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Resumen

Los genes del sistema HLA, altamente polimérficos, juegan un papel fundamental
en la presentacién de antigenos peptidicos a los linfocitos T, modulando la
respuesta inmunitariay, por ende, el curso de enfermedades infecciosas como el
COVID-19. Estudios previos han identificado asociaciones entre alelos del locus
HLA-DRB1Yy la infecciébn por SARS-CoV-2 en poblacion mexicana; sin embargo,
estos trabajos siguen siendo escasos y no abarcan la amplia diversidad genética
del pais. El objetivo fue analizar la asociacion entre el polimorfismo genético de
HLA-DRBL1Yy la proteccion y/o susceptibilidad a la infeccion sintomética por SARS-
CoV-2 en pacientes residentes de la zona metropolitana del Valle de México. Se
reclutaron 90 individuos con diagnostico confirmado de COVID-19, asi como un
grupo control de 60 individuos sin antecedentes de infeccion y/o sintomas. El DNA
se extrajo a partir de sangre periférica mediante salting out. Posteriormente, se
tipificod el locus HLA-DRB1 utilizando secuenciacion de proxima generacion y las
frecuencias alélicas se obtuvieron por conteo directo. Las asociaciones se
evaluaron con prueba de chi-cuadrado o exacta de Fisher. Se consideraron
significativos los valores con p < 0.05 tras correccion por Bonferroni.
Adicionalmente, se aplicé un modelo de regresién logistica multivariada para ajustar
por variables de confusion. Se observé un incremento en la frecuencia del alelo
HLA-DRB1*08:02 en el grupo control (OR: 0.5; IC95 %: 0.28-0.91; p = 0.0236). No
obstante, esta asociacibn no se mantuvo significativa tras la correccion de
Bonferroni (Pc= 0.23). Asimismo, la regresion logistica multivariada mostré que el
grupo de alelos HLA-DRB1*14 se asocié con proteccion frente a la infeccion
sintomatica (OR = 0.35; IC95%: 0.16—0.76; p = 0.008). En conclusion, dentro del
sistema HLA, el grupo HLA-DRB1*14 podria ejercer un efecto protector contra la
infeccion sintomatica por el SARS-CoV-2 en la poblacién de la zona metropolitana
del Valle de México.



Abstract

The highly polymorphic genes of the HLA system play a fundamental role in the
presentation of peptide antigensto T lymphocytes, modulatingtheimmune response
and, consequently, the course of infectious diseases such as COVID-19. Previous
studies have identified associations between HLA-DRB1 alleles and SARS-CoV-2
infection in the Mexican population; however, such studiesremain limited and do not
reflect the country'sbroad genetic diversity. The aim of this study was to analyzethe
association between genetic polymorphismsin the HLA-DRB1 locus and protection
and/or susceptibility to symptomatic SARS-CoV-2 infection in individuals residing in
the Metropolitan Area of the Valley of Mexico. A total of 90 individuals with confirmed
COVID-19 diagnosis and 60 uninfected and/or asymptomatic individuals as controls
were recruited. Genomic DNAwas extracted from peripheral blood usingthe salting-
out method. The HLA-DRB1 locus was genotyped by next-generation sequencing,
and allele frequencies were obtained by direct counting. Associations were
evaluated using the chi-square test or Fisher's exact test, and p-values < 0.05 after
Bonferroni correction were considered statistically significant. Additionally, a
multivariate logistic regression model was applied to adjustfor potential confounding
variables. An increased frequency of the HLA-DRB1*08:02 allele was observed in
the control group (OR: 0.5; 95% CI: 0.28-0.91; p = 0.0236). However, this
association did not remain significant after Bonferroni correction (Pc = 0.23).
Moreover, multivariate logistic regression analysis showed that the HLA-DRB1*14
allele group was associated with protection against symptomatic infection (OR =
0.35; 95% CI: 0.16-0.76; p = 0.008). In conclusion, within the HLA system, the HLA-
DRB1*14 allele group may exert a protective effectagainstsymptomatic SARS-CoV-
2 infection in the population of the Metropolitan Area of the Valley of Mexico



1. Introduccion

En diciembre del afio 2019 apareci6 en el mundo la enfermedad por coronavirus
2019 (COVID-19) causadapor el coronavirus del sindrome respiratorio agudo grave
tipo 2 (SARS-CoV-2 del inglés severe acute respiratory syndrome coronavirus 2),
reportado por primera vez en la provincia de Hubei, Wuhan, China (Mallah et al.,
2021; Xu et al., 2020; Velavan & Meyer, 2020). El virus ocasioné unapandemia que
desencadend unacrisis global con mas de 7 millones de muertes en todo el mundo
reportadas hasta la fecha(Organizacion Mundial dela Salud (OMS), 2024). México,
con cerca de 335 mil muertes, fue el quinto pais con mas decesos, solamente detras
de EE. UU, Brasil, Indiay Rusia (OMS, 2024). Con el fin de disminuirla propagacion
del SARS-CoV-2, los gobiernos establecieron confinamientos y distanciamiento
social por largos periodos de tiempo (Khosravizadeh et al., 2022). Este fendmeno
generd consecuencias negativas que impactaron y modificaron de forma adversa
las estructuras sociales e individuales (Liu etal., 2024; COVID-19 Mental Disorders
Collaborators, 2021; Kim & Yu, 2023; Khalaila & Shiovitz, 2023; Lee, Han & Suh,
2023) ademas de frenar y reducir el crecimiento econdmico de diversos paises al
impedir el comercio, turismo y aumentar la tasa de desempleos (Naseer et al.,
2023).

1.1 Epidemiologia

El 30 de diciembre del 2019, se reportaron casos de neumonia de etiologia
desconocida en pacientes de Wuhan, de la provincia de Hubei, China (Lu, Stratton
& Tang, 2020; Bogoch et al., 2020). Después de su aislamiento y analisis, el
patégeno fue un nuevo coronavirus nombrado provisionalmente por la OMS como
2019-new coronavirus (2019-nCoV) (Tan et al., 2020; Zhou et al., 2020). Y
posteriormente, severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2),
debido a su similitud filogenética con el SARS-CoV (Coronaviridae Study Group of

the International Committee on Taxonomy of Viruses, 2020; Guan et al., 2020).



Posiblemente el SARS-CoV-2 tuvo un origen zoonoatico, al igual que todos los
coronavirus que infectan a humanos (Holmes et al., 2021). Esto se sugiere debido
a que la mayoria de los primeros pacientes tuvieron contacto con un mercado de
mariscos de Huanan,donde se vendian numerosas especiesde animalessilvestres
vivos (Bogoch et al., 2020; Lu, Stratton & Tang, 2020) que son susceptibles a
infeccidon por SARS-CoV-2 (Freuling et al., 2020). Dada la similitud genémica del
SARS-CoV-2 con coronavirus de murciélago, es probable que se haya originado a
partir de estos y posiblemente, el virus se transmiti6 a mamiferos silvestres que
fueron trasladados a los mercados de Wuhan para el consumo humano (Xiao etal.,
2021; Zhou etal., 2020; Kadam et al., 2020).

La propagacion del SARS-CoV-2 fue rapida, tan solo unos dias después de los
primeros casos, el 22 de enero del 2020, se reportaron 571 casos en 25 provincias
de Chinay 8 dias después, el 30 de enero del 2020, se confirmaron 7,734 casos en
Chinay en otros 19 paises como Japén, Estados Unidos, India, Francia, entre otros
(Rothan & Byrareddy, 2020). Posteriormente, el 25 de febrero del 2020, la cifra de
casos confirmados ascendio a 78,811 en 31 paises con 2,462 muertes (CFR (Case
fatality rate) =3.12) (Jernigan etal., 2020). El virus se extendié atal grado, que el 11
de marzo de 2020, la OMS declar6 al SARS-CoV-2 como pandemia con casos
confirmados en 114 paises (Organizacion Panamericana de la Salud, 2020). En
agosto del 2020, la regidon de América tenia el mayor numero de casos con casila
mitad de los nuevos reportados a nivel mundial, con un promedio de 41,000 casos
por dia (Ochani et al., 2021). Solo un afio después de la aparicién del SARS-CoV-
2, ya habiamas de 92 millones de casos y 2 millones de muertes en todo el mundo,
conunatasade letalidad del 2.2% (OMS, 2021). En ese mismo afio, el 23 de agosto,
la institucién Food and Drug Administration (FDA) (aprobé la primera vacuna contra
el COVID-19 de Pfizer-BioNTech,usadaen personas mayores de 16 afiosy quefue
el comienzo para el posterior control del SARS-CoV-2 (Food & drug administration
(FDA), 2021). Con la llegaday aprobacion de otras vacunas, comenzo el programa
de vacunacion en diferentes paises, reduciendo la progresion severa de la

enfermedad y la mortalidad de los pacientes. Sin embargo, la aparicion de nuevas



variantes del SARS-CoV-2 representd una preocupacion sobre la eficacia de las
vacunas contra estas nuevas formas del virus (Firouzabadi et al., 2023; Eroglu et
al., 2021; Li et al.,, 2022a). Las variantes de SARS-CoV-2 surgieron mediante
mutaciones simples como subproducto de la replicacién viral. La mayoria de las
mutaciones son insignificantes, sin embargo, aquellas que representan una ventaja
respecto a lareplicacion viral, la transmision o el escape de lainmunidad, aumentan
en frecuencia (Lauring & Hodcroft, 2021). Los Centros para Control y Prevenciones
de Enfermedades (CDC del inglés Centers for Disease Control) designaron una
clasificacion para las variantes del SARS-CoV-2: Variante de alta consecuencia
(VOHC del inglés Variant of High Consequence), variante preocupante (VOC del
inglés Variant of Concern), variante de interés (VOI del inglés Variant of Interest) y
variantes en seguimiento (VBM del inglés Variant Being Monitored). Para 2024, la
mayoria de las variantes son VBM, es decir, aquellas que anteriormente causaban
enfermedades o transmisién mas graves, y se designaban como VOI, VOC o VOHC
pero que ya no se detectan. Entre los cuales se encuentran Alpha, Beta, Gamma,
Delta, Epsilon y varios linajes de Omicron. Solo el linaje de émicron B.1.1.529 y
linajes descendientes son considerados VOC (CDC, 2023). Algunas variantes del
virus redujeron la eficacia de las vacunas (Kato et al., 2022), sin embargo, las dosis
de refuerzo lograron aumentar la eficacia de las mismas, en consecuencia, se
pudieron controlar las variantes emergentes. (Firouzabadi et al., 2023). Para junio
de 2022, el namero de contagios diarios iba disminuyendo, con un total de 536
millones de casos acumulados y mas de 6.3 millones de muertes en todo el mundo
(OMS, 2022). En mayo del 2023, la OMS declaré que el COVID-19 dejaba de ser
unaemergenciade saludpublica,debidoa latendencianegativaen las muertes por
la enfermedad, la disminucién de las hospitalizaciones y los altos niveles de
inmunidad de la poblacién contra el SARS-CoV-2 (OMS, 2023). Finalmente, se
acumulan mas de 700 millones de casos y 7 millones de muertes en la actualidad
(CFR=0.9) (OMS, 2024). Sin embargo, a pesar de que la pandemia se encuenta
controlada, se debe de estar alerta ante nuevas amenazas como las variantes

emergentes del SARS-CoV-2 u otros patdgenos que atenten contra la salud.



