Diversos autoanticuerpos funcionales en
pacientes con COVID-19

EricY. Wang,
Tianyang Mao,
Aaron M. Anillo

Naturaleza volumen 595 , paginas283-288 ( 2021 ) Citar este articulo
« 65k Accesos
« 36 ccitas
« 1309 Altmétrico
« Métricadetalles

Abstracto

COVID-19 se manifiesta con un amplio espectro de fenotipos clinicos que se
caracterizan por respuestas inmunes del huésped exageradas y mal

bien documentada en la enfermedad grave 1, el efecto de los autoanticuerpos
sobre la progresién de la enfermedad esta menos definido. Aqui utilizamos
una técnica de descubrimiento de autoanticuerpos de alto rendimiento
conocida como perfil rapido de antigeno extracelular zcribar una cohorte de
194 personas infectadas con SARS-CoV-2, que comprende 172 pacientes con
COVID-19 y 22 trabajadores de la salud con enfermedad leve o infeccion
asintomatica, en busca de autoanticuerpos contra 2770 proteinas
extracelulares y secretadas (miembros del exoproteoma). Encontramos que los
pacientes con COVID-19 exhiben marcados aumentos en las reactividades de
los autoanticuerpos en comparacion con los individuos no infectados y
muestran una alta prevalencia de autoanticuerpos contra las proteinas
inmunomoduladoras (incluidas las citocinas, quimiocinas, componentes del
complemento y proteinas de la superficie celular). Establecimos que estos
autoanticuerpos perturban la funcion inmune y deterioran el control virolégico
al inhibir la sefializacion de los inmunorreceptores y al alterar la composicion
de las células inmunes periféricas. y encontré que los sustitutos de raton de
estos autoanticuerpos aumentan la gravedad de la enfermedad en un modelo
de ratdn de infeccion por SARS-CoV-2. Nuestro analisis de autoanticuerpos
contra antigenos asociados a tejidos revel0 asociaciones con caracteristicas
clinicas especificas. Nuestros hallazgos sugieren un papel patologico de los
autoanticuerpos dirigidos por exoproteomas en COVID-19, con diversos
efectos sobre la funcionalidad inmunologica y asociaciones con los resultados
clinicos.
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Principal

La inmunidad humoral tiene papeles dicotémicos en COVID-19. Aunque los
anticuerpos neutralizantes protegen contra la infeccién por SARS-CoV-238 9,
la creciente evidencia sugiere que la inmunidad humoral desregulada también
contribuye a la inmunopatologia caracteristica de COVID-

19 10-11-12-13-14-15-16 . Informes recientes han identificado reactividades
aisladas de autoanticuerpos en pacientes con COVID-19, incluidas
reactividades que son caracteristicas de enfermedades autoinmunes

en particular los autoanticuerpos neutralizantes contra los interferones de tipo
| (IFN), parecen contribuir directamente a la fisiopatologia de COVID-19 al
antagonizar las respuestas antivirales innatas 11-12 . Aungue se han descrito
anteriormente ejemplos notables de respuestas de autoanticuerpos
modificadores de la enfermedad, la amplitud total de reactividades de
autoanticuerpos en COVID-19 permanece indeterminada, al igual que sus
efectos inmunoldgicos y clinicos.

Una clase de autoanticuerpos particularmente importante son los que se
dirigen al exoproteoma. Los autoanticuerpos dirigidos a exoproteomas pueden
ejercer una amplia gama de efectos funcionales, como la perturbacion de la
sefializacion celular (como en el caso de los autoanticuerpos contra los

IFN de tipo | 11-12) y la destruccion dirigida de poblaciones celulares
especificas a través de receptores Fc (FCR) y / o complemento. Por lo tanto,
buscamos identificar respuestas de autoanticuerpos funcionales en pacientes
con COVID-19 mediante el cribado de reactividades de autoanticuerpos
contra el exoproteoma humano.

Aumentos generalizados de autoanticuerpos en
COVID-19

Para descubrir autoanticuerpos funcionales que podrian influir en el resultado
de COVID-19, utilizamos un método de descubrimiento de autoanticuerpos de
alto rendimiento conocido como perfil rapido de antigeno extracelular
(REAP) 7. REAP permite la deteccion altamente multiplexada de
reactividades de anticuerpos a través del biopanning de 1gG de pacientes
contra una biblioteca con codigo de barras genético de 2770 proteinas
extracelulares humanas que se muestran en la superficie de la levadura,
convirtiendo un evento de union anticuerpo-antigeno en una lectura de
secuenciacion cuantitativa (la puntuacién REAP) sobre la base del
enriquecimiento de los cédigos de barras de cada proteina (Datos extendidos
Fig. 1a). Para permitir la deteccion de anticuerpos contra las proteinas del
coronavirus, también incluimos el dominio de union al receptor (RBD) del
SARS-CoV-2 y otros coronavirus comunes en la biblioteca (se proporciona
una lista completa de antigenos en la Tabla complementaria 1 ).
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Utilizamos REAP para analizar muestras de pacientes infectados con SARS-
CoV-2 que fueron seguidos de forma prospectiva como parte del estudio "Yale
Implementing Medical and Public Health Action Against Coronavirus CT'
(IMPACT) (Datos extendidos Fig. 1b ). Esta cohorte incluye 172 pacientes
que fueron atendidos en el Hospital Yale-New Haven con una variedad de
gravedad clinica (como se informo anteriormente 1) y 22 trabajadores de la
salud que tenian una enfermedad leve o una infeccion

