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Introduccion: Recientemente se han reportado variantes tIR7
de pérdida de funcién en un pequenio numero de hombres para
subyacer a una fuerte predisposicion a COVID-19 grave. Nuestro
objetivo fue determinar la presencia de estas variantes raras en
hombres jovenes con COVID-19 grave.
Métodos: Se estudiaron prospectivamente varones entre 18 y 50
anos de edad sin comorbilidades predisponentes que requirieran
al menos oxigeno nasal de alto flujo para tratar el COVID-19. La
region codificante de TLR7 se secuenci6 para evaluar la presencia
de variantes potencialmente perjudiciales.
Resultados: Se identificaron variantes de sentido erréneo TLR7
en dos de cada 14 pacientes (14,3%). En general, la mediana de
edad fue de 38 anos (IQR 30-45) afios. Ambas variantes no se
informaron previamente en las bases de datos de control de la
poblacion y se predijo que serian perjudiciales por los predictores in
silico. En un paciente de 30 afios se identificé una variante
heredada maternamente [c.644A>G; p.(Asn215Ser)],
cosegregando en su hermano de 27 afios que también contrajo
COVID-19 grave. Una segunda variante [c.2797T>C;
p.(Trp933Arg)] se encontrd en un paciente de 28 afios,
cosegregando en su hermano de 24 afos que desarroll6 COVID-19
leve. Las pruebas funcionales de esta variante revelaron una
disminucién de las respuestas de interferdn tipo I y Il en células
sanguineas mononucleares periféricas tras la estimulacion con el
agonista TLR7 imiquimod, confirmando un efecto de pérdida de
funcion.
Conclusiones: Este estudio apoya una justificacion para el
cribado genético de variantes de TLR7 en hombres jovenes con



COVID-19 grave en ausencia de otros factores de riesgo
relevantes. Un diagndstico de deficiencia de TLR7 no solo podria
informar sobre las opciones de tratamiento para el paciente, sino
que también permite realizar pruebas presintomaticas de
familiares varones en riesgo con la posibilidad de instituir
intervenciones preventivas y terapéuticas tempranas.

Introduccion

Una proporcidn de pacientes con COVID-19 desarrollan lesién pulmonar
fatal e insuficiencia multiorganica debido a procesos inflamatorios
sistémicos inmunes al huésped desencadenados por la infeccién viral (1).
La edad avanzada, el sexo masculino y las enfermedades crénicas como la
diabetes y la obesidad son comunes en pacientes con formas mas graves
de COVID-19 (2-4). Sin embargo, estos factores de riesgo no pueden
explicar por qué la enfermedad critica también ocurre en individuos
jovenes (menores de 50 afios) y aparentemente sanos.

En los ultimos meses, varias publicaciones han identificado loci y genes
asociados con la susceptibilidad a COVID-19 para COVID-19 grave
mediante el uso de estudios integrales de GWAS o analisis de genoma,
exoma o genes candidatos (5). Sin embargo, la mayoria de estos alelos de
susceptibilidad mostraron valores de riesgo demasiado bajos (odds ratio
<2) para ser considerados como marcadores gendmicos predictivos.
Algunos de los loci reportados incluyen el grupo sanguineo ABO (6, 7),
ACEZ (8), TMPRSSZ (8), varios alelos HLA (5, 9), APOE (10) e IFITM3 (11 ).
Por otro lado, las variantes raras en los genes que codifican para los
miembros de la via del interferén tipo I / III (IFN) mostraron un mayor
riesgo estimado de COVID-19 grave (12, 13).

En julio de 2020, se notificaron variantes raras y deletéreas de la linea
germinal en el gen del receptor 7 tipo Toll cromosémico X (TLR7) en
hombres jovenes y, por lo demas, sanos con COVID-19 grave. En estos dos
pares de hermanos, la secuenciacion rapida del exoma completo
identific6 tanto una delecion de 4 nucleétidos heredada por la madre
[c.2129_2132del; p.(GIn710Argfs*18)] como una variante sin sentido
[c.2383G>T; p.(Val795Phe)]. Ambas variantes se asociaron con

respuestas alteradas de IFN tipo [ y II tras la estimulacién con el agonista
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TLR7 imiquimod, lo que respalda la importancia de la sefializacion TLR7
intacta en la patogénesis de COVID-19 (13). Mas recientemente, estos
hallazgos se replicaron en un estudio de cohorte italiano independiente
de hombres de <60 afios de edad con COVID-19 grave (79 casos graves
frente a 77 casos de control), que mostro que el 2,1% de los hombres
gravemente afectados albergaban variantes deletéreas de TLR7 en
comparacién con ninguno de los participantes asintomaticos. Se
demostrd que estas variantes disminuyen la transcripcion de genes
relacionados con IFN tipo [ y Il en células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) de pacientes tratados con imiquimod, lo que respalda
una pérdida del efecto de la funcion (14).