1.2 SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 es un betacoronavirus de RNA monocatenario de sentido positivo
(+ssRNA) perteneciente a la familia Coronaviridae (subfamilia Coronavirinae,
suborden Cornidovirineae, orden Nidovirales) (Coronaviridae Study Group of the
International Committee on Taxonomy of Viruses, 2020; Ganesh et al., 2021). Como
otros coronavirus similares (SARS-CoV y MERS-CoV), el SARS-CoV-2, puede
afectar el tracto respiratorio inferior y causar un trastorno respiratorio grave y
neumonia en humanos (Cui, Li & Shi, 2019).

El genoma del SARS-CoV-2, con un tamafio aproximado de 29.9 kb, esta
compuesto por 14 marcos de lectura abiertos (ORF del inglés Open Reading Frame)
dispuestos en un orden tipico de 5'-3". Los primeros ORF (ORF1la/b) ocupan
aproximadamente un tercio del genomay se traducen en dos grandes poliproteinas
(ppla y pllab). A su vez, estas poliproteinas se procesan en proteinas no
estructurales (nsp del inglés non structural protein) que conforman el complejo de
replicasa-transcriptasa viral (CRT) (Li et al., 2020b; Lu et al., 2020; Bai, Zhong, &
Gao, 2022). Los siguientes ORF codifican las proteinas estructurales principales,
asi como varias proteinas accesorias (Wang et al., 2020; Naqvi et al., 2020) (Fig.
1).

5 ORF1b 3b E (3 7b - 10 3

ORF1a S 3a M 7a 8 |9b @ 9c

Figura 1. Genoma del SARS-CoV-2. Los primeros ORF (ORFla/b) codifican dos grandes
poliproteinas Ilamadas ppla y pplab, que a su vez codifican las proteinas no estructurales
(nsp1-16). Los siguientes ORF codifican las proteinas estructurales (S, E,My N)y
accesorias (3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8, 9b, 9c y 10). Creado por Diego-Daza, modificado de Bai,
Zhong, & Gao, 2022.

El SARS-CoV-2 es unaamenaza constante debido a su alta tasa de mutacion que
puede generar cepas mutantes que superen a las existentes por seleccién natural
debido a ventajas conferidas (Chadha etal., 2022; Lauring & Hodcroft, 2021).



1.3 Estructura

El SARS-CoV-2 est4 constituido por 16 proteinas no estructurales (nspl-16), 4
proteinas estructurales y 9 accesorias (Naqvi et al., 2020). Las proteinas no
estructurales participan en procesos criticos como la regulacién de la replicacion y
transcripcion del RNA viral. Algunas de estas son enzimas con funciones clave, por
ejemplo: nspl2 es una RNA polimerasa dependiente de RNA; nspl media el
procesamiento y replicacion del RNA; nsp3 separa la proteina traducida; nspl3
funciona como helicasa y ATPasa; nspl4 tiene actividad exorribonucleasa de
correccion de errores en la sintesis de RNA, entre otros (Wang et al., 2020; Bai,
Zhong, & Gao, 2022).

Por otro lado, las proteinas estructurales: espicula(S), envoltura (E), membrana (M)
y nucleocapside (N), son responsablesde laentraday fusion con la célulahuésped,
asi como del ensamblaje y liberacién de nuevas particulas virales. Por ultimo, las
proteinas accesorias (3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8, 9b, 9c y 10), tienen un papel importante
en la interaccién con las células del huéspedy la evasion del sistema inmune (Bai,
Zhong, & Gao, 2022).

La estructura del virion consiste en el genoma de RNA empaquetado en una
nucleocapside formada por la proteina N. A su vez, esta estructura esta rodeada
por unaenvolturalipidica asociada con las 3 proteinas restantes (S, My E): mientras
qgue las proteinas M y E participan en el ensamblaje del virus, la proteina S es la
encargada de mediar la entrada del virus en las células del huésped (Li, 2016). Las
protuberanciasen la superficie que se asemejan a una"corona" estan formadas por
la proteina S y se denominan peplomeros. A su vez, la proteina S consta de 3
segmentos: ectodominio grande, dominio transmembranay cola intracelular. En el
ectodominio se encuentran las subunidades de union al receptor S1 y S2
(Yesudhas, Srivastava, & Gromiha, 2021) (Fig. 2).



e Spike (S)

Proteina de la

ssRNA nucleocapside (N)

Er_\v'ol.tura y - Proteina de la
lipidica membrana (M)

Proteina de la
envoltura (E)

Figura 2. Estructura del virion SARS-CoV-2. Creado con Biorender por Diego-Daza.

1.4 Mecanismo de infeccién
1.4.1 Transmisién y entrada al cuerpo
El SARS-CoV-2 puede transmitirse de pacientes sintomaticos y asintomaticos a

otros mediante contacto directo e indirecto. Las principales vias de transmision
incluyen aerosoles (particulas menores de 5 um suspendidasen el aire emitidos por
individuos infectados al toser, estornudar, hablar o respirar) y gotas respiratorias
durante el trato cercano sin proteccién (Zhang et al., 2023a). Las diferentes
variantes del virus con mutaciones en la proteina S pueden aumentar la virulencia
al mejorar la infectividad, la transmisibilidad y las capacidades de evasion

inmunologica (Chadhaetal., 2022).

1.4.2 Internalizacién celular
Unavez dentro del cuerpo, el SARS-CoV-2 utiliza dos mecanismos para ingresar a

las células:la via endociticay la via no endosémica. En ambos mecanismosel virus
emplea la glicoproteina S para unirse e ingresar en las células a través de su union
al receptor enzima convertidora de angiotensina (ACE2 del inglés Angiotensin-
Converting Enzyme 2) de las células huésped. ACE2 est4 altamente expresado en
células del tracto respiratorio como los neumocitos tipo 2 y células bronquiales no

ciliadas, pero también se expresa en enterocitos del tracto gastrointestinal, células
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del sistema cardiovascular, los rifiones, el higado y el sistema nervioso central lo
que explica la capacidad del virus de infectar y afectar multiples tejidos (Dhama et
al., 2020; Rabaan et al., 2021; Hikmet et al., 2020).

La proteina S estd compuesta por dos subunidadesfuncionales:S1y S2. Eldominio
de unioén al receptor (RBD del inglés receptor binding domain) se encuentraen S1
y media el contacto con el ACE2. Por otro lado, la subunidad S2 sufre cambios
conformacionales para fusionar la membrana viral con la membrana celular del
huésped (Walls et al., 2020; Wrapp et al., 2020). Este proceso requiere un
procesamiento proteolitico previo por proteasas celulares que escinden la proteina
en el sitio S1/S2, como la serina 2 de la proteasa transmembrana (TMPRSS2 del
inglés Transmembrane Protease, Serine 2) en el caso de lavia no endosOmicay en
la via no endocitica, la catepsina Ly catepsina B. El procesamiento es fundamental
para exponer el sitio S2', permitiendo la fusion de las membranas y la entrada del
virus al citoplasma (Hoffmann etal., 2020; Yesudhas, Srivastava, & Gromiha, 2021,
Hu et al., 2021) (Fig. 3).

1.4.3 Replicacién viral
Unavez liberado el genoma de RNA en el citoplasma de las células, este comienza

a ser traducido en dos poliproteinas (pplay pplab) que son procesadas para liberar
a las nsp, las cuales forman el complejo CRT en vesiculas de doble membrana.
Continuamente el CRT replica el RNA gendmicoy sintetiza un conjunto anidado de
RNA subgenoémicos, que codifican a las proteinas accesorias y proteinas
estructurales. En el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi, se traducen S, N
y M, y después junto con el RNA gendmico se ensamblan y forman nuevas
particulas virales. Después, las vesiculas que contienen losviriones se fusionan con
la membrana plasmatica y los virus son liberados al medio extracelular (Pandey et
al., 2020; Guo et al., 2020). El proceso de replicacion del SARS-CoV-2 se indica en

la figura 3.
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Figura 3. Mecanismo de replicacion del SARS-CoV-2. Cuando el virus llega a la superficie de
la célula, la subunidad S1de spike se une a ACE2. Por acciéon de TMPRSS?2 se escinde el sitio
S1/S2, 1o que expone a S2', permitiendo cambios conformacionales y consigo lafusién de las
membranas y entrada del material genético al citoplasma. La maquinaria celular traduce el
ORFla/b produciendo las poliproteinas ppla y pplab, que posteriormente son procesadas
por proteasas para liberar las nsp. Las nsp forman el complejo CRT que tiene dos funciones:
replica el genoma viral y transcribe RNA subgenémicos. Este Ultimo se traduce en el RE y
produce a las proteinas estructurales S, My E, las cuédles son liberadas en vesiculas por el
aparato de Golgi. A las vesiculas se le une el genoma viral, se ensamblan formando nuevas
particulas virales que son exocitadas para comenzar de nuevo el ciclo. Creado con Biorender

por Diego-Daza.