asintomatica. Examinamos muestras longitudinales para un subconjunto de la
cohorte. Como control, examinamos a 30 trabajadores de la salud que dieron
negativo en SARS-CoV-2 mediante gPCR con transcripcion inversa (RT-
gPCR) durante su periodo de seguimiento en el estudio IMPACT. Los datos
demogréficos de los pacientes se pueden encontrar en la Tabla de datos
ampliados 1. Para validar el rendimiento de REAP, comparamos la reactividad
de anticuerpos frente al SARS-CoV-2 RBD usando REAP con la evaluada
usando ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA) (Datos
extendidos Fig.1c ), y también comparamos la reactividad de IL-6R REAP en
pacientes que recibieron anticuerpos terapéuticos anti-IL-6R con los que no
(Datos extendidos Fig. 1d ). Encontramos una fuerte concordancia entre las
puntuaciones REAP para SARS-CoV-2 RBD vy la positividad de ELISA para
SARS-CoV-2 RBD, asi como entre las puntuaciones REAP de IL-6R v el
tratamiento anti-1L-6R.

A continuacion, examinamos el grado total de autorreactividad en pacientes
cuantificando el nUmero de autoanticuerpos en diferentes umbrales de
puntuacion REAP. Independientemente del punto de corte de la puntuacion
REAP que utilizamos, los pacientes con COVID-19 tuvieron un mayor
numero de reactividades en comparacion con los individuos no infectados, y
las reactividades de puntuacion mas alta se enriquecieron preferentemente en
pacientes con enfermedad grave ( Fig.1a, b, Datos extendidos Fig. 2a ). No
hubo una diferencia estadisticamente significativa en los dias desde el inicio
de los sintomas entre los pacientes con COVID-19 grave o moderado (Datos
extendidos, Fig. 2b ), lo que sugiere que los efectos de la confusion temporal
fueron minimos. Dado que anteriormente se han informado diferencias de
sexo en la respuesta inmune al SARS-CoV-2 17, comparamos el nimero de
reactividades de autoanticuerpos entre hombres y mujeres con COVID-19y
no encontramos diferencias significativas en los nimeros de reactividad en
ningun punto de corte (Datos extendidos, Fig. 2c ). Finalmente, en una
comparacion con los perfiles REAP de pacientes con lupus eritematoso
sistémico (LES) o poliendocrinopatia autoinmune-candidiasis-distrofia
ectodérmica (APECED), los pacientes con COVID-19 tuvieron un mayor
numero de reactividades que los individuos con LES pero un menor numero
de reactividades que los individuos con APECED (Datos extendidos

Fig. 2d ). Las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con LES
0 APECED se han descrito previamente 7. En conjunto, estos resultados
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indican que los autoanticuerpos que se dirigen al exoproteoma aumentan en
COVID-19.

Fig.1: Los autoanticuerpos dirigidos a la inmunidad aumentan en
pamentes con COVID-19.
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, Mapa de calor de las puntuaciones REAP para protemas relacionadas con
el sistema inmunitario y RBD de los coronavirus indicados, en todas las
muestras de pacientes y estratificado por gravedad de la enfermedad. LCR,
liquido cefalorraquideo; gran., granulocito; mono./linfo., monocitos y
linfocitos; NK, asesino natural. b, ¢, Numero de reactividades totales
positivas (puntuacion REAP > 6) ( b ) y reactividades dirigidas al sistema
inmunitario ( ¢ ) en muestras de pacientes con enfermedad grave (n = 66),
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enfermedad moderada ( n = 160) o leve o asintomatica enfermedad ( n = 36)
e individuos no infectados (negativo) ( n = 54). Las lineas discontinuas
indican medianas; las lineas de puntos indican el primer y tercer cuartiles. NS,
no significativo. d , Grafico de puntuacién del analisis de componentes
principales (PC) realizado sobre las reactividades dirigidas al sistema
inmunitario en muestras de pacientes que fueron hospitalizados con COVID-
19 (n =226), coloreado por puntuacion clinica (CS). e , Cargas para los
componentes principales primero (izquierda) y segundo (derecha) de d en
orden descendente. En b - d, los valores n incluyen muestras longitudinales
del mismo paciente. La significancia en b , ¢ se determind utilizando un
modelo lineal mixto con correccidn para comparaciones multiples (métodos).
Datos fuente

Imagen de tamano completo

Para investigar la naturaleza temporal de estas reactividades en relacion con la
progresion de COVID-19, evaluamos la dinamica de la puntuacion REAP
longitudinal. Aunque la asignacion definitiva no fue posible debido a la falta
de muestras previas a la infeccion, inferimos las reactividades como
‘probablemente preexistentes’, 'recien adquiridas’ 0 ‘menguantes’ sobre la base
de las trayectorias de la puntuacion REAP representadas contra los dias desde
el inicio de los sintomas y el desarrollo. de 1gG anti-spike S1. Encontramos
que algunas reactividades estaban presentes con puntuaciones REAP altas
dentro de los 10 dias posteriores al inicio de los sintomas y antes del
desarrollo de respuestas IgG anti-pico S1, lo que sugiere que probablemente
eran preexistentes (Datos extendidos Fig. 3a, d). Otros aumentaron en la
puntuacion y se rastrearon con el aumento de los niveles de IgG anti-pico S1,
lo que indica que fueron adquiridos recientemente después de la infeccion
(Datos extendidos, Fig. 3b, e ). Finalmente, algunas reactividades
disminuyeron en la puntuacion REAP con el tiempo, mientras que la 1gG anti-
pico S1 aumento6 o permanecio alta, lo que sugiere titulos de autoanticuerpos
decrecientes (Datos extendidos Fig. 3c, ).