En seguimiento del reciente descubrimiento de la deficiencia de TLR7 en
pacientes con COVID-19 grave, nuestro objetivo fue determinar
prospectivamente la presencia de variantes de TLR7 en hombres jovenes
y previamente sanos con COVID-19 grave.

Métodos

Se trata de un estudio conjunto realizado en el Hospital Universitari de
Bellvitge - IDIBELL, L'Hospitalet de Llobregat, Barcelona, Espafia; y el
Centro Médico de la Universidad de Radboud, Nimega, Paises Bajos y el

Centro Médico Erasmus, Rotterdam, Paises Bajos.

Los casos de Barcelona

De marzo ajulio de 2020, investigadores del Hospital Universitario de
Bellvitge - IDIBELL recogieron prospectivamente muestras biologicas de
pacientes jovenes sin comorbilidades relacionadas con COVID-19 grave.
Los criterios de seleccidn fueron: 1) pacientes de entre 18 y 50 afios; 2)
ausencia de comorbilidades conocidas asociadas con las formas mas
graves de COVID-19 (IMC = 30 kg / m2, diabetes mellitus, hipertensidn,
enfermedad cardiaca, pulmonar o renal crénica, o un estado
inmunocomprometido); y 3) lesion pulmonar relacionada con el SARS-
CoV-2 que requiere dispositivos de oxigeno de alto flujo o ventilacién
mecanica. Diez pacientes varones cumplieron estos criterios de seleccion
(Tabla 1). Ocho pacientes (pacientes 1-8) también fueron evaluados por el

Esfuerzo Genético Humano COVID, aunque no se identificaron variantes


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2021.719115/full?&utm_source=Email_to_authors_&utm_medium=Email&utm_content=T1_11.5e1_author&utm_campaign=Email_publication&field=&journalName=Frontiers_in_Immunology&id=719115#B13
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2021.719115/full?&utm_source=Email_to_authors_&utm_medium=Email&utm_content=T1_11.5e1_author&utm_campaign=Email_publication&field=&journalName=Frontiers_in_Immunology&id=719115#B14
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2021.719115/full?&utm_source=Email_to_authors_&utm_medium=Email&utm_content=T1_11.5e1_author&utm_campaign=Email_publication&field=&journalName=Frontiers_in_Immunology&id=719115#T1

patogénicas en ninguno de los 13 genes de la via [FN tipo I estudiados

(12).
CUADRO 1

Patient Sequencing Gender Age (y) Ethnicity Comorbidities ARDS? IcU ECMO
1 Sanger M 31 Caucasian no yes no no

2 Sanger M 44 Caucasian no yes yes no
3 Sanger M M Latin (Venezuela) no yes yes yes
4 Sanger M 40 Caucasian no yes yes no
5 Sanger M 50 Latin (Peru) no yes yes no

6 Sanger M 48 Caucasian no yes yes no
7 Sanger M 45 Latin (Peru) no yes yes no

8 Sanger M 31 Latin (Honduras) no yes yes no

9 Sanger M 47 Latin (Peru) no yes no no
10° Sanger M 30 Latin (Dominican Republic) no yes yes no
11 Sanger M 21 Caucasian no yes yes no
12 Sanger M 36 Caucasian no yes yes no
130 WES M 28 Caucasian no yes yes no
14 WES M 31 Caucasian no yes no no

ARDS, acute respiratory distress syndrome; ECMO, extracorporeal membrane oxygenation; ICU, intensive care unit; F, female; M, male; WES, whole-exome sequencing; Y, years.
AARDS Definition Task Force. Acute Respiratory Distress Syndrome - The Beriin Definition. JAMA. 2012;307(23):2526-2533. doi:10.1001/jama.2012.5669.
PPatients 10 and 13 resulted carriers of TLR7 variants and belong to family 1 and 2, respectively.

Tabla 1 Hallazgos demograficos y clinicos de los pacientes investigados.

Se obtuvo el consentimiento informado de todos los pacientes y
familiares, y el Comité de Etica en Investigacién del IDIBELL aprobé este
estudio (PR152/20). Se recogieron datos demograficos, epidemiolégicos,
de laboratorio y clinicos. También se documentaron los tratamientos
utilizados especificamente para tratar la COVID-19 en cualquier momento

durante el ingreso.