1.5 Activacidon del sistema inmunitario

1.5.1 Respuesta inmunitaria innata
La replicacion del SARS-CoV-2 en los primeros dias de infeccion (1 a 2) es local

con unarespuestainmune limitada. No obstante, el virus se puede propagar hacia
las vias respiratorias inferiores, infectando células epiteliales alveolares en los
pulmones. Esta replicacion masiva en el tejido pulmonar es la que desencadena
una fuerte respuesta inmune que inicia el cuadro clinico de la enfermedad
(Yesudhas, Srivastava, & Gromiha, 2021; Mason, 2020). El periodo de incubacion
de la enfermedad varia de 1.8 a 18.87 dias, con un promedio de 5, dependiendo de
la variante del virus (Wu et al., 2022).

En primera instancia, los patrones moleculares asociados a patdgenos virales
(PAMP del inglés pathogen associated molecular patterns), como el RNA viral, son
detectados por receptores de reconocimiento de patrones (PRR del inglés pattern
recognition receptors) localizados en el citoplasma o endosomas. Entre estos, se
destacan los receptores tipo Toll (TLR del inglés toll-like receptor) de la célula
huésped (TLR3, TLR7/8 y TLR9) y los PRRspresentes en células presentadoras de
antigenos (APC del inglés antigen presenting cell), como receptores tipo NOD (NLR
del inglés NOD-like Receptors), receptores tipo RIG-I (RLR del inglés RIG-I-like
Receptors) y TLRs especificos (TLR2, TLR4, TLR6) (van Eijk et al., 2021; Silva et
al., 2022). Ademas, los PAMPs del virus atraen y alertan otras células del sistema
inmune innato como los macrofagos alveolares que eliminan virus y células
apoptoticas infectadas por fagocitosis (Totura & Baric, 2012). Los TLRs al ser
activados, encienden vias de sefalizacion que implican la activacién de factores de
transcripcion como factor asociado al receptor TNFR (TRAF del inglés Tumor
necrosis factor Receptor-Associated Factor), el factor nuclear kappa B (NF-kB del
inglés Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), respuesta de
diferenciacion mieloide primaria88 (MyD88 delinglés Myeloid differentiation primary
response 88)y los factores reguladores del interferén (IRF del inglés Interferon
Regulatory Factor) (Khanmohammadi & Rezaei, 2021). En consecuencia, se

producen interferones tipo | (IFN-1) y Ill, citocinas proinflamatorias como la



interleucina 1 (IL1), IL6, IL-1B, IL12, factor de necrosis tumoral a (TNFa) y
quimiocinas (Conti etal., 2020; Silva et al., 2022).

Despuésde launion delos IFN-1 a sus receptores, se iniciaunavia de sefializacion
gue termina con la transcripcion de genes estimulados por IFN (ISG del inglés
Interferon-Stimulated Genes) (McNab et al., 2015). ElI IFN-1 tiene multiples
funciones como: activar unarespuesta antiviral en las células adyacentes; regular
las respuestas inmunes innatas, como la funcién de las células asesinas naturales
(NK delinglés Natural Killer) y la presentacién de antigenos;y, ademas, estimulala
respuesta inmune adaptativa para desarrollar respuestas especificas (Wilmes et al.,
2021). Por otro lado, las citocinas proinflamatorias promueven inflamacion local,
fiebre y fibrosis, mientras reclutan células inmunes al sitio de infeccion como
neutrofilos, monocitos, macrofagos, células dendriticas (DC del inglés Dentritic
Cell), células NK y células linfoides innatas, contribuyendo a la eliminacién de las
células infectadas antes de la propagacion del virus (Dhama et al., 2020; Ricci et
al., 2021).

El virus utiliza diferentes estrategias para evadir las respuestas inmunitarias,
principalmente la produccion de IFN-I (Taefehshokr etal., en 2020). Si el virus logra
retardar de manera efectiva estas respuestas, se puede replicar sin parar,
impidiendo controlar la infeccidn primaria y retardando también la posterior

respuesta inmune adaptativa (Sette & Crotty, 2021).

1.5.2 Respuesta inmunitaria adaptativa
La activacion del sistema inmune innato lleva consigo la activacion del sistema

inmune adaptativo y la eficacia con la que se activan afecta el curso de la
enfermedad. Unavez que el SARS-CoV-2 esta dentro de las células, las proteinas
virales son procesadas y presentadas a través de las moléculas de MHC (por sus
siglas en inglés major histocompatibility complex) de clase | a las células T CD8+.
Mientras tanto, el virus completo y las particulas virales son reconocidos por las
células presentadoras de antigeno (APC del inglés Antigen Presenting Cell), las
cuales presentan péptidos virales a las células T CD4+ a través de moléculas de
MHC de clase Il (Grifoni et al, 2020). Cuandoloslinfocitos T son activados, muestran

expansion clonal,desarrollando células T efectoras y de memoria especificas contra
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el virus (Azkur et al., 2020). Estas respuestas son fundamentales para el control y
la eliminacién del virus; las células T CD8+ activadas destruyen células infectadas,
mientras que los linfocitos T CD4+ activan a los macrofagos y facilitan la activacion
de las células B, que producen anticuerpos neutralizantes dirigidos contraantigenos
especificos del virus, impidiendo su entradaen nuevas células (van Eijk etal., 2021).
En términos simples, los anticuerpos actian principalmente contra los virusfuera de
las células, mientras que las células T los eliminan dentro de ellas (Sette & Crotty,
2021).

Mas especificamente, las células T CD4+ producidas contra el virus suelen
diferenciarse en células Thl y células T auxiliares foliculares (Tfh del inglés T
follicularhelper cells). Las células Th1 producen citocinas antivirales como interferén
gamma (IFNy), TNF e IL-2, lo que refuerza larespuesta inmune contra el virus. Por
otro lado, las células Tfh son cruciales para la activacion de las células B, apoyando
la produccién de anticuerpos neutralizantes como IgM, IgG e IgA contra la proteina
Sy su RBD, el desarrollo de las células B de memoria y la inmunidad humoral a
largo plazo (Neidleman et al., 2020; Sette & Crotty, 2021; Carrillo et al., 2021).

En contraparte, las células T CD8+ han mostrado especificad contra distintos
antigenos del SARS-CoV-2, como las proteinas S, N, M y ORF3a (Sekine et al.,
2020). Ademas, su activacion se ha relacionado con mejores resultados en la
infeccion por SARS-CoV-2 (Rydyznski etal., 2020).

Por ultimo, ademas de la resolucién de la infeccion promovida por la respuesta
inmune adaptativa, la activacion de los linfocitos Ty B también desarrolla linfocitos

de memoria, fundamental para prevenir reinfecciones (Silva et al., 2022).
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Figura 4. Respuesta inmunitaria innata y adaptativa contra la infeccion por el SARS-CoV-2. El
virus ingresa al cuerpo a partir de pequefias gotas y aerosoles por laboca, nariz y ojos. La
respuesta inmunitaria es local, primero los PAMP del virus son detectados por los PRR como
los TLR de las células, atrayendo células inmunes, activando macr6fagos alveolares, y la
producciéon de IFN 1y Ill, asi como citocinas (IL-1, IL-6, TNFa, IL-1, IL-1B e IL 12). En larespuesta
inmune adaptativa, el procesamiento de los antigenos del SARS-CoV-2 por las APC, lleva
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en la mayoria de los pacientes. Creado con Biorender por Diego-Daza.
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1.6 Manifestacién clinica de la enfermedad

Aunque las personas de todas las edades pueden presentar COVID-19, las
manifestaciones clinicas pueden variar desde asintomatica hasta muy grave y el
impacto clinico suele ser menor en los nifios. Alrededor del 80% de las personas
con COVID-19 presenta sintomas leves, pero depende del tipo de cepa de SARS-
CoV-2, asi como de la edad (Silaghi-Dumitrescu etal., 2023). Por otro lado, también
varia entre y dentro de los paises, donde se tienen diferente nimero de infecciones,
hospitalizacionesy muertes (Silaghi-Dumitrescu etal., 2023; Zhang et al., 2023b).
Segun el COVID-19 Treatment guideline de los Institutos Nacionales de la Salud
(NIH) en 2024, existen 5 categorias para la severidad del COVID-19 en adultos, que
van desde enfermedad asintomatica o infeccién pre-sintomatica, hasta enfermedad
critica y la muerte (Tabla 1). La variedad de sintomas que puede experimentar un
paciente con COVID-19 son fiebre, tos, dolor de garganta, pérdida del gusto y del
olfato, malestar, dolor de cabeza, dolor muscular, nduseas, vomitos, diarrea y fatiga
(COVID-19 Treatment Guidelines Panel, 2024; Alsharif & Qurashi, 2021; Singh,
2020).

Tabla 1. Categorizacion de la severidad del COVID-19, por el COVID-19 Treatment Guidelines
Panel, 2024

Asintomatico o Personas que dan positivo en una prueba de SARS-CoV-2) pero
infeccion gue no presentan sintomas.
presintomatica

Leve Personas que tienen cualquiera de los diversos signos y sintomas
de COVID-19 pero que no tienen dificultad para respirar, disnea
0 imagenes anormales del térax.

Moderado Individuos que muestran evidencia de enfermedad de las vias
respiratorias inferiores y que tienen una saturacion de oxigeno

(Sp02) 294%.
Severo Individuos que tienen una SpO2 <94%, una relaciéon entre la

presion arterial parcial de oxigeno y la fraccion de oxigeno
inspirado (PaO2/Fi02) <300 mmHg, una frecuencia respiratoria
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>30 respiraciones/min o una frecuencia respiratoria >30
respiraciones/min.