Para explorar méas a fondo las posibles fuentes celulares del aumento de las
reactividades de los autoanticuerpos en pacientes con COVID-19,
examinamos los fenotipos de células B en células mononucleares de sangre
periférica que coincidian con las muestras de plasma REAP. Al igual que en
informes anteriores 10 , encontramos que las células B extrafoliculares doble
negativas se expanden en pacientes con COVID-19 moderado o grave, en
comparacion con los individuos no infectados (Datos extendidos, Fig. 2f ).

Los autoanticuerpos se dirigen a proteinas
relacionadas con el sistema inmunitario
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Nuestro analisis de las reactividades especificas detectadas por REAP indicé
que los autoanticuerpos dirigidos a proteinas relacionadas con el sistema
inmunitario aumentaron en pacientes con COVID-19 grave (Fig. 1a, ¢, Datos
extendidos Fig. 2e ). Estas proteinas incluian las implicadas en la funcién y
activacion de los linfocitos, el trafico de leucocitos, las respuestas de IFN de
tipo I'y I, lainmunidad de tipo Il y la respuesta de fase aguda. Confirmando
un informe anterior 11, identificamos autoanticuerpos contra IFN tipo | en el
5,2% de los pacientes que fueron hospitalizados con COVID-19. Usando un
ELISA, validamos ortogonalmente un subconjunto de 22 autoanticuerpos que
se dirigen a citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento, factores del
complemento y proteinas de la superficie celular (Datos extendidos Fig. 4a-
d). Estos resultados demuestran que los pacientes con COVID-19 poseen
autoanticuerpos que pueden afectar una amplia gama de funciones
inmunoldgicas.

Para descubrir las caracteristicas de baja dimension en las reactividades
dirigidas al sistema inmunoldgico, realizamos un analisis de componentes
principales (Fig. 1d, e , Datos extendidos Fig. 4e ). Encontramos que el primer
componente principal estaba compuesto principalmente por reactividades de
autoanticuerpos contra IFN de tipo | (Fig. 1e ) y separamos un grupo distinto
de muestras de individuos con un fenotipo de enfermedad grave (Fig. 1d ), de
acuerdo con un informe anterior 11 . El segundo componente principal
comprendia reactividades de autoanticuerpos contra citocinas, quimiocinas y
los IFN de tipo IITI IFNA2 e IFNA3 (Fig. 1le). En particular, la gravedad de la
enfermedad COVID-19 fue un predictor significativo de la puntuacion del
segundo componente principal (Datos extendidos Fig. 4f, g ). Estos hallazgos
sugieren que los autoanticuerpos contra citocinas y quimiocinas pueden
contribuir a la gravedad de la enfermedad en COVID-19.

Efectos de los autoanticuerpos virologicos e
iInmunologicos

Debido a que los autoanticuerpos en pacientes pueden influir en las
concentraciones circulantes de sus proteinas diana, examinamos las
concentraciones plasmaticas de citocinas y quimiocinas en pacientes con
autoanticuerpos contra estas proteinas. En algunos casos, los autoanticuerpos
se asociaron con aumentos aparentes en sus dianas de autoantigeno (Datos
extendidos Fig. 5b, f, j, m ), mientras que en otros casos se correlacionaron
con disminuciones aparentes (Datos extendidos Fig. 5k, 1).

Para evaluar més directamente los posibles efectos inmunomoduladores de los
autoanticuerpos dirigidos a citocinas y quimiocinas en pacientes con COVID-
19, evaluamos la actividad in vitro de autoanticuerpos

seleccionados. Encontramos que la 1gG de pacientes con autoanticuerpos anti-
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GM-CSF, anti-CXCL1 o anti-CXCL7 podria antagonizar la sefializacion de
GM-CSF, CXCL1y CXCLY7, respectivamente (Fig. 2a, b ). Ademas,
encontramos que el plasma o la IgG de pacientes con autoanticuerpos anti-
CD38 o0 anti-CD3¢ condujeron a un aumento de la fagocitosis celular
dependiente de anticuerpos por macréfagos de células B Raji o células T
Jurkat, respectivamente (Figura 2c , Datos extendidos Figura 4h , I). Estos
resultados demuestran que los autoanticuerpos dirigidos al sistema
inmunoldgico en pacientes con COVID-19 pueden inhibir directamente la
actividad de citocinas y quimiocinas, y activar las funciones efectoras de FcR
que podrian conducir al agotamiento de las células inmunitarias en los
pacientes afectados.

Fig. 2: Los autoanticuerpos dirigidos a la inmunidad en pacientes con

COVID-19 tienen efegtos funcionales.
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a , ensayo de sefalizacion de GM-CSF realizado con 1gG de un paciente con
COVID-19 que resulto positivo para el autoanticuerpo anti-GM-CSF (circulos
rosas) y dos trabajadores sanitarios no infectados (cuadrados grises). Los
resultados son promedios de duplicados técnicos de un experimento. b ,
Ensayos de sefializacion de CXCLL1 (izquierda) y CXCL7 (derecha) realizados
con IgG de pacientes con COVID-19 que dieron positivo al autoanticuerpo
anti-CXCL1 o anti-CXCL7 (AADb) y de trabajadores sanitarios (PS). Los
resultados son promedios de tres réplicas o duplicados técnicos. RLU, unidad
de luminiscencia relativa. C, Ensayo de fagocitosis de macréfagos realizado
con células Raji (izquierda) o Jurkat (derecha), usando plasma o 1gG de
pacientes con COVID-19 que fueron positivos para autoanticuerpos anti-
CD38 o anti-CD3e, respectivamente, monoclonales anti-CD38 0 anti-CD3¢
anticuerpos (controles positivos) y plasma o 1gG de trabajadores sanitarios,
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respectivamente (n = 1 para todos los grupos). Se muestran réplicas
técnicas. Los resultados en b, ¢ son representativos de dos experimentos
independientes. d , Comparaciones longitudinales de la carga viral del SARS-
CoV-2 entre pacientes con autoanticuerpos (positivos) y sin (negativos) contra
los IFN de tipo I. Se muestran regresiones lineales (lineas continuas) y bandas
de confianza del 95% (&reas sombreadas) para cada grupo. d, dia. nortelos
valores incluyen muestras longitudinales del mismo paciente. e - g,
porcentaje medio de células B ( e ), proporciones relativas de monocitos
clasicos, intermedios y no clasicos ( f) y porcentaje medio de