El ADN se aisl6 de la sangre total utilizando un instrumento Maxwell RSC
(Promega, Madison, WI, EE. UU.) o el kit de ADN QIAGEN Flexigene
(Qiagen, Alemania). Nueve pares de cebadores de PCR (Sigma-Aldrich,
MO, USA) fueron disefiados para cubrir toda la regién codificante de TLR7
(HGNC ID:15631). La PCR se realiz6 utilizando DreamTaq MasterMix
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), los productos se
purificaron utilizando EXO-SAP (New England Biolabs) y se secuenciaron
utilizando el BigDye Terminator v.3.1 Sequencing Kit (Applied
Biosystems, CA, USA) en un ABI Prism 3730 XL Genetic Analyzer (Applied
Biosystems CA, USA). Las imprimaciones y las condiciones de PCR estan
disponibles bajo peticidn. Se utilizé el software Mutation Surveyor para
detectar variantes y la nomenclatura se administr6 de acuerdo con las
pautas de HGVS. Todas las variantes identificadas se enviaron a Alamut
Software Suite v2.15.0 (Interactive Biosoftware) para recuperar la

frecuencia de la poblacién y los datos de prediccion in silico.
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Los casos holandeses

En el Centro Médico de la Universidad Radboud en Nimega y el Centro
Médico Erasmus en Rotterdam, Paises Bajos, los pacientes fueron
examinados prospectivamente en un entorno clinico desde diciembre de
2020 hasta febrero de 2021 con los siguientes criterios: 1) hombres entre
18 y 40 anos de edad; 2) ausencia de comorbilidades que se sabe que
estan asociadas con COVID-19 grave (IMC = 30 kg / m2, diabetes mellitus,
hipertension, enfermedad cardiaca, pulmonar o renal crénica, o un estado
inmunocomprometido); y 3) infeccién por SARS-CoV-2 confirmada por
PCR que requiere oxigenoterapia de alto flujo o ingreso en la UCI. Un total
de 4 pacientes (pacientes 11-14) cumplieron estos criterios de inclusion y
se sometieron a secuenciacion clinica de Sanger (pacientes 11y 12) o
secuenciacion rapida de exoma completo (pacientes 13 y 14) para
evaluar especificamente las variantes genéticas en TLR7 (Tabla 1). Se
obtuvo el consentimiento informado por escrito del paciente 13 cuyos
datos clinicos se han incluido en este estudio. La secuenciacion rapida del
exoma completo se realizé de manera similar a los informes anteriores
(13). La secuenciacion de Sanger se realizé de acuerdo con los
procedimientos de diagnostico estandar en el Departamento de Genética
Humana, el Centro Médico de la Universidad de Radboud, los protocolos y
las secuencias de cebadores estan disponibles a pedido.

Para el paciente 13, en el que se identificé una variante rara de TLR7 sin
sentido, se realizaron pruebas funcionales para evaluar las respuestas de
IFN de tipo [ y Il deterioradas debido a la pérdida de funcién de TLR7,
como se describi6 anteriormente (13). En resumen, se extrajo sangre
venosa y se recolect6 en tubos de EDTA (Monject). Posteriormente, las
células de sangre mononuclear periférica (PBMC) se aislaron por
centrifugacion de densidad de sangre, diluidas 1:1 en solucién salina libre
de pirégenos sobre Ficoll-Paque (Pharmacia Biotech). Las células se
lavaron dos veces en solucion salina y se resuspendieron en medio de
cultivo celular (Roswell Park Memorial Institute [RPMI] 1640, Gibco)
suplementadas con gentamicina, 10 mg / ml; L-glutamina, 10 mM; y

piruvato, 10 mM. Luego, se estimularon PBMC a 5 x 105 células / pozo en
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placas de 96 pocillos de fondo redondo (Greiner) durante 4 horas (para la
transcripcion de genes IFN tipo I) y 7 dias [para la produccion del IFN
tipo II, (IFNy)] en presencia de 10% de suero de piscina humanaa 37 ° C
y 5% de dioxido de carbono, en dos experimentos separados. Ademas de
un medio de control negativo (RPMI), se utiliz6 el agonista TLR7
imiquimod (compuesto de imidazoquinolina, Invivogen) a una
concentracion de 5 pg/ml. Después del periodo de incubaciéon de 4 horas,
los sobrenadantes se descartaron y los granulos celulares restantes se
resuspendieron en tampdn RLT (Qiagen) y se congelaron para
almacenarlos a -80 ° C hasta el procesamiento para el aislamiento de ARN.
Ademas, después de la incubacion de 7 dias y una etapa de centrifugacion,
los sobrenadantes se recolectaron y almacenaron a -20 ° C hasta que se
midieron mediante el ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas en el
caso del punto de tiempo de 7 dias.