Critico Individuos que tienen insuficiencia respiratoria, shock séptico o
disfuncion organica multiple.

1.8 Factores de riesgo

La progresion grave de la enfermedad es explicada por multiples factores de riesgo
que presentan los pacientes (Zhang et al., 2023b). Por ejemplo, se ha visualizado
que los hombres tienen un 60% mas de probabilidades de presentar COVID-19
severo o de morir que las mujeres (Rozenberg, Vandromme & Martin, 2020; Li et
al., 2020). Por otro lado, la edad avanzada podria ser el factor mas importante para
COVID-19 severo e incluso muerte (Chen et al., 2021), debido a una respuesta
inmune comprometida en esta poblacion (Wu et al., 2020).

Otro factor determinante son las comorbilidades preexistentes en los pacientes, ya
que los predisponen a infeccion y a menudo conducen a severidad de la
enfermedad. Aproximadamente el 75% de los pacientes hospitalizados presentaron
por lo menos una condicion médica (Zhang et al., 2023b; Singh et al., 2021). Las
comorbilidades que pueden ser factores de riesgo a COVID-19 grave son: diabetes,
cancer, obesidad, VIH, enfermedad renal crénica, hipertension pulmonar,
enfermedad cerebrovascular, enfermedades hepaticas crénicas, enfermedades
pulmonares cronicas, discapacidades, fibrosis quistica, afecciones cardiacas,
trasplantes, trastornos de salud mental, enfermedades de inmunodeficiencia
primaria, embarazo, tuberculosisy tabaquismo (Coronavirus Disease 2019 (COVID-
19) Treatment Guidelines (2019, citado por Silaghi-Dumitrescu etal., 2023)).

Por otro lado, la tasa de mortalidad e infeccion también difiere entre razas y etnias,
donde los grupos minoritarios y aquellos de bajo nivel socioecondmico son mas
vulnerables al COVID-19, debido a factores asociados a las caracteristicas
socioecondémicas como: la falta de sistema de vigilancia adecuados e
infraestructuras de atencion médica, condiciones de vivienda, pobreza,

hacinamiento en el hogary menor nivel educativo (Khanijahani etal., 2021).
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Si bien los factores antes mencionados permiten identificar en gran medida los
grupos de riesgo y predecir posibles complicaciones, no son suficientes para
explicar casos aparentemente contradictorios, como pacientes jovenes que
desarrollan formas graves de la enfermedad y adultos mayores con comorbilidades
que la cursan con manifestaciones leves o incluso asintométicas (Dong etal., 2020;
Georgakopoulou et al., 2021). De tal manera, desde el inicio de la emergencia
sanitaria, se han buscado factores genéticos que puedan explicar la susceptibilidad
individual a infectarse de SARS-CoV-2 y de presentar COVID-19 grave,
principalmente de aquellas proteinas humanas y de la respuesta inmunitaria que
tienen contacto con el virus (Hou et al., 2020; Fricke-Galindo & Falfan-Valencia,
2021).

Estudios previos han sugerido que tanto el polimorfismo como las mutaciones de
ACE2y TMPRSS2 desempeiian un papel fundamental en el inicio, el desarrolloy el
prondéstico de la infeccion por SARS-CoV-2 (Li et al.,, 2022). Por un lado, los
polimorfismos genéticos y la expresion de ACE2 pueden contribuir a la
susceptibilidad al COVID-19 y sus afecciones cardiovasculares al alterar la vida
AGT-ACE2 (Hou et al., 2020), mientras que, algunas variantes de TMPRSS2
afectan su misma expresion en el tejido pulmonar, lo que podria explicar la
susceptibilidad mayor a infeccion en algunas poblaciones que portan estos alelos
(Hashemi et al., 2021). El polimorfismo de otros genes relacionados con la
inmunidad innata y el metabolismo se han propuesto también como: ACE1 y la
proteina transmembrana inducida por interferon 3 (IFITM3 del inglés Interferon-
Induced Transmembrane Protein 3) (Pecoraro, Cuccorese & Trenti, 2023; de Araujo
et al., 2022), componente 3 del complemento (C3), proteina reguladora
homeostatica del hierro humano (HFE del inglés Homeostatic Iron Regulator),
reguladorde la conductanciatransmembranade la fibrosis quistica (CFTR del inglés
Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator), IFNA, miembro 1A de la
superfamilia del receptor del TNF (TNFRSF1A del inglés Tumor Necrosis Factor
Receptor Superfamily Member 1A) (Delanghe, De Buyzere & Speeckaert, 2021;
Ishak et al., 2022), tolloid Like—1 (TLL1) (Agwaet al., 2021), entre otros.
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Entre los genes mas estudiados por su asociacion con el COVID-19 destacan los
qgue codifican los antigenos leucocitarios humanos (HLA por sus siglas en inglés
human leukocyte antigens). Los cuales han demostrado una fuerte asociacion tanto
con la susceptibilidad a infeccion, severidad e incluso proteccion contra el COVID-
19.

1.9 Antigenos leucocitarios humanos (HLA)

Como se menciond anteriormente, la activacion del sistema inmune adaptativo es
fundamental para la eliminacion del virus, protegiendo contra una progresion grave
de la enfermedad (Zhu, Sharma & Chang, 2023). La inmunidad adaptativa se basa
en el reconocimiento de antigenos extrafios por parte de los receptores de células
T (TCR del inglés T Cell Receptor), los cuales interactian con moléculas del MHC
(Hernandez, 2004). El MHC son un conjunto de genes altamente polimorficos que
cumplen un importante papel en la respuesta inmune, debido a que las moléculas
gue producen son expresadas en la superficie de las células para la presentacion
de antigenoa los linfocitos T, participando en la aceptacion o rechazo del trasplante
y la autoinmunidad (L6pez Martinez, Chavez Mufioz y Granados, 2005; Goldberg y
Rizzo, 2015). En humanos, al MHC se le denomina HLA y son ampliamente
estudiados por su relacion con diferentes enfermedades.

La gran diversidad de los alelos HLA se genera a través de distintos mecanismos
genéticos, entre los que destacan las mutaciones puntuales, la conversion génica
(tanto intralocus como interlocus) y la recombinacién homologa (Adamek et al.,
2015). Ademaés, debido a que los HLA pueden conferir proteccion contra
enfermedades infecciosas y son heredables, su polimorfismo esta sujeto a presion
selectiva. Y, dado que cada localidad enfrenta distintas enfermedades y/o
infecciones, se observa una marcada variacion geografica en la distribucion de
estos alelos (Barquera y Granados, 2013).

La nomenclatura de los alelos HLA ha ido cambiando con el paso de los afios.
Actualmente, el nombre de un alelo se forma por el prefijo "HLA", seguido por un

guién (-) y luego el nombre del locus A, B, C, DP, DQ o DR. Después se colocaun
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asterisco (*) como separador y cuatro campos numéricos delimitados por dos puntos
(). El primer campo describe el grupo del alelo, que corresponde con la
determinacion serolégica; y el segundo campo indica la proteina o alelo especifico

(Chang-Monteagudo etal., 2014) (Fig. 5)

Grupo
Locus de alelos

HLA-A*11:01

[

.o Determinado por
PrEfUO técnica molecular AIeI’o.
especifico

Figura 5. Nomenclatura de los alelos HLA. Creada por Diego-Daza, con base en Chang-

Monteagudo et al., 2014.

1.9.1 Ubicacién
Los HLA se ubican en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21.3), ocupando una

distanciacercana a 4,100 kilobases, conteniendo méas de 200 genes (Rodey, 2000).
Esta regién se divide en 3 partes: Cerca del centromero se encuentran losgenes de
clase Il conteniendo los locus de HLA-DRA, DRB, DQA, DQB, DPA, DPB, DNA,
DMA, DMB, DOB entre otros. En unaregién intermedia se encuentrala region de
clase lll, que contiene un grupo de genes que codifican varias moléculas que son
estructural y funcionalmente diferentes a los HLA de clase |y Il, pero que también
participan en larespuesta inmune como proteinas del complemento C4, C2y factor
B, asi como genes que codifican las proteinas del choque térmico y las citocinas
TNF y linfotoxina (LTA, LTB). Y, por ultimo, los genes que codifican las moléculas
de clase | como: HLA-A, B, C, entre otros, se encuentran en lazonatelomeérica (Fig.
6) (Rodey, 2000; L6pez Martinez, Chavez Mufioz y Granados, 2005).
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Figura 6. Organizacion gendmica de los HLA en el cromosoma 6 humano. Creado por Diego-

Daza, modificado de Abbas, Lichtman y Pillai, 2021.

1.9.2 Estructurade los HLAde clase Il
Las moléculas de HLA de clase Il son glicoproteinas heterodiméricas conformadas

por dos cadenas unidas no covalentemente: ay 3. A diferencia de los HLA de clase
I, ambas cadenas se encuentran codificadas en el complejo HLA (Rodey, 2000). La
cadena 3 de la regién HLA-DR es donde se centra el polimorfismo, por lo tanto, es
la mas estudiada. En la region extracelular de la molécula existen 4 dominios, los
cualesson:al, a2, 31, 2. Los dominiosal1 y B1 forman el surco de union al péptido
antigénicoy permite alojar péptidos de 30 aminoacidos o mas (Rodey, 2000; Lopez
Martinez, ChavezMufiozy Granados, 2005). Por otro lado, a2 y 2 forman la regién
similar a las inmunoglobulinas, que es invariante y la responsable de establecer
contacto con la molécula CD4 de las células T durante la unién con la APC (Fig. 7)
(L6pez Martinez, Chavez Mufioz y Granados, 2005).
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Péptido M del
SARS-CoV-2

Figura 7. Estructura tridimensional de los HLA de clase IlI: molécula de HLA-DR1
presentando el péptido de membrana (M) del SARS-CoV-2 (8CME Protein Data Bank). Los
dominios a1y B1 forman el surco de unién al péptido antigénico; el polimorfismo de los

HLA de clase Il se centra principalmente en el surco, lo que determina su interaccidon con el

péptido y por ende su presentacion alos linfocitos T.