células T CD4 - (g ) entre leucocitos periféricos en trabajadores sanitarios y
pacientes con COVID-19 estratificados por gravedad de la enfermedad y
reactividad REAP positiva (autoanticuerpo positivo) (puntuacion REAP > 2)
frente a proteinas que muestran células B (CD38, FcuR y FCRL3) (e),
proteinas que se muestran preferentemente en monocitos clasicos e
intermedios (CCR2, CCRL2, FFAR4, SYND4 y CPAMDS) (f)y CD3e ( 9),
respectivamente. Las estrategias de activacion para e - g se muestran en la
Fig. 8 de datos extendidos . Los datos de e , g se presentan como diagramas de
caja con el primer cuartil, mediana, tercer cuartil, bigotes (valores minimo y
méaximo dentro del primer o tercer cuartil £ 1,5 x el rango intercuartilico) y
los puntos de datos individuales indicados. La significancia se determiné
usando un modelo mixto lineal generalizado ( d ) (Métodos) o una prueba de
suma de rangos de Wilcoxon de dos lados (e ). Enb,c,e-g, nlos valores
indican muestras de pacientes Unicos. Todas las barras de error representan sd
Datos fuente

Imagen de tamaiho completo

Para investigar los efectos viroldgicos potenciales de los autoanticuerpos
dirigidos a citocinas y quimiocinas, examinamos un subconjunto de pacientes
con COVID-19 con autoanticuerpos contra los IFN de tipo I. De acuerdo con
informes anteriores 11 , encontramos que estos autoanticuerpos pueden
neutralizar la actividad de sefializacion de los IFN de tipo I in vitro (Datos
extendidos Fig. 4], k). Para evaluar ain maés los efectos funcionales de estos
autoanticuerpos, comparamos cargas virales compuestas longitudinales en
pacientes que tenian autoanticuerpos contra IFN de tipo I con los que no los
tenian. Después de controlar las contribuciones de la edad, el sexo, los dias
desde el inicio de los sintomas y las respuestas de 1gG anti-SARS-CoV-2, los
pacientes con autoanticuerpos contra los IFN de tipo | tenian cargas virales
promedio significativamente aumentadas en comparacién con los pacientes
que carecian de estos autoanticuerpos (Fig. 2d , Datos extendidos

Fig. 41 ). También encontramos que los pacientes con autoanticuerpos contra
los IFN de tipo | tenian una mayor duracion de ingreso hospitalario en
comparacion con los que no los tenian (Datos extendidos, Fig.4m). Estos
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resultados indican que los autoanticuerpos contra los IFN de tipo | alteran el
aclaramiento viroldgico en pacientes con COVID-19.

Para investigar los efectos in vivo de los autoanticuerpos contra las proteinas
de la superficie de las células inmunes en COVID-19, buscamos asociaciones
entre estos autoanticuerpos y la composicion de los leucocitos sanguineos. En
primer lugar, nos centramos en dos grupos de antigenos: los expresados en
células B (CD38, FcuR y FcRL3) y los expresados preferentemente en
monocitos clasicos e intermedios (CCR2, CCRL2, FFAR4, SYND4 y
CPAMDS, que identificamos a partir de un ARN publico). conjunto de datos
de secuenciacion 18 ). Encontramos que los pacientes con autoanticuerpos
contra linfocitos B o0 antigenos de monocitos clasicos e intermedios tenian
frecuencias mas bajas de linfocitos B ( Fig.2e ) e IgM anti-SARS-CoV-2-RBD
(Datos extendidos Fig.6a ) o de antigenos clasicos e intermedios. monocitos

( Fig.2f , Datos extendidos Fig.6b ), respectivamente, en comparacion con los
pacientes que fueron emparejados por la gravedad de la enfermedad pero
negativos para estos autoanticuerpos. Al observar las reactividades
individuales, encontramos que un paciente con autoanticuerpos anti-CD3¢
tenia compartimentos de células asesinas naturales y B intactos, pero niveles
marcadamente reducidos de linfocitos T CD4 +, CD8 +y asesinos naturales
(Fig. 2g , Datos extendidos Fig. 6¢, d ). De manera similar, un paciente con
autoanticuerpos anti-CD38 exhibid una frecuencia mas baja de células
asesinas naturales y células T CD4 + o CD8 -+ activadas , todas las cuales
también expresan CD38 (Datos extendidos Fig. 6f). Es de destacar que
encontramos que la 1gG o el plasma de estos pacientes podrian mediar en la
fagocitosis celular dependiente de anticuerpos contra las células Jurkat o Raji,
respectivamente, in vitro (Fig. 2c ). En conjunto, estos datos muestran que los
autoanticuerpos que se dirigen a las proteinas de la superficie de las células
inmunes pueden conducir al agotamiento de poblaciones de células
inmunitarias especificas en pacientes con COVID-109.