Resultados

Resultados de la secuenciacion TLr7

Se incluyeron un total de 14 pacientes, con una mediana de edad de 38
anos (IQR 30-45) afios. Se identificaron variantes desfavorables de TLR7
supuestamente perjudiciales en dos pacientes (pacientes 10 y 13). Ambas
variantes, c.644A>G; p.(Asn215Ser) en pacientes 10y c.2797T>C;
p.(Trp933Arg) en el paciente 13, no fueron reportados previamente en
nuestras bases de datos internas ni en la base de datos poblacional
gnomAD (15). La variante p.(Asn215Ser) afecta a un nucleétido y
aminodacido altamente conservados en el dominio de la regién RICA en leucina

TLR7 y se predice perjudicial o posiblemente perjudicial por el software

in silico (Tabla S1). La variante p.(Trp933Arg) también se encuentra en
una posicion evolutivamente altamente conservada dentro del dominio
TIR, importante para la sefializacion aguas abajo a través de proteinas
adaptadoras, y se considera perjudicial por los predictores de efecto in
silico (Tabla S1). Estas variantes de TLR7 y otras variantes previamente

reportadas en pacientes con COVID-19 se muestran esquematicamente en

la Figura 1.
FIGURA 1
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La Figura 1 (A) muestra los pedigries de las familias 1 (paciente 10) y 2
(paciente 13) con analisis de segregacion. (B) muestra la representacion
esquematica de las variantes TLR7 (HGNC ID:15631) notificadas hasta la
fecha en casos de COVID-19 gravemente afectados. Variantes en aDNc
(arriba) y proteina (abajo). Coédigo de color: naranja, variantes
encontradas en la presente serie; azul, reportado anteriormente en van
der Made (13); negro, reportado previamente en Fallerini (14). Codigo de
forma: circulo, variantes de sentido erroneo; variantes cuadradas,
frameshift. Codigo de linea: Unico, reportado en un caso; doble, reportado

en 2 casos.

Caracteristicas de los pacientes
El paciente 10 (familia 1, proband) era un hombre de 30 afios de origen
latino (Republica Dominicana) sin factores de riesgo generales

predisponentes a COVID-19 grave. Desarroll6 neumonia con
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consolidaciones bilaterales en una tomografia computarizada (TC) y
cumplio con los criterios de sindrome de dificultad respiratoria aguda
(SDRA) secundario a COVID-19 comprobado por PCR (Tabla 2). El
paciente recibio6 tratamiento antiviral con remdesivir y terapia
inmunosupresora con dexametasona. Debido a insuficiencia respiratoria,
el paciente fue intubado e ingresado en UCI. El paciente fue extubado con
éxito después de 4 dias de ventilacién mecanica y fue dado de alta de la
UCI después de 6 dias. Tras la identificacion de la variante
TLR7:p.(Asn215Ser) en el paciente, el analisis de segregacion confirmé la
cosegregacion tanto en su hermano como en su madre, en estado
hemicoético y heterocigoto, respectivamente (Figura 1). El hermano mayor
vive en la Republica Dominicana y, por lo tanto, no estaba disponible para
las pruebas. Segtn sus familiares, no hay pruebas de que haya sido
infectado con sars-CoV-2. El hermano menor no tenia antecedentes
médicos previos, pero también contrajo COVID-19 grave, requiriendo
ventilacién mecanica e ingreso en UCI en otro hospital (Tabla 2). Por lo
tanto, estos hermanos representan la tercera pareja de hermanos con
COVID-19 grave, después del informe inicial (13). La madre de 65 afios
padecia obesidad, dislipidemia, diabetes tipo 2 e hipertension, y también
ingreso6 en UCI por insuficiencia respiratoria critica causada por el COVID-
19. Fue dada de alta de 1a UCI 16 dias después de su ingreso. Los
principales hallazgos demograficos, clinicos, de laboratorio y radiolégicos