1.9.3 Funcidn
Los HLA desempefian unafuncion crucial al presentar antigenos peptidicos a las

células T para su activacion (Johansson, Partanen y Saavalainen, 2022). Las
moléculas de clase | estan presentes en todas las células nucleadasy tienen la
capacidad de presentar antigenosendogenosa las células T CD8+ (citotoxicas). En
contraparte, los HLA de clase Il se encuentran principalmente en las APC
(macrofagos, ceélulas dendriticas y linfocitos B) y presentan antigenos

intravesiculares o exdégenos a las células T CD4+ (cooperadoras). Los linfocitos T
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CD4+ tienen diversas funciones, como activar a los macrofagos para la eliminacion
de patogenos fagocitados, asi como activar a los linfocitos B para la produccién de
anticuerpos (Vega Robledo, 2009; Abbas, Lichtman y Pillai, 2021).

Para que un péptido pueda ser presentado por los HLA, primero deben de tenerun
procesamiento previo. En las moléculas de clase Il, las proteinas primero deben de
ser endocitadas por las APC, posteriormente se procesan en endosomas o
lisosomas, y se degradan por accion enzimatica hasta obtener pequefios péptidos.
La moléculade HLA de clase Il que es sintetizada en el reticulo endoplasmico (RE)
junto con una proteina asociada llamada cadena invariante en el sitio de unién al
péptido, es transportada al endosoma que contiene los péptidos. Posteriormente,
dentro de la vesicula, la catepsina S elimina la cadena invariante, dejando en su
lugarun residuo llamado CLIP, el cual es retirado por HLA-DM. Unavez el surco de
union al péptido se encuentra libre, se puede ensamblar el complejo HLA clase II-
péptido antigénico. Finalmente, la vesicula con la molécula de HLA es transportada
a la membrana celular para su funcion (Abbas, Lichtman y Pillai, 2021).

Cuando las moléculas de HLA con su péptido asociado son colocadas en la
superficie celular, estan preparadas para presentar el antigeno a los TCR de los
linfocitos T para su activacion (Fig. 8) (Lopez Martinez, Chavez Muiiozy Granados
en 2005).
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Figura 8. Via del procesamiento de antigeno de los HLA de clase Il. Una vez que las

proteinas son endocitadas, se capturan en compartimientos vesiculares

(lisosomas/endosomas) donde son degradadas por enzimas. Los HLA de clase Il son
sintetizados en el reticulo endoplasmatico junto con una proteina asociada Ilamada cadena
invariante. Posteriormente, la molécula es transportada alos endosomas que contienen los
péptidos. Una vez en la vesicula, la cadena invariante se eliminapor accion de la catepsina

S, dejando un residuo denominado CLIP que después es retirado por HLA-DM. Una vez
gueda el surco disponible, se puede unir el péptido antigénico. Por dltimo, el complejo HLA
clase lI-péptido antigénico es transportado ala membrana celular. Creado con Biorender por

Diego-Daza, modificado de Abbas, Lichtman y Pillai, 2021.

1.10 HLAy COVID-19

Los genes del sistema HLA son los mas polimérficos del genoma humano (Trujillo
et al., 2017). De acuerdo con el Instituto Europeo de Bioinformatica del EMBL en
2025, se reconocen 28,062 alelos diferentes de HLA clase 1y 12,375 alelos de HLA
clase Il. Debido a su inmenso polimorfismo y su importante funcion en la activacion
del sistema inmune adaptativo, se conoce que los diferentes alelos de HLA influyen
en la susceptibilidad, la resistencia y la progresion de diferentes enfermedades,

como el cancer, el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), el papiloma,
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narcolepsia entre muchas otras (Bodmer, 1996; Flores et al., 2003), asi como en el
COVID-19.

Esto se debe a que el polimorfismo de los HLA se concentra en los exones que
codifican el surco de unién del péptidoy la region de interaccién con los receptores
de células T. Por lo tanto, el polimorfismo afecta la geometria, distribucién de carga
e hidrofobicidad del surco, lo que determina la interaccién con los péptidos
individuales y la presentacion de antigeno que activan a las células T. En pocas
palabras, algunos alelos HLA podrian tener una mejor capacidad de presentar
péptidos del SARS-CoV-2, logrando activar de manera adecuada a los linfocitos T.
De forma contraria, otros alelos podrian tener dificultad en la unién con los péptidos,
en consecuencia, la activacion de los linfocitos T seria suboptima, lo que favorece
una progresion grave de la enfermedad (Augusto y Hollenbach, 2022).

De esta forma, debido a la gran importancia sanitaria del COVID-19 y su asociacion
con los polimorfismos de HLA dependientes a la zona geogréafica, en los ultimos
afios se han realizado multiples estudios en diferentes poblaciones del mundo,
investigando la asociacion entre los alelos tanto de HLA clase | como de clase Il y
la manifestacién clinica del COVID-19. Estos estudios se han realizado en Japoén,
hallandounarelacion con unaprogresion severacon la presenciade los alelos HLA-
A*11:01, -B*51:01 y -DRB1*09:01 (Anzurez et al., 2021), en ltalia con los alelos
HLA-DRB1*15:01, -DQB1 *06:02, B*27:07, -C*04:01 y -DRB1*08:01 (Novellietal.,
2020; Littera et al., 2020), HLA-DRB1*04, -B*38, -A*68, -A*24 y -DRB1*01 en Iran
(Farahani et al., 2021; Ebrahimi et al., 2021) y en Espafa con los alelos HLA-
A*11:01 y -C*04:01, mientras que -B*14:02 y -C*08:02 con un menor riesgo de
infeccion (Castro-Santos et al., 2023). Por otro lado, también se ha encontrado
asociacion a infeccion, como los alelos HLA-C*07:29, -C*08:01G, -B*15:27, -
B*40:06, -DRB1*04:06 y -DPB1*36:01 en China (Wang etal., 2020), HLA-DQB1*06
y -DRB1*13:02 en Reino Unido (Poulton et al., 2020; Astbury et al., 2022), HLA-
DRB1*11y-DRB1*12 en Burkina Faso (Ouedraogo et al., 2023), y -DRB1*08:02 en
un grupo hispanoy -A*30:02 en afroamericanos de Estados Unidos (Schindler et
al., 2021). Asi como, mayor mortalidad con la presenciade los alelos HLA-A*11, -

C*01y -DQB1*04 en Espafia (Lorente et al., 2021). De la misma manera, se han
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asociado alelos con la supervivencia,como HLA-B*15 en Egipto (Abdelhafiz et al.,
2022) y HLA-B*14:02 y -C*08:02 con un menor riesgo de infeccion en Espafa
(Castro-Santos et al., 2023). En Chiapas, México, se reconocio a HLA-A*68 como
un alelo ancestral protector y a HLA-DRB1*03 como uno potencial a conferr
proteccion (Hernandez-Dofio et al., 2022). Por otro lado, el alelo HLA-DRB1*01 ha
mostrado una posible correlacién con un mayor riesgo de COVID-19 fatal, segun
andlisis bioinformaticos (Romero-Lépez et al., 2021). Ademas, en un grupo hispano
de Estados Unidos, el alelo HLA-DRB1*08:02 se asoci6é con mayor riesgo de
infeccion (Schindler et al., 2021). Estas asociaciones destacan la importancia del
polimorfismodel locusHLA-DRB1 en |la poblacion mexicanapara comprender mejor
el impacto de las variaciones genéticas en la susceptibilidad y respuesta al COVID-
19. Sin embargo, a pesar de la gran diversidad genética de México, reflejada por su
amplia historia de intercambio genético (Barquera y Granados, 2013), y la gran
heterogeneidad en la manifestacion clinica del COVID-19 en el pais, existe una
notable escasez de investigaciones sobre la asociacion de los alelos HLA con la

enfermedad.

2. Justificacion

Lareciente pandemiaocasionadaporel SARS-CoV-2dejo numerososdafniosa nivel
social, econémico y de salud alrededor de todo el mundo, donde México estuvo
dentro de los principales paises mas afectados con un namero elevado de casos,
hospitalizados y muertes. La manifestacién clinica de la infeccién por SARS-CoV-2
en el pais fue muy variable entre individuos y si bien factores como la edad, sexo y
comorbilidades han sido clave para identificar grupos de riesgo, no son suficientes
para explicar todos los casos, como aquellos en los que personas jévenes y
aparentemente sanas desarrollaron formas graves de la enfermedad, o adultos
mayores con multiples comorbilidades que presentaron cuadros leves o incluso
asintomaticos. En este contexto, en un pais con una composicion genética tan
diversa como lo es México, el trasfondo genético toma relevancia, como los alelos
de HLA-DRB1 portados por el huésped que podrian explicar la susceptibilidad

individual a desarrollar sintomas de COVID-19 y cuya asociacion ya ha sido
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reportada en poblacién hispana. La identificacion de marcadores genéticos de
susceptibilidad a infeccion sintomatica del SARS-CoV-2 contribuird a la
identificacion de grupos prioritarios y resaltara la importancia del papel de los genes
como los HLA en esta y futuras pandemias. De esta forma, el presente trabajo
permitird contribuir al entendimiento de los factores genéticos asociados a la
manifestacion clinica del COVID-19, ofreciendo asi nuevas perspectivas de la
inmunogenéticay la variabilidad genética en enfermedades virales infecciosas en

México.

3. Preguntadeinvestigacion

¢ Existe unaasociacion entre el polimorfismo del locus HLA-DRB1 y la proteccién
ylo susceptibilidad a la infeccion sintoméatica por SARS-CoV-2 en individuos de la

zona metropolitana del Valle de México (ZMVM)?

