS-CoV-2 orientado a la deteccién de la proteina de la nucleocapside (N) en el plasma de los
pacientes. No se observé correlacion entre el IMC y los niveles de nAb. Sin embargo, los pacientes
infectados con SARS-CoV-2 que albergaban la mutacion A20268G presentaron niveles elevados de nAb
(p<0,001). No se observaron diferencias significativas en el nAb con las otras mutaciones investigadas (Fig.
3).

Los resultados se informan como valores numéricos en forma de un indice de corte (COI; muestra de
sefal/corte)

FIGURA 3. Anticuerpos neutralizantes en plasma segun las mutaciones presentes en SARS-CoV-2

Finalmente, investigamos si la presencia de mutaciones asociadas al IMC alteraba o no el perfil
inmunoinflamatorio de aquellos pacientes con COVID-19 grave. Para ello, se midieron en pacientes



hospitalizados diferentes marcadores inflamatorios, proteina de fase aguda, asi como otros parametros
relacionados con respuesta alterada o peor evolucién clinica (fig. 4).

Los casos graves se asocian tipicamente con respuestas inflamatorias aberrantes y excesivas que reflejan
una activacion aguda de la inmunidad innata. En consecuencia, encontramos una respuesta inmune
hiperactivada con valores elevados de los parametros bioquimicos investigados para todos los pacientes.
Sin embargo, no observamos diferencias especificas de mutacion en los valores de ningin marcador
proinflamatorio (IL-6, dimero D, LDH, fosfatasa alcalina o troponina 1), ni cambios en otros niveles de APP
(PCR, glucosa, ferritina o GGT).

Figura 4. Marcadores inflamatorios y citoquinas segun la presencia o ausencia de las mutaciones
encontradas

7. CONCLUSIONES

Si bien los ancianos son los mas afectados por la COVID-19 grave, también se ha observado una mayor
gravedad y mayores tasas de mortalidad entre las personas con obesidad. En este proyecto hemos
encontrado 6 mutaciones en el genoma del SARS-CoV-2 asociadas especificamente a pacientes con IMC
alto. Estas mutaciones podrian ayudar a comprender esta mayor virulencia del COVID-19 en personas con
sobrepeso u obesidad y deberian considerarse para vacunas dirigidas a esta poblacién.
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