Los autoanticuerpos aumentan la gravedad de la
enfermedad en ratones

Para evaluar directamente el efecto de los autoanticuerpos dirigidos a
citocinas en la patogénesis de COVID-19 in vivo, utilizamos ratones que
expresan transgénicamente ACE2 humano bajo el promotor de queratina 18
humana (ratones K18-hACE2) para recapitular aspectos de la patogénesis de
COVID-19 en humanaos. tras la infeccién por SARS-CoV-2 19-20-21 . Dado el
enriquecimiento de autoanticuerpos dirigidos a IFN de tipo | en pacientes con
COVID-19 grave, primero examinamos el efecto del bloqueo de IFN de tipo |
mediado por anticuerpos in vivo. Encontramos que los ratones que fueron
pretratados con anticuerpos neutralizantes contra IFNAR (el receptor de
interferon-a./ B) eran mas susceptibles a la infeccion por SARS-CoV-2; tenian
una mayor pérdida de peso (Fig. 3a) y una supervivencia reducida
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(Fig. 3b). Ademas, en comparacion con los ratones infectados con SARS-
CoV-2 que fueron tratados con solucion salina tamponada con fosfato (PBS),
los ratones infectados tratados con anti-IFNAR mostraron un retraso en el
reclutamiento de monocitos, la maduracion y la diferenciacion de macrofagos
proinflamatorios en los pulmones (Datos extendidos, Fig. 7b) . —D ), asi como
marcadas disminuciones en la frecuencia relativa y el nimero absoluto

de células asesinas naturales activadas (CD44 - CD69 +) y células T CD4 +,
CD8 +y yd (Datos extendidos Fig. 7e, f). En conjunto, estos hallazgos
demuestran que el bloqueo temprano de la sefializacién del IFN tipo I por los
anticuerpos (que imita los efectos de los autoanticuerpos preexistentes que se
dirigen al IFN tipo 1) da como resultado una enfermedad agravada e interfiere
con la activacion mieloide y linfoide en respuesta al SARS-CoV-2. infeccion.

Fig. 3: Los autoanticuerpos dirigidos al sistema inmunoldgico aumentan
la gravedad de la enfermedad en un modelo de raton de COVID-19.
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Time (d after infection) Time (d after infection) Time (d after infection) Time (d after infection)
a- g, ratones K18-hACE?2 se infectaron intranasalmente con una dosis
subletal (b, ¢) o unadosis letal media ( d - g ) de SARS-CoV-2 (aislado
USA-WAL1 /2020) y se trataron con los anticuerpos indicados ( administrado
por via intraperitoneal a la dosis indicada por raton en los puntos de tiempo
indicadosena). b, ¢, Peso corporal normalizado ( b ) y supervivencia
definida como 10% de pérdida de peso o mortalidad ( ¢ ) de ratones K18-
hACE2 tratados con PBS o anti-IFNAR desde el dia 1 al 14 después de la
infeccion. d - g, La supervivencia se define como la pérdida de peso del 20%
o la mortalidad de los ratones K18-hACE?2 tratados con anti-IL-18 ( d ), anti-
IL-1B (e), anti-IL-21R ( f), anti-GM-CSF ( g ) o tratados con PBS desde el
dia 1 al 14 después de la infeccion. La significancia en ¢ - g se determino
mediante la prueba de log-rank (Mantel-Cox). Todas las barras de error son
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sem. Todos los valores n indican ratones biolégicamente independientes,
examinados en dos experimentos independientes.
Datos fuente

Imagen de tamano completo

Mas alla de los IFN de tipo I, identificamos pacientes con COVID-19 con
autoanticuerpos que se dirigen a componentes de la via de la interleucina-18
(IL-18) (en particular, IL-18Rp) (Datos extendidos, Fig. 4d ), que tiene un
papel critico en respuestas antivirales de los linfocitos T CD8 +y asesinos
naturales 2223 . Para examinar el efecto de las alteraciones de la via de la IL-
18 en la infeccién por SARS-CoV-2, administramos anticuerpos
neutralizantes anti-1L-18 a ratones K18-hACE2 inmediatamente antes de la
infeccion. Descubrimos que el bloqueo de IL-18 aumentd en gran medida la
susceptibilidad de estos ratones a la infeccién por SARS-CoV-2 (Fig. 3d
Datos extendidos Fig. 7k ), resultd en una carga viral significativamente
mayor (Datos extendidos Fig. 7g, h) y condujo a una frecuencia y numero
disminuidos de células asesinas naturales efectoras con propiedades
citotdxicas mejoradas (CD11b - 0 KLRG1 +) (Datos extendidos Fig. 7i,

] ). Estos resultados destacan el papel disruptivo que puede tener el bloqueo de
IL-18 mediado por autoanticuerpos en la respuesta inmune al SARS-CoV-2.

Ademas, identificamos IL-1p, IL-21 y GM-CSF como dianas de
autoanticuerpos de citocinas en pacientes con COVID-19. Tanto la IL-1B
como la IL-21 participan directamente en la defensa antiviral del

huésped 2425 e IL-21 es un importante contribuyente al segundo componente
principal en nuestro andlisis de componentes principales de autoanticuerpos
dirigidos al sistema inmunoldgico en COVID-19 (Fig. 1e ). . GM-CSF tiene
un papel fundamental en el aumento de la defensa antiviral innata mediada por
macrofagos alveolares 26 . De acuerdo con las propiedades antivirales de estas
tres citocinas, encontramos que los ratones que recibieron anticuerpos anti-IL-
1B, anti-IL-21R 0 anti-GM-CSF se volvieron sustancialmente méas
susceptibles a la infeccion por SARS-CoV-2, ya que tenian significativamente
disminucién de la supervivencia (fig. 3e-g) y perdieron mas peso (Datos
extendidos Fig. 71 —n) tras la infeccion por SARS-CoV-2 que hicieron los
ratones tratados con PBS.