4. Objetivos

General

-Analizarla asociacién entre el polimorfismodel locusHLA-DRB1Yy la proteccion y/o
susceptibilidad a la infeccidn sintomatica por SARS-CoV-2 en pacientes residentes
de la ZMVM.

Particulares

-Tipificar los alelosdel locusHLA-DRB1 en pacientes con antecedentes de infeccion
sintomatica por SARS-CoV-2 y en individuos sin antecedentes de infeccion y/o

sintomas, residentes de la ZMVM.

- Evaluarla asociacion entre los alelos de HLA-DRB1 identificadosy la presencia de

infeccién sintomatica por SARS-CoV-2 mediante analisis estadisticos.
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-ldentificary describir los alelos de HLA-DRB1 con mayor frecuenciaen lapoblacion
residente de laZMVM.

5. Hipotesis

La proteccién y/o susceptibilidad a la infeccion sintomatica por SARS-CoV-2
depende, entre otros factores, del polimorfismo de las moléculas de HLA-DRBL1 en

las poblaciones de la ZMVM.

6. Materialesy métodos

6.1 Descripcion del area de estudio

La ZMVM es un centro de decisiones politicas y econdémicas que concentra un gran
porcentaje de la poblacion de México. Se ubica dentro del valle de México, el cual
se ubica sobre los 19°20’ de Latitud Norte y 99°05’ de Longitud Oeste, formando
parte de unacuenca que tiene una elevacién promedio de 2,240 msnm? (Gobierno
del Distrito Federal, 2002; Consejo Nacional de Poblacién, 2024). La ZMVM esta
conformada 16 alcaldias de la Ciudad de México, 45 municipios del estado de
México y dos de Hidalgo. Tiene una extension territorial de 7,854 km2y 21,804,515
pobladores. Debido a las altas tasas de inmigracién entre los afios 1970-1980, la
ZMVM estd ampliamente poblada por inmigrantes de diferentes zonas rurales de
México, reflejandose su amplia heterogeneidad genética. Por otro lado, también ha
sido lugar de migraciéon de migrantes extranjeros, proviniendo principalmente de
Estados Unidos, Venezuelay Colombia en los ultimos afios (Espejel-Mena, 2019;

secretaria de Economia, s.f).
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Figura 9. Mapa de la Zona Metropolitana del Valle de México. Elaboracion de Alan Immit
Lopez Meza con base en CONAPO, SEDESOL E INEGI, 2012. Tomada de Salinas-Arreortua,
2017.

6.2 Consideraciones éticas

El protocolo fue aprobado por los Comités de Investigacion y Etica de la
Investigacion, Facultad de Medicina, UNAM (FM/DI/059/2023). Antes de la toma de
muestra, a cada individuo se le proporcioné un consentimiento informado con el

objetivo de hacerle saber procedimientos, riesgos y objetivos de la investigacion.

6.3 Poblacion de estudio

El estudio se desarroll6 en el laboratorio de Inmunologia de la Unidad de
Investigacion en Medicina Experimental “Dr. Ruy Pérez Tamayo” de la Facultad de
Medicina, UNAM, ubicado en el Hospital General de México Dr. Eduardo Liceaga
SSA, CDMX.
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Entre los meses de agosto del 2023 y septiembre del 2024, se inscribieron pacientes
adultos residentes de la ZMVM (Ciudad de México y area conurbada),
genéticamente no relacionados entre si, que cumplieron con los siguientes criterios:
1) diagnéstico clinico positivo para SARS-CoV-2 por RT-PCR, 2) seropositivos por
SARS-CoV-2, 3) sintomas debido a COVID-19, 4) sin sintomas relacionados a otras
enfermedades respiratorias, y 5) sin enfermedades autoinmunes. Este grupo fue

clasificado como pacientes.

Por otro lado, se conformé un grupo control con individuos aparentemente sanos
qgue cumplieron con las mismas caracteristicas demograficas, ademas de los
siguientes criterios: 1) sin antecedentes de infeccién y/o sintomas durante la
pandemia por COVID-19, 2) seronegativos a SARS-CoV-2 (titulos menores de
0.520 DO, ELISA), 3) sin sintomas de COVID-19 al momento de latoma de muestra,
y 4) sin enfermedades autoinmunes.

El dia de recoleccidon de muestra, todos los participantes fueron entrevistados para
conocer los datos clinicos relevantes de la investigacibn como: sexo, edad, peso,

talla, comorbilidadesy su historial con el COVID-19.

6.4 Obtencién de muestra

Se recolectaron 5 mL de sangre periférica de cada individuo en tubos Vacutainer®
con EDTA como anticoagulante. Las muestras se mantuvieron en refrigeracion a

4°C hasta su uso.

6.5 Extracciéon de DNA por salting out modificada (Miller, Dykes & Polesky,
1988)

Las muestras de sangre se centrifugaron a 3,500 rpm durante 7 minutos para
separar el plasma, el paguete de leucocitosy los eritrocitos. El anillo de leucocitos
(1,000 pL) se transfirid a un tubo de 2 mL. Posteriormente, a cada tubo se le
agregaron 800 pL de Bufferdelisis 1 (0.3 M de sacarosa, 10 mM de Tris-HCI, 5 mM
de MgCI2, 1% Triton X-100, y agua destilada). La mezcla se homogeneizdy se
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centrifugé a 12,000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se retir6 con
micropipeta. Las muestras se lavaron hasta 3 veces hasta eliminar todos los
eritrocitos.

Posteriormente, se retiré el Bufferde lisis 1 y se afiadieron 400 uL de Bufferde lisis
2 (0.075 M de NaCl, 0.024 M de Na-EDTA, ajustado a pH 8 con NaOH 4 M). El
sedimento se resuspendid utilizando un vortex. A continuacion, se afiadieron 10 pL
de SDS al 20% y 110 yL de perclorato de sodio 5 M para separar el DNA de las
proteinas, mezclando durante 10 minutos en un agitador. Después, se colocaron
200 pL de cloruro de sodio 5 My se agité con vortex

Después de centrifugarla mezcla a 12,000 rpm durante 5 minutos, el sobrenadante
se recolectd y se coloco en tubo nuevo. Utilizando el mismo volumen de isopropanol
a -20°C, el DNA se precipitd y se centrifugé a 12,000 rpm durante 5 minutos. El
isopropanol se eliminé mediante decantacion. El DNA obtenido se lavo tres veces
con 700 uL de etanol al 70% a -20°C, y se centrifugda 12,000 rpm durante 1 minuto
para cada lavado.

Finalmente, el etanol se decantd y el DNA se sec6 a temperatura ambiente hasta

eliminartodo el etanol. EI DNA seco se disolvié en 100 yL de agua bidestilada.

6.6 Cuantificacion y pureza de DNA por espectrofotometria

La concentracion del DNA obtenido se calculé midiendo la absorbancia a 260 nm
utilizando un espectrofotometro NanoDrop 2000™. Posteriormente se realizaron
mediciones a 280 y 230 nm, y se estimd la pureza mediante las relaciones
A260/A280 y A260/A230.

6.7 Electroforesis

La integridad del DNA se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%,
tefiido con GelRed y visualizado con luz UV en un transiluminador MacroVue UV-
20™,
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6.8 Tipificacion de HLA-DRB1 por secuenciacion NGS

La tipificacion de HLA-DRB1 se llevo a cabo a través de la empresa CD Genomics
(SUITE 111, 17 Ramsey Road, Shirley, NY 11967, USA), utilizando secuenciacion
de proxima generacion (NGS, por sus siglas en inglés next generation sequencing)
segun los protocolos estandar de la empresa. La secuenciacion se realizo en la
plataforma SMRT (Single Molecule Real-Time) de PacBioy los datos obtenidos se
analizaron mediante analisis bioinformaticos para identificar las variables alélicas.
Las tecnologias de secuenciacion NGS han permitido secuenciar DNA y RNA de
forma mas precisa, rapida y econdmica en comparacion con métodos antiguos
como la secuenciacion de Sanger. No obstante, también ha tenido varias
limitaciones como las longitudes de lectura cortas, especialmente inadecuado para
genes tan polimorficos como los que codifican a los HLA. De tal manera, debido a
que la secuenciacion SMRT puede secuenciar en tiempo real y no requiere una
pausaentre los pasos de lectura, hasido unaalternativaque supera las limitaciones
inherentes a este tipo de secuenciacién (Rhoads, & Au, 2015).

De acuerdo a PacBio en 2020, el fundamentode latécnica de secuenciacion SMRT
consiste en los siguientes pasos:

Primero, se prepara unaSMRTbell,unabibliotecaen la que alas moléculasde DNA
previamente fragmentadas se les coloca adaptadores de horquillaa los extremos
donde se adhieren los primers de secuenciaciéon, formando una plantilla circular

para que pueda trabajar la DNA polimerasa (Fig. 10).
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Fragmento de DNA Adaptador de horquilla ligado

Figura 10. Plantilla SMRTbell. Tomada de PacBio, 2020.

A la unidad de secuenciacion se le denomina SMRTcell, unacelda que contiene 8
millones de pocillos diminutos llamados guias de onda de modo cero (ZMW del
inglés Zero-Mode Waveguide). Cada SMRTbell se inmoviliza en un ZMW, para

después colocar la polimerasa en cualquiera de los adaptadores de horquillay
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comenzar con la replicacion. Al ZMW se le agregan nucleotidos marcados con
fluorescencia que emiten diferentes longitudes de onda para identificarlos. De tal
manera, a medida que la polimerasa incorpora un nucleétido, se emite una longitud
de onda que es detectada en tiempo real. Cada incorporacion se registra en un
formato que luego se puede analizar utilizando herramientas en el instru mento, asi
como software adicional. Este proceso permite secuenciar la misma molécula de
DNA varias veces, lo que genera lecturas largas de alta precision, o lecturas HiFi

gue posteriormente son analizadas.