de los tres familiares se resumen en la Tabla 2.
CUADRO 2
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Family 1 TLR7:c.644A>G Family 2 TLR7:c.2797T>C Reference
ranges
Proband Brother Mother Proband
Demographic characteristics
Date of hospitalization July/2020 March/2020 August/2020 January/2021
Age, y 30 27 65 28
Sex Male Male Female Male
Medical history None None Obesity, dyslipidemia, Vasovagal syncope
hypertension,
type 2 diabetes,
Clinical characteristics at presentation
Time from symptom onset to hospitalization, d 7 6 12 2
Symptoms at disease onset Dyspnea, cough, fever, myalgia Dyspnea, cough, fever, headache Dyspnea, cough, fever, myalgia Dyspnea, cough, fever,
respiratory arrest
Imaging features (CT scan) Bilateral pulmonary consolidations  Bilateral pumonary consolidations  Bilateral pulmonary consolidations Multiple ground glass opacities
and consolidations in all lung
segments
ICU admission
Time from symptom onset to ICU admission, d 8 7 12 7
Medical reason for ICU admission Respiratory insufficiency Respiratory insufficiency Respiratory insufficiency Respiratory failure, respiratory
arrest, resuscitation at home.
Disease severity status on admission, SOFA score* 3 3 4 6
L y findings at ICU
Chemistry
Alanine aminotransferase, U/L 135 14 235 41 <40
Albumin, g/L 37 31 28.1 23 36-52
Alkaline phosphatase, U/L 131 66 84.0 222 <129
Aspartate aminotransferase, U/L 92 22 738 37 <39
Cardiac troponin, high sensitivity, ng/L NA 7 NA NA <13
Creatine kinase, U/L 51 35 180 NA <189
Creatinine, umol/L 60 57 57.1 84 44-97
eGFR, mL/min/1.73 m2 >90 >90 >90 >90 >90
Y-Glutamyltransferase, U/L. 243 27 34.8 263 <70
Lactate dehydrogenase, U/L 381 432 1088.4 201 <250
Blood count
Hemoglobin, g/L 12 114 110 121 130 - 165
Lymphocyte count, x10%L 1.8 1.47 219 1.64 1334
White blood cell count, x10%/L 18 107 14.74 8.4 3995
Platelet count, x10%/L 385 408 416 369 149 - 303
Coagulation
Activated partial thromboplastin time ratio 0.95 0.98 1.00 37 08-1.2
D-dimer, ng/mL <250 463 2400 3660 <250
Fibrinogen, g/L >7 >7 55 4.2 2.76-4.71
Prothrombin time ratio 1.38 1.32 1.10 NA 08-1.2
Inflammatory markers
C-reactive protein, mg/L 346.6 267 203.98 196 <3
Ferritin, pg/L. 1957.6 920 384.9 845 30 - 400
Procalcitonin, pg/L 0.28 NA 0.1 4.31 <0.5
IL-6, ng/L. 48.4 15 24 NA <69
Secondary complications None reported catheter-related bloodstream None reported Small ventral pneumothorax at
infection admission after resuscitation at
home. Bilateral subsegmental
pulmonary embolisms.
Duration of viral shedding after COVID-19 onset Positive at admission, no follow-  Positive at admission, no follow-  Positive at admission, no follow-  Positive before admission, PCR
(positive SARS-CoV-2 PCR), d up measurement up measurement up measurement negative at day 29
Duration of ventilatory support, d 4 10 7 24 days (ongoing)
Duration of ICU stay, d 6 12 16 24 days (ongoing)
Follow-up
Time from ICU discharge to hospital discharge, d 3 11 5 NA
Complications during follow-up period None reported None reported None reported NA
Treatments R,D H, L-R, MP, I, T R DT D
COVID-19, coronavirus disease 2019; CT, ICU, it unit; eGFR, estimated glomerular filtration rate; NA, not assessed; PCR, h tion; SARS-CoV-2; i syndrome
coronavirus 2; SOFA, Sequential Organ Failure Assessment.
The treatments were administered to the patients as follows: D, D 8mg daily for 10 R, 200mg the first day and 100mg daily the next four days; T, Tocilzumab 600 mg single dose

intravenously; L-R, Lopinavir 400mg-Ritonavir 100mg orally twice daily for three days; H, Hydroxychloroquine orally 400mg twice day the first day and 200mg twice daily the next 10 days; |, Interferon B1b 0.25mg every other day
subcutaneously for 3 days.

“The SOFA scoreis calculated using 6 systems: , hepatic, a

initial score of 2 to 3 is associated with 6% mortalty; an inital score of 4 to 5 is associated with 20% mortaliy.

om O for normal function to 4 for most abi / and

, and kidney. S¢ ed for a final 0to24. An

Tabla 2 Hallazgos demograficos, clinicos, de laboratorio y radiolégicos de

los pacientes investigados.