Correlaciones de autoanticuerpos dirigidos a tejidos

Ademas de los autoanticuerpos dirigidos al sistema inmunoldgico, también
observamos una alta prevalencia de autoanticuerpos asociados a tejidos en
pacientes con COVID-19 (Fig. 4a ). Estos autoanticuerpos se dirigieron contra
células vasculares, factores de coagulacion y plaguetas, tejido conectivo,
componentes de la matriz extracelular y varios sistemas de 6rganos, incluidos
los pulmones, el compartimento del sistema nervioso central, la piel, el tracto
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gastrointestinal y otros tejidos. Para evaluar si cualquiera de estos
autoantigenos putativos se asociaron con perturbaciones significativas en
fenotipo clinico, se realiz6 un analisis exploratorio de datos utilizando una
comun, lineales generalizados modelo de efectos mixtos (Extended Data

Fig. 9). Encontramos que algunos de los autoantigenos (como NXPH1,
PCSK1, SLC2A10 y DCD) se correlacionaron significativamente con
marcadores clinicos que se sabe que estan asociados con una mayor gravedad
de la enfermedad COVID-19 (como D- dimero, ferritina, C-reactivo proteina y
lactato) 2728 . Dada la extension de los autoantigenos especificos del sistema
nervioso central que identificamos en nuestra pantalla REAP y los informes
anteriores sobre el potencial de neuroinvasion del SARS-CoV-2 29,
examinamos ademas si alguno de los autoanticuerpos se correlacionaba con
las puntuaciones de la Escala de coma de Glasgow de alguno de los
pacientes. Encontramos que diez pacientes con COVID-19 desarrollaron
autoanticuerpos contra HCRTR2, que es un receptor de orexina que se
enriquece en el hipotalamo. Observamos una marcada correlacion negativa
entre los niveles de autoanticuerpos HCRTR2 en estos pacientes y
puntuaciones de la escala de coma de Glasgow excepcionalmente bajas, que
abarcan el momento de la recogida de la muestra (Fig. 4b ). Ademas,
validamos la presencia de estos autoanticuerpos en dos pacientes usando un
ELISA (Fig. 4c) y, usando un ensayo de sefializacion de orexina in vitro,
encontramos que los autoanticuerpos de HCRTR2 en un paciente
antagonizaban la actividad de HCRTR2 (Fig. 4d ).

Fig. 4: Los autoanticuerpos contra los antigenos asociados a tejidos son
prevalentes y funcionales en pacientes con COVID-109.
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a, Mapa de calor de las puntuaciones REAP asociadas a tejidos estratlflcadas
por gravedad de la enfermedad. SNC, sistema nervioso central; coag., factores
de coagulacion; Gl, gastrointestinal; pleio., pleiotropico. b, Correlacion de las
puntuaciones de HCRTR2 REAP con las puntuaciones de la Escala de coma
de Glasgow (GCYS) en pacientes con COVID-19 (n =89, p de Spearman =
—0,20, P =0,052). Se muestran la regresion lineal (lineas continuas) y las
bandas de confianza del 95% (areas sombreadas). Los pacientes se colorean
segun la puntuacion clinica. La significancia de la correlacion de Spearman se
determinG mediante la aproximacion t asintética con una prueba de dos

caras. C, ELISA de autoanticuerpo pan-IlgG HCRTR2 de un solo punto
realizado con una dilucién de plasma 1:50. La linea punteada representa el
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promedio de individuos no infectados (trabajadores de la salud) + 3 sd Los
resultados son promedios de duplicados técnicos de un experimento. OD,
densidad Optica. d , Ensayo de sefializacion de orexina realizado con IgG de
pacientes con COVID-19 que dieron positivo al autoanticuerpo anti-HCRTR2
y de trabajadores sanitarios. Los resultados son promedios de tres réplicas
técnicas de un experimento. Todos los valores n indican muestras de pacientes
unicos. Todas las barras de error representan sd

Datos fuente

Imagen de tamaino completo

Discusion

El grado de reactividades de autoanticuerpos observados en pacientes con
COVID-19 sugiere que la inmunopatologia humoral es un aspecto intrinseco
de la patogenia de COVID-19. Al seleccionar muestras de pacientes con la
plataforma REAP, hemos identificado y validado numerosas proteinas dianas
en una amplia gama de tejidos y funciones inmunologicas y fisiologicas. Estos
autoanticuerpos tenian potentes actividades funcionales y podrian
correlacionarse directamente con varios parametros virologicos,
inmunologicos y clinicos in vivo en muestras de pacientes con COVID-

19. Nuestro analisis de las trayectorias de la puntuacion REAP y las
comparaciones con las respuestas humorales del SARS-CoV-2 sugieren que
algunos de estos autoanticuerpos probablemente precedieron a la infeccion,
mientras que otros fueron inducidos después de la infeccion. Es mas, Los
sustitutos de raton de estos autoanticuerpos condujeron a un aumento de la
gravedad de la enfermedad en un modelo de raton de infeccion por SARS-
CoV-2. Estos resultados proporcionan evidencia de que los autoanticuerpos
son capaces de alterar el curso de COVID-19 perturbando la respuesta inmune
al SARS-CoV-2 y la homeostasis tisular.