6.9 Andlisis estadistico

Las frecuencias alélicas de los pacientesy el grupo control se obtuvieron mediante
conteo directo. Tanto las asociaciones estadisticas de las frecuencias alélicas del
locus HLA-DRB1,y las comorbilidades presentes con la manifestacion clinica de la
enfermedad se analizaron mediante chi-cuadradoy con prueba exacta de Fisher.
Los valores de p inferiores a 0.05 se consideraron estadisticamente significativosy
se corrigieron por el método de Bonferroni. Para la estimacién de riesgo se
calcularon los odds ratios y los intervalos de confianza al 95% (IC del 95%). Se
utilizo el software Epi-info (versién 6, Center of Disease Control and Prevention,
Atlanta, GA, USA) para las estimaciones. Cuando las asociaciones entre los alelos
HLA y la infeccién sintomética por SARS-CoV-2 resultaron estadisticamente
significativas mediante chi-cuadrado, se procedio a realizar un analisis de regresion
logistica multivariada con el fin de ajustar por posibles factores de confusion. Este
analisis se llevo a cabo utilizando el software Jamovi, version 2.4.8 (The jamovi
project, 2024).
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7. Resultados

7.1 Caracteristicas demograficas de controles y pacientes

Desde agosto de 2023 hasta septiembre de 2024, se reclutaron un total de 150
individuos provenientes de distintas alcaldias y municipios de la ZMVM: en total, se
vieron representadas 14 de las 16 alcaldias de la CDMX, en contraste con 22 de 45

municipios del Estado de México (Fig. 11).
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Figura 11. Mapa de los municipios y alcaldias de la ZMVM de origen de los participantes del
estudio. Los participantes provinieron de 14 de 16 alcaldias de la CDMX y 22 de 45
municipios del Estado de México pertenecientes a esta zona metropolitana. Mapa con base
en INEGI 2012. Realizado por Diego-Daza en QGIS 3.40.7.

Del total de participantes, 90 fueron pacientes que reportaron sintomas durante su
infeccion por SARS-CoV-2, con una edad media de 33.6 afios. El grupo control

estuvo conformado por 60 individuos sin antecedentes de sintomas y/o infeccion,
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con una edad media de 29.15 afios. Los datos demogréaficos se presentan en la
tabla 2.

Tabla 2. Datos demograficos de pacientes y controles

Género (%) Edad
Total
Masculino Femenino Media Menor Mayor
Pacientes 90 43.4 56.6 33.6 18 86

No se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos en cuanto a edad,
indice de masa corporal (IMC) y sexo, segun las pruebas de chi cuadradoy U de
Mann-Whitney (p=0-05). Asimismo, la edad avanzada no mostré6 una asociacion
estadisticamente significativa.

En cuantoa las comorbilidades, las mas frecuentesfueron obesidad (13 en el grupo
de pacientes vs. 5 en el grupo control), tabaquismo (11 vs. 7), diabetes (4
pacientes), enfermedades digestivas cronicas (4 pacientes vs. 4 controles) e
hipertension (4 pacientes vs. 1 control), en general con mayor prevalencia en el
grupo de pacientes. Sin embargo, ninguna de estas diferencias fue

estadisticamente significativa segun la prueba de chi cuadrado. Los datos
correspondientes a las principales comorbilidades se presentan en la tabla 3

32



Tabla 3. Caracteristicas clinicas de pacientes y controles

Pacientes Controles

Edad avanzada (>60 afios) n (%) 7(7.77%) 3 (5%)

1(1.1%) 1(1.16%)

Higado graso 0 (0%) 1(1.16%)

7.2 Extraccién del material genético

Después a la obtencion de las muestras sanguineas de cada individuo, se extrajo

el DNA a través de la técnica de salting out modificada. El rendimiento fue 6ptimo,
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con unaconcentracion de DNA promedio de 411.14 pg/ul. Por otro lado, la relacion
entre las absorbancias 260/280 y 260/230 fue de 1.85y 2.16 respectivamente.

7.3 Integridad de DNA

La integridad de las 150 muestras de DNA extraidas de los individuos se evaluo

mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. En el gel se observo un barrido
de DNA que culmina en una barra integra en la mayoria de los casos (Fig. 12).

En general, se obtuvo un material genético con unapureza e integridad optimas,
adecuado para su secuenciacion y tipificacion de HLA-DRB1.
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Fig. 12. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de las muestras de pacientes y controles.

Se observa una integridad 6ptima en la mayoria de los casos.

7.4 Frecuencias alélicas

Se tipificé el locus HLA-DRB1 de pacientes y controles pertenecientes a la zona
metropolitana del Valle de México. Se detectaron un total de 38 alelos diferentes en
unamuestra de 150 individuos, de los cuales 27 presentaron frecuencias muy bajas.
De estos, los alelos mas frecuentes fueron HLA-DRB1*08:02 (f.a 0.18), HLA-
DRB1*04:07 (f.a 0.1) y HLA-DRB1*14:06 (f.a 0.08) (Tabla 4). Estos hallazgos son
consistentes con lo reportado por diversos autores, quienes han documentado que
dichos alelos son altamente prevalentes en la poblacion mexicana y estan
asociados con ascendencia amerindia del centro del centro del pais, lo cual es
congruente con el origen étnico de la poblacién de estudio (Arnaiz-Villena et al.,
2000; Barquera et al., 2008; Zuiigaetal., 2013; Suarez-Trujillo et al., 2023).
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Dado que multiples alelos presentaron frecuencias muy bajas, pero pueden
agruparse segun el primer campo de la nomenclatura HLA (por ejemplo, HLA-
DRB1*14), se realiz6 el andlisis en dos niveles: primero por grupo de alelos, con el
fin de identificar asociaciones generales y aumentar la frecuencia combinada
(mejorando asi el poder estadistico) (Tabla 4), y posteriormente por alelos
especificos, para determinar si algunavariante particular se encontraba asociada

con la enfermedad (Tabla 5).

Tabla 4. Grupos de alelos HLA y su asociacion a infeccién sintomatica por SARS-CoV-2 en la poblacién de la
zona metropolitana del Valle de México

Pacientes Controles
N=90 N=60
HLA-DRB1* n f.a n f.a p OR (IC95%) p ajustada
14 16 0.08 25 0.20 0.003 0.37 (0.18-0.72) 0.03

04 45 0.25 30 0.25 0.1 1(0.58-1.70) 1

15 11 0.061 7 0.058 1 1.05 (0.39-2.79) 10

11 11 0.061 5 0.041 0.6 1.49 (0.50-4.42) 6

N= NUmero de muestras, n: NiUmero de alelos, f.a: Frecuencia alélica. OR: Odds ratio, IC: Intervalo de confianza.
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Tabla 5. Alelos HLA y su asociacion a infeccién sintomatica por SARS-CoV-2 en la poblacién de lazona
metropolitana del Valle de México

Pacientes Controles
N=90 N=60
HLA-DRB1* n f.a n f.a p OR (IC95%) p ajustada
08:02 26 0.144 30 0.25 0.0215 0.5 (0.28-0.91) 0.2365

14:06 . 0055 . 0116 ﬂ 044(019103) | 0605

14:02 5 0.027 9 0.075 0.09 0.35 (0.11-1.07) 0.99
04:11 6 0.033 6 0.05 0.47 0.65 (0.20-2.08) 5.17

11:01 6 0.033 3 0.025 0.67 1.34 (0.32-5.48) 7.37

N= NUmero de muestras, n: Nimero de alelos, f.a: Frecuencia alélica. OR: Odds ratio, IC: Intervalo de confianza.

El andlisis mediante chi-cuadrado entre pacientes y controles mostrd diferencias
estadisticamente significativas en las frecuencias alélicas del alelo HLA-
DRB1*08:02 (OR = 0.5; 1C95%: 0.28-0.91; p= 0.0215) y el grupo de alelos HLA-
DRB1*14 (OR = 0.37; IC95%: 0.18-0.72; p= 0.003). Ambos incrementaron su
frecuenciaen individuos sin antecedentes ni sintomas de COVID-19 (25%y 20% en

controles, frente a 14% y 8% en pacientes, respectivamente), lo que sugiere un
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posible efecto protector frente a la enfermedad. Sin embargo, tras aplicar la
correccion de Bonferroni, solo el grupo de alelos HLA-DRB1*14 mantuvo la
significancia (pC=0.003), mientras que HLA-DRB1*08:02 la perdi6 (pC= 0.23). No
obstante, este ultimo mostré unatendencia hacia la proteccion que podria alcanzar

significancia con un mayor tamafo de muestra.

Posteriormente, se realiz6 unaregresion logistica multivariada ajustada por edad,
sexo, IMC y presencia de comorbilidades, en la que HLA-DRB1*14 mostr6 una
asociacion estadisticamente significativa con un menor riesgo de infeccion
sintomatica por SARS-CoV-2 (OR = 0.35; IC95%: 0.16-0.76; p = 0.008). Esto nos
sugiere que los portadores de este alelo tienen aproximadamente 3 veces menos
probabilidades de desarrollar sintomas tras la infeccién por SARS-CoV-2, en

comparacién con los no portadores.

En conjunto, estos resultados indican que HLA-DRB1*14 podria tener un papel
protector frente a la infeccion sintomatica por SARS-CoV-2 en individuos de la zona
metropolitana del Valle de Meéxico. Asimismo, HLA-DRB1*08:02 mostr6 una
tendencia hacia la proteccion contra la enfermedad, aunque dicha asociacién no
alcanz¢ significancia estadistica.