El paciente 13 (familia 2, proband) era un varén de 28 afios de origen
caucasico (Paises Bajos) sin antecedentes médicos ni comorbilidades. El
paciente se quejo de disnea progresiva y dificultad para respirar. Tras un
rapido deterioro clinico e insuficiencia respiratoria, el paciente fue
intubado y hospitalizado en UCI en un hospital periférico. Una tomografia
computarizada mostr6é multiples opacidades y consolidaciones difusas de
vidrio esmerilado en todos los segmentos pulmonares, cumpliendo con
los criterios para el SDRA. El tratamiento consistié en ventilacion
mecanica con posicién prona, dexametasona intravenosa y los

antibioticos ceftriaxona y ciprofloxacina. A pesar de este régimen



terapéutico, la condicion del paciente se deterioré ain mas y fue remitido
al Centro Médico Erasmus para un posible tratamiento ecmo. Sin
embargo, con la continua posiciéon prona, mejoré gradualmente antes de
que se requiriera ECMO. Una tomografia computarizada repetida también
mostré embolias pulmonares subsegmentarias para las cuales se inicié la
heparina intravenosa. En las semanas siguientes, el paciente se recuperd
gradualmente y fue extubado con éxito y finalmente dado de alta del
hospital. La familia de primer grado de los pacientes contrajo COVID-19
en el momento en que el paciente desarroll6 sintomas, incluido su
hermano de 24 afos, que solo tenia sintomas menores pero se demostro
que era portador de la variante TLR7 (Figura 2B). No se disponia de
informacidn sobre los titulos virales exactos del SARS-CoV-2 durante las
infecciones. Ademas, se demostr6 que dos primos varones, hijos de una
tia materna, eran portadores de esta variante. Estos individuos no habian
contraido (sintomatico) COVID-19. Sobre la base de la variante TLR7, estos

individuos fueron acelerados para la vacunaciéon temprana.
FIGURA 2
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el paciente 13 esta indicado en rojo y los controles sanos en negro. (A)
muestra el cambio de pliegue en la expresiéon de ARNm TLR7 en el paciente
13 y un control masculino sano después de la estimulacién durante 4
horas con el agonista TLR7 imiquimod, en comparacion con el medio de
control negativo RPMI. (B) muestra el cambio de pliegue en la expresion
de ARNm de los genes relacionados con IFN tipo I IRF3, IRF7, IFNB1 e
ISG15 inducido por imiquimod en comparaciéon con RPMI. (C) muestra la
produccién de IFN-y produccion después de la estimulacion con
imiquimod durante 7 dias en comparacion con las células de control no
estimuladas (RPMI) del paciente 13 y dos controles masculinos sanos. La
linea punteada indica el limite de deteccion del ensayo. Abreviaturas:
IRF3, factor regulador del interferon 3; IRF7, factor regulador del
interferon 7; ISG15, gen 15 estimulado por interferén; e IFNB1, interferon
beta 1.

Pruebas funcionales en células inmunitarias primarias
En PBMC aislado del paciente 13, las respuestas de IFN tipo I y Il se
evaluaron tras la estimulacién con el agonista TLR7 imiquimod, con el fin
de evaluar el impacto funcional de la variante p.(Trp933Arg). Se
demostro6 que la estimulacién TLR7 en el paciente result6 en una
regulacion al alza defectuosa de la expresion del ARNm TLR7, asi como la
de los genes relacionados con IFN tipo I implicados en la via TLR7 IRF?7,
IFNB1 e ISG15, en comparacion con un control masculino sano (Figuras 2A,
B). La expresion de IRF3, un factor de transcripcion que es inducido por
TLR3 y no TLR7, mostr6 un aumento modesto de casi 1,7 veces en el
paciente, pero no fue inducido en el control sano. Ademas, la produccion
de IFNy tras la exposicion con imiquimod fue deficiente en el paciente, en
comparacion con dos controles masculinos sanos (Figura 2C).
Discusion

En esta cohorte de hombres jévenes afectados con VARIANTES RARAS DE
TLR7 graves de COVID-19 se identificaron prospectivamente en 2 de cada 14
casos (14,3%). En 10 casos de Espafia, se demostrd que un paciente

portaba una nueva variante de sentido erréneo [c.644A>G;
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p.(Asn215Ser)]. La variante fue predicha como dafina por los programas in
silico y segregada en un hermano que también contrajo COVID-19 grave.
Ademas, se estudiaron cuatro casos holandeses, lo que llevo a la
identificacion de otro paciente con una variante de sentido erréneo
novedosa y tnica [c.2797T>C; p.(Trp933Arg)] ubicada en el dominio TIR
altamente conservado. El analisis funcional de esta ultima variante
demostro respuestas defectuosas de IFN de tipo [ y II, similares a las
documentadas en los informes anteriores (13, 14).