La diversidad de respuestas de autoanticuerpos en pacientes con COVID-19
también subraya la importancia de encuestas de alto rendimiento e imparciales
a escala de proteomas para objetivos de autoanticuerpos. Mas alla de validar
el ejemplo bioldgicamente convincente de autoanticuerpos que se dirigen a los
IFN de tipo | en COVID-19, nuestros estudios implicaron muchas otras vias
inmunes que son el objetivo de los autoanticuerpos en COVID-19. También
detectamos autoanticuerpos contra varios antigenos asociados a tejidos e
identificamos correlaciones entre estos autoanticuerpos y marcadores clinicos
inflamatorios como D- dimero, ferritina, proteina C reactiva y lactato en
pacientes con COVID-19. Muchos de los autoanticuerpos tisulares que
identificamos también estaban presentes en diversos compartimentos
fisiologicos que con frecuencia han estado implicados en el sindrome post-
COVID-19.30 . Por ejemplo, identificamos autoanticuerpos contra el receptor
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de orexina HCRTR2 que, ex vivo, podrian inhibir la sefializacion de la
orexina, que tiene un papel importante en la regulacion de la vigilia y el
apetito 31 . En Gltima instancia, si los autoanticuerpos especificos identificados
aqui tienen un papel en el establecimiento del sindrome post-COVID-19, y si
persisten mas alla de la fase aguda de COVID-19, merece una mayor
investigacion.

En resumen, nuestros analisis han revelado un panorama expansivo de
autoanticuerpos en pacientes con COVID-19 e identificado autoanticuerpos
distintos que ejercieron resultados inmunoldgicos y clinicos notables. Estos
resultados implican vias inmunoldgicas previamente subestimadas en la
etiologia de COVID-19 y sugieren paradigmas terapéuticos que se centran en
modular estas vias, ademas de atenuar los autoanticuerpos

mismos. Finalmente, nuestros hallazgos proporcionan una sélida justificacion
para la investigacion mas amplia de autoanticuerpos en la patogénesis de
enfermedades infecciosas.

Métodos

No se utilizaron métodos estadisticos para predeterminar el tamafio de la
muestra. Para la investigacion realizada en muestras humanas, no se realizé la
aleatorizacion ya que estos estudios fueron de naturaleza observacional. Para
los experimentos con ratones, se asignaron aleatoriamente ratones de la misma
edad y sexo a grupos experimentales. Para la pantalla REAP, las mediciones
de citometria de flujo de células mononucleares de sangre periférica humana y
las mediciones de citocinas plasmaticas, los investigadores estaban cegados a
la informacion clinica y las puntuaciones clinicas de los pacientes hasta
después de la recopilacion y el andlisis de datos. Para todos los demaés
experimentos, los investigadores no estaban cegados a la informacion clinica
y las puntuaciones clinicas de los pacientes durante la recopilacion y el
andlisis de datos.

Declaracién de Etica

Este estudio fue aprobado por las Juntas de Revision Institucional del
Programa de Proteccion de la Investigacion Humana de Yale (FWA00002571,
ID de protocolo 2000027690). Se obtuvo el consentimiento informado de
todos los pacientes y trabajadores sanitarios incluidos.

Pacientes

Como se describid anteriormente 1y se reproduce aqui por motivos de
accesibilidad, se incluyeron en este estudio 197 pacientes ingresados en el
Hospital Yale New Haven con COVID-19 entre el 18 de marzo y el 5 de
mayo de 2020. No se utilizaron métodos estadisticos para predeterminar el
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tamario de la muestra. Se recolectaron muestras nasofaringeas y de saliva
como se describio previamente 32, aproximadamente cada cuatro dias, para el
andlisis de qPCR de transcripcion inversa del SARS-CoV-2 cuando sea
clinicamente factible. La sangre completa emparejada para el analisis de
citometria de flujo se recogié simultaneamente en recipientes al vacio
recubiertos con heparina de sodio y se mantuvo en agitacion suave hasta el
procesamiento. Toda la sangre se proceso el dia de la recoleccion. Se puntué a
los pacientes segun la gravedad de la enfermedad COVID-19 mediante la
revision de los registros médicos electronicos en cada punto de tiempo
longitudinal. Las puntuaciones fueron asignadas por un medico clinico
especializado en enfermedades infecciosas de acuerdo con una escala de
gravedad de la enfermedad desarrollada a medida. El estado de enfermedad
moderada (puntuacion clinica 1-3) se definié como: infeccion por SARS-
CoV-2 que requirié hospitalizacion sin oxigeno suplementario (1); infeccion
que requiere oxigeno suplementario no invasivo (<3 | min ! para mantener la
SpO , > 92%) (2); e infeccion que requiere oxigeno suplementario no invasivo
(> 3 I min - para mantener la SpO . > 92%, 0> 2 | min - para mantener la
SpO . >92% y tenia una proteina C reactiva (PCR) de alta sensibilidad> 70 )
y recibio tocilizumab) (3). El estado de enfermedad grave (puntuacion clinica
4 0 5) se definié como una infeccidén que cumplia con todos los criterios para
la puntuacion clinica 3 y también requeria ingreso en la unidad de cuidados
intensivos y> 6 | min '« oxigeno suplementario para mantener la SpO , >
92% (4); o infeccion que requiera ventilacién mecanica invasiva u
oxigenacion por membrana extracorporea ademas de la administracion de
glucocorticoides o vasopresores (5). Se asignd una puntuacion clinica de 6 a
los pacientes fallecidos. Para todos los pacientes, los dias desde el inicio de
los sintomas se estimaron de la siguiente manera: (1) se dio la maxima
prioridad a las fechas de inicio explicitas proporcionadas por los pacientes; (2)
se le dio la siguiente prioridad maés alta al sintoma mas temprano informado
por un paciente; y (3) en ausencia de informacion directa sobre el inicio de los
sintomas, estimamos una fecha a traves de la evaluacion manual de los
registros médicos electrénicos por un médico independiente. La informacion
demogréfica se agrego a través de una revision sistematica y retrospectiva de
los registros medicos electronicos de los pacientes y se utilizd para construir la
Tabla de datos ampliados 1. Los datos clinicos se recopilaron mediante el
software EPIC EHR y REDCap 9.3.6. En el momento de la adquisicion y el
procesamiento de la muestra, los investigadores desconocian las condiciones
de los pacientes. La adquisicion de sangre fue realizada y registrada por un
equipo separado. La informacion sobre las condiciones de los pacientes no
estuvo disponible hasta después del procesamiento y andlisis de los datos
brutos mediante citometria de flujo y ELISA. Un equipo clinico, separado del
equipo experimental, realizé revisiones de graficos para determinar las
estadisticas relevantes. Los analisis de clasificacion de citocinas y células
activadas por fluorescencia se realizaron a ciegas. La informacion clinica de
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los pacientes y la codificacidn de la puntuacion clinica se revelaron solo
después de la recopilacion de datos.