8. Discusion

En este trabajo, si bien la edad avanzada y las comorbilidades fueron mas
frecuentes en el grupo de pacientes que en el de controles, ninguna de estas
variables mostr6 unaasociacion estadisticamente significativa con la infeccion por
SARS-CoV-2. Este hallazgo es consistente con lo reportado por Hernandez-Dofio y
colaboradores (2022), quienes, en su estudio sobre alelos HLA y COVID-19 en
poblacién de Tapachula, Chiapas, México, tampoco encontraron asociaciones
significativas con comorbilidades, con excepcion de la disnea. No obstante, otros
estudios han reportado asociaciones positivas entre COVID-19 y diversos factores
clinicoscomo edad avanzada, diabetes, hipertension,enfermedad coronaria, EPOC

y enfermedades autoinmunes (Akcay et al., 2023; Basir et al., 2022; Littera et al.,
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2020). En particular, es bien conocido que estos factores incrementan el riesgo de
presentar formas graves de COVID-19 o incluso mortalidad (Zhang et al., 2023b;
Shilagui et al., 2023), siendo la edad avanzada uno de los principales factores de
riesgo debido al deterioro y la desregulacion del sistema inmunitario (Chen et al.,
2021). En este contexto, nuestros resultados podrian explicarse por las
caracteristicas demogréaficas de la cohorte analizada, compuesta en su mayoria por
individuos jovenes con unamedia de edad cercana a los 30 afios, y con una baja
representacion de personas mayores (solo 7 individuos de edad avanzada entre los
pacientes y 3 entre los controles), asi como por una baja frecuencia de

comorbilidades, probablemente atribuible a esa misma razon.

En cuanto a las asociaciones del locus HLA-DRB1 con la enfermedad, en el
presente estudio encontramos que el grupo de alelos HLA-DRB1*14 parece tener
un efecto protector frente a lainfeccion sintomatica por SARS-CoV-2. Este hallazgo
concuerda parcialmente con lo reportado por Basir et al. (2022) en una poblacion
irani, donde se observo unatendenciasimilarhaciaun efecto protector, aunque esta
asociacion no conservo significancia estadistica tras la correccion por pruebas
multiples. Por otro lado, nuestros resultados contrastan con lo encontrado por
Mashayekhi et al. (2023), en un estudio de casos y controles también realizado en
poblacién irani, en el cual HLA-DRB1*14 se asoci6 con formas mas graves de
COVID-19. De forma similar, Akcay et al. (2023) reportaron una asociacion entre
este alelo y una mayor susceptibilidad a la infeccién en pacientes turcos con
trasplante renal, un grupo caracterizado por inmunosupresion cronica. Estas
discrepancias pueden atribuirse tanto al contexto clinico (debido a que las
condiciones inmunoldgicas de personas inmunocomprometidas difieren de las de la
poblacién general) como a la variabilidad genética entre poblaciones. Finalmente,
Letovsky et al. (2025) encontraron que HLA-DRB1*14:06, frecuente en poblacion
hispana, se asocia con mayor probabilidad de positividad en pruebas PCR para
SARS-CoV-2. No obstante, cabe destacar que dicho estudio evalu6 Unicamente la
positividad diagndstica, sin considerar la manifestacion de la enfermedad, mientras
gue el presente trabajo se centrd en la presencia de sintomas. Por lo tanto, ambos

resultados no son necesariamente contradictorios.
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Por otro lado, se encontré que el alelo HLA-DRB1*08:02 fue mas frecuente en
individuos sin antecedentes ni sintomas de COVID-19, que en aquellos que
presentaron sintomas, sugiriendo unatendencia hacia un efecto protector frente a
la infeccion sintomatica. Curiosamente, el serotipo HLA-DRB1*08 ha mostrado
asociaciones contradictorias en otros estudios; por ejemplo, ha sido vinculado con
una mayor susceptibilidad a infectarse por SARS-CoV-2 en poblacion saudi (Naemi
et al., 2021) y con mayor probabilidad de desarrollar la enfermedad en poblacion
italiana (Amoroso et al., 2021). En concordancia con estos hallazgos, Littera et al.
(2020) reportaron que el alelo especifico HLA-DRB1*08:01 se encontd
exclusivamente en pacientes hospitalizadoscon COVID-19, lo que sugiere un papel
de susceptibilidad en el curso de la enfermedad. Sin embargo, en otro estudio
realizado por Tymoniuk et al. (2024), el mismo alelo mostré6 mayor frecuencia en
personas con COVID-19 leve, indicando un efecto protector frente a formas graves.
Ademas, otro alelodel mismo grupo, HLA-DRB1*08:03, se asocié con menor riesgo

de positividad para SARS-CoV-2 en poblacion con ascendenciaasiaticae islefiadel
Pacifico (Letovsky et al., 2025).

Mas especificamente, y en oposicion a lo encontrado en este trabajo, Schindlery
colaboradores reportaron un aumento en la frecuencia del alelo HLA-DRB1*08:02
en un pequefo grupo de pacientes hispanos con COVID-19 de Estados Unidos.
Esta diferencia podria explicarse principalmente por el reducido tamafio de muestra,
ya que cohortes pequefias tienden a generar resultados con mayor riesgo de falsos
datos significativos (Gutiérrez-Bautista et al., 2022). Por su parte, Letovsky et al.
(2025) también observaron una asociacion entre este mismo alelo y una mayor
positividad en la prueba PCR para SARS-CoV-2.

En conjunto, estos resultados sugieren que los alelos de la familia HLA-DRB1*08
pueden diferir en posiciones clave de los residuos de union a los péptidos
antigénicos, modulando su funcion en la presentacion de antigeno, la activacion de
los linfocitos T y con ello, el riesgo de la infeccion o gravedad de la enfermedad

(Letovsky et al., 2025). No obstante, para poner a prueba esta hipétesis, se
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necesitan experimentos funcionales de unién péptido-HLA y activacion de linfocitos
T.

Es importante destacar las multiples discrepancias en los estudios de asociacion
entre HLA y COVID-19. Estas pueden atribuirse a multiples factores, como el
contexto genético de las poblaciones estudiadas, tamafos de muestra limitados que
reducen el poder estadistico, y diferencias en la definicion de los fenotipos de la
enfermedad (Augusto & Hollenbach, 2022). Ademas, el momento en que se
realizaron muchos de estos estudios (durante una emergencia sanitaria activa)
limitd el acceso a pacientes y controles con caracteristicas clinicas similares, e

introdujo variables dificiles de controlar, como el estado de vacunacion o la
circulacion de distintas variantes del virus.

En nuestro caso, si bien se logré una caracterizacion robusta de los pacientes y
controles, el tamafio muestral (150 individuos) sigue siendo limitado para analizar
con precision asociaciones con alelos poco frecuentes (como los pertenecientes al
grupo HLA-DRB*14). Ademas, este estudio noincluy6 otros loci HLA de clase 1y Il,
por lo que no se descarta que HLA-DRB1*08:02 esté en desequilibrio de ligamiento
con alelos de otros loci que realmente expliquen el efecto observado. En este
sentido, el posible efecto protector podria provenir no de un solo alelo, sino de un

haplotipo especifico que actle en conjunto.

A pesar de que en este trabajo se identifico a HLA-DRB1*14 como un posible factor
protector contra la infeccion sintomatica por SARS-CoV-2,y de que este grupo de
alelos se encuentran ampliamente distribuidos en la poblacion mexicana, estos
hallazgos no concuerdan con el desenlace general de la pandemiaen el pais, que
fue uno de los mas afectados a nivel global. Esta aparente contradiccion puede
explicarse por la alta prevalencia de otros factores de riesgo en la poblacion
mexicana. En particular, México presenta una de las tasas mas altas de sobrepeso
a nivel mundial (Inventario Nacional de Conocimientos Cientificosy Tecnoldgicos
del México (INCyTU), 2016), condicién que se asocia con diferentes condiciones
como diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares, trastornos musculo-

esqueléticos y diversos tipos de cancer (Instituto de Seguridad y Servicios Sociales
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de los Trabajadores del Estado (ISSSTE), 2016). Ademas, segun la Encuesta
Global de Tabaquismo en Adultos (GATS, 2023), existen mas de 14 millones de
personas fumadoras en el pais, lo que representa aproximadamente el 11% de la
poblacion adulta. El tabaquismo, ademas de ser un factor de riesgo por si mismo,
se relaciona con enfermedades crénicas como el cancery el EPOC, que agravan el
curso de la infeccién por SARS-CoV-2 (National Institute on Drug Abuse (NIDA),
2022). En nuestro estudio, si bien no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos analizados, condiciones como la diabetes, la
obesidady el tabaquismo fueron las mas frecuentes en ambos grupos, reflejando la

influencia de estas comorbilidades en la poblacién evaluada.

Finalmente, nuestros resultados se suman a lo previamente reportado en México,
donde Hernandez-Dofio etal. (2022) identificaron al alelo HLA-A*68 como un factor
ancestral protector frente alainfeccion por SARS-CoV-2,asi como a los alelos HLA-
DRB1*03y-DQB1*02 como potencialesen la poblacién de Tapachula,Chiapas.De
manera complementaria, un estudio in silico realizado por Romero-Lépez et al.
(2021) sugirio que HLA-DRB1*01 podria estar asociado con un mayor riesgo de
COVID-19 fatal. Lo que respalda la hipétesis de la asociacion de los alelos HLA con
el COVID-19 y resalta la necesidad de realizar mas estudios en otros estados de

México, que abarquen la gran diversidad genética del pais.
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9. Conclusiéon

Los hallazgos obtenidos en este estudio respaldan la idea de que el trasfondo
genéticoinfluye en eldesarrollo del COVID-19 en México. Por tal razon, es de suma
importancia tomar en cuentaa la inmunogenética en infecciones virales, donde se
puede comprender el papel de los factores genéticos, asi como explicar la
variabilidad de resultados entre personas e identificar grupos de riesgo. Asimismo,
se resalta la necesidad de realizar investigaciones adicionales en distintas regiones
del pais, con cohortes mas amplias y que abarquen la gran heterogeneidad genética
de nuestrapoblacion. A pesar de las limitacionesinherentes a este tipo de estudios,
el papel de los alelos HLA en la infeccién del SARS-CoV-2y progreso del COVID-
19 es consistente, tanto en otros paises, como en México. De esta manera,
concluimos en que los alelos del sistema HLA, como HLA-DRB1*14 podria estar

asociado con una mayor proteccién contra la infeccién sintomatica por SARS-CoV-
2 en la poblacién de la zona metropolitana del Valle de México.
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