Se ha descrito un papel para el receptor TLR7 en la defensa del huésped
contra los virus de ARN monocatenario, asi como en la patogénesis de
enfermedades autoinmunes como el LES (16). Sin embargo, no se habian
reportado mutaciones humanas en TLR7 antes de la pandemia de SARS-
CoV-2. Cabe sefialar que se estima que la deficiencia completa de TLR7 es
extremadamente rara, porque los TLR endosomales (TLR3, TLR7, TLR8 y
TLR9) desempeiian un papel bioldgico esencial y no redundante en la
supervivencia del huésped (17, 18). Por lo tanto, es poco probable que estas
variantes raras de TLR7 sean una explicacion para covid-19 grave en la
poblacion general. A diferencia de los estudios publicados anteriormente
que han identificado (enriquecimiento de) variantes raras de TLR7 en
COVID-19 grave que eran 1) hombres de <35 afios de edad sin
comorbilidades (13), 2) hombres <60 afios de edad con o sin
comorbilidades (14) o 3) un grupo de pacientes no seleccionados (19 ), en
este estudio hemos seleccionado varones <50 afos de edad sin
comorbilidades predisponentes a COVID-19 grave. A pesar de la pequeia
cohorte, el rendimiento de las variantes de TLR7 fue inesperadamente
alto (14,3%) alentando a que la deteccion de variantes raras de TLR7 en
hombres gravemente afectados puede ser fructifera. Los individuos de
edad avanzada también portan variantes raras de TLR7 de pérdida de
funcion (14), pero son mas dificiles de identificar debido a otros factores de riesgo
generales predisponentes para la enfermedad grave en personas de edad
avanzada. Por lo tanto, sugerimos los siguientes criterios de deteccidn:
hombres jovenes (<50 afios de edad) que sufren de COVID-19 grave que

requieren al menos oxigenoterapia de alto flujo y que estaban
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previamente sanos. Los pares de hermanos jévenes afectados, asi como
los pedigries que sugieren la segregacion ligada al cromosoma X, deben
priorizarse aun mas.

Ademas, planteamos la hipoétesis de que algunas variantes raras
comprometen dominios funcionales esenciales en TLR7 y conducen a una
deficiencia completa de TLR7 (20), mientras que otras variantes menos
raras podrian conducir solo a una deficiencia parcial de TLR7 y, en
consecuencia, afectar a un grupo mas grande de individuos, pero ejercer
un menor riesgo relativo de desarrollar COVID-19 grave. En
consecuencia, estas variantes genéticas de bajo tamano de efecto en TLR7
se han propuesto como una posible explicacién del sesgo sexual
masculino en la gravedad de COVID-19 debido a su localizacién en el
cromosoma X y la funcién bien establecida en la inmunidad innata (21).
Ademas, es posible, pero solo especulativo, que la adicién de factores que
deterioran la funciéon TLR7 [por ejemplo, los niveles circulantes de 25-
hidroxi vitamina D [250HD] disminuyan con la edad (22) y puedan ir
acompafiados de una menor expresion de TLR7 y una funcién defectuosa
(23)] en pacientes con estas variantes de bajo efecto puede ser una causa
comun de progresion a las etapas mas graves de COVID-19 en hombres.
La misma hipotesis especulativa podria ser aplicable a otros genes
implicados en la regulacion de la respuesta inmune después de la
infeccion por SARS-CoV-2 (4, 24).

Los factores genéticos fuertes del huésped que confieren un mayor riesgo
de desarrollar COVID-19 grave podrian servir como biomarcadores
genomicos, junto con otros factores, que podrian usarse para el
diagnostico temprano y las medidas preventivas, y podrian permitir la
identificacion de posibles objetivos moleculares para el tratamiento. En
este sentido, habria un fuerte argumento para ofrecer a los varones con
deficiencia de TLR7 hemicigoto que no han tenido COVID-19 acceso directo
a la vacunacion temprana como medida preventiva efectiva, similar a
otros pacientes con inmunodeficiencias primarias. De hecho, esta opcion
se ha ofrecido a los portadores hemicigotas de la familia del paciente 13.

Aunque todavia no hay datos disponibles para apoyar el manejo


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2021.719115/full?&utm_source=Email_to_authors_&utm_medium=Email&utm_content=T1_11.5e1_author&utm_campaign=Email_publication&field=&journalName=Frontiers_in_Immunology&id=719115#B20
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2021.719115/full?&utm_source=Email_to_authors_&utm_medium=Email&utm_content=T1_11.5e1_author&utm_campaign=Email_publication&field=&journalName=Frontiers_in_Immunology&id=719115#B21
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2021.719115/full?&utm_source=Email_to_authors_&utm_medium=Email&utm_content=T1_11.5e1_author&utm_campaign=Email_publication&field=&journalName=Frontiers_in_Immunology&id=719115#B22
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2021.719115/full?&utm_source=Email_to_authors_&utm_medium=Email&utm_content=T1_11.5e1_author&utm_campaign=Email_publication&field=&journalName=Frontiers_in_Immunology&id=719115#B23
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2021.719115/full?&utm_source=Email_to_authors_&utm_medium=Email&utm_content=T1_11.5e1_author&utm_campaign=Email_publication&field=&journalName=Frontiers_in_Immunology&id=719115#B4
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2021.719115/full?&utm_source=Email_to_authors_&utm_medium=Email&utm_content=T1_11.5e1_author&utm_campaign=Email_publication&field=&journalName=Frontiers_in_Immunology&id=719115#B24

especifico de la deficiencia de TLR7 o los portadores hemicigotos en riesgo,
la hospitalizacion temprana y las terapias basadas en IFN en errores
congénitos de senalizacion de IFN forman opciones de tratamiento
racionales (18, 25).

Este estudio tiene varias limitaciones. En primer lugar, no se disponia de
muestras bioldgicas para validar funcionalmente la patogenicidad de la
variante p.(Asn215Ser) y, por lo tanto, el impacto funcional de esta
variante sigue siendo desconocido. Sin embargo, la ausencia de esta
variante en las bases de datos de poblacidn, las altas puntuaciones de
prediccion de patogenicidad y la escasez general de variantes raras en
TLR7 (13) sugieren que este hallazgo es poco probable debido al azar. En
segundo lugar, la variante TLR7 identificada en el paciente 13 se segrega
en un hermano que solo experimenté COVID-19 leve. Hay algunas
explicaciones que pueden explicar por qué una variante patégena en
TLR7 no se vuelve completamente penetrante, ya que la proteccién contra
el SARS-CoV-2 depende de otros factores genéticos y ambientales (por
ejemplo, exposicion a una carga viral inicial mas baja, exposicion previa a
coronavirus del resfriado comun) (26). Ademas, la funciéon TLR7 podria
estar especificamente influenciada por factores epidemiolégicos y ciertas
comorbilidades (por ejemplo, 250HD). En tercer lugar, el tamafio de este
estudio no permite sacar conclusiones firmes sobre la prevalencia de la
pérdida de funcion de las variantes TLR7 en hombres con COVID-19 grave.
Por lo tanto, se requieren estudios de cohortes mas grandes. Mas
recientemente, en los datos de secuenciacion del exoma completo pan-
ancestrales de 586,157 individuos, que abarcan 20.592 pacientes que
contrajeron COVID-19 y 1.266 de aquellos que tenian enfermedad grave,
TLR7 fue el tnico gen en el que la carga de variantes raras aumento
significativamente entre los pacientes con COVID-19 grave, utilizando un
umbral de significacién menos conservador [OR 4.53 (2.64, 7.77)] (19 ).
Esta es una de las pocas ocasiones en las que un gen de la enfermedad
mendeliana se replica mediante el uso de un estudio de asociacion,

incluso sin estratificar para el género masculino o la edad mas joven.
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En resumen, hemos identificado dos nuevas variantes de la linea germinal
en el TLR7 cromosdmico X que probablemente conducen a la deficiencia
de TLR7, que se corrobora ain mas por la alteracion de las respuestas de
IFN tipo I y Il en el paciente con la variante p.(Trp933Arg). Estos
hallazgos refuerzan la nocion de que TLR7 juega un papel critico en el
reconocimiento del SARS-CoV-2 y el posterior inicio de una respuesta
inmune antiviral temprana que podria prevenir el desarrollo de COVID-
19 grave. Mas importante aun, una mejor comprension de los factores
genéticos fuertes que predisponen a COVID-19 grave puede ayudar a los
meédicos a identificar a los pacientes en riesgo. Por lo tanto, proponemos
criterios de cribado clinico para la identificacién de variantes de TLR7 en
pacientes masculinos con COVID-19 grave. Esto no solo podria permitir el
manejo terapéutico dirigido del paciente, sino que también podria ofrecer
a los familiares la opcion de pruebas presintomaticas y, por extension,
medidas preventivas como la vacunacién temprana.
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