Adquisicion de datos clinicos

Los datos clinicos de pacientes y trabajadores de la salud se extrajeron de la
plataforma de salud computacional de Yale — New Haven Health 33-34 en el
modelo de datos Observational Medical Outcomes Partnership. Para cada
muestra de investigacion, se obtuvieron estadisticas resumidas, incluidos los
valores minimo, medio, mediano y maximo para las mediciones clinicas
relevantes, incluida la escala de coma de Glasgow, dentro de + 1 dia de la
recoleccion de la bioespecificacion. Los criterios de valoracién de la gravedad
de la enfermedad, incluido el ingreso, el uso de oxigeno suplementario y la
ventilacion invasiva, se validaron como se describio anteriormente 35 .

Mediciones de ARN viral de muestras nasofaringeas humanas

Las concentraciones de ARN se midieron a partir de muestras nasofaringeas
humanas mediante RT-gPCR como se describi6 anteriormente 32 . En
resumen, se extrajo el acido nucleico total de 300 ul de medio de transporte
viral (hisopo nasofaringeo) utilizando el kit de aislamiento de acido nucleico
viral / patogeno MagMAX (ThermoFisher) y se eluyo en 75 ul de tampon de
elucion. Para la deteccion de ARN del SARS-CoV-2, se probaron 5 ul de
plantilla de ARN como se describi6 anteriormente 3s, utilizando los conjuntos
de cebadores / sondas de RT — PCR en tiempo real de los Centros para el
Control y la Prevencion de Enfermedades de EE. UU. 2019-nCoV_N1y
2019-nCoV_Nz2, asi como la RNasa P humana como control de

extraccion. Las copias de ARN del virus se cuantificaron usando una curva
estandar de dilucion diez veces mayor de las transcripciones de ARN que se
genero previamente. Si la concentracion de ARN era inferior al limite de
deteccion (ND) que se determind previamente, el valor se establecié en 0y se
utilizo para los analisis.

Induccion de levadura

Todas las levaduras fueron inducidas como se describio previamente 7 . En
resumen, un dia antes de la induccidn, la levadura se expandié en medio de
dextrosa sintética sin uracilo (SDO-Ura) a 30 ° C. Al dia siguiente, las
levaduras se indujeron mediante resuspension a una densidad Optica de 1 en
medio de galactosa sintética sin uracilo (SGO-Ura) suplementado con SDO-
Ura al 10% y cultivando a 30 ° C durante aproximadamente 18 h.

RECOGER
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El aislamiento de anticuerpos IgG para REAP se realiz6 como se describio
anteriormente [ 71 . En resumen, se agregaron Triton X-100 y RNase A a las
muestras de plasma en concentraciones finales de 0.5% y 0.5 mg ml ,
respectivamente, y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos
antes de su uso para reducir el riesgo de cualquier virus potencial en el
plasma. Se lavaron veinte pl de resina magnética de proteina G (soluciones
liticas) con PBS estéril, se resuspendieron en 75 pl de PBS esteéril y se
afiadieron a 25 pl de plasma. La mezcla de plasma y resina se incub6 durante
la noche a 4 ° C con agitacion. La resina se lavo con PBS estéril, se
resuspendio en 90 pl de glicina 100 mM, pH 2,7, y se incub6 durante cinco
minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se extrajo y se afiadié a 10
pl de Tris 1 M estéril pH 8,0. En este punto, se midié la concentracion de 1gG
usando un espectrofotometro NanoDrop 8000 (Thermo Fisher

Scientific). Para generar IgG empobrecida en levadura para su uso en REAP,
se afladio 1gG purificada a 10 ¢indujo levadura de vector vacio (pDD003) y se
incubo durante 3 ha 4 ° C con agitacion. Se colocaron mezclas de levadura-
IgG en placas de filtro de 96 pocillos de 0,45 um (Thomas Scientific) y se
eluyo la IgG empobrecida en levadura en placas estériles de 96 pocillos
mediante centrifugacion a 3.000 g durante 3 min.

La seleccidn de la biblioteca de levadura para REAP se realizé como se
describid anteriormente [ 71 . En resumen, se apartaron 400 pul de la biblioteca
de levadura inducida para permitir la comparacién con las bibliotecas de post-
seleccion. Entonces, 10 slevadura inducida se afiadieron a los pocillos de una
placa de microtitulacion de fondo en V de 96 pocillos estériles, se
resuspendieron en 100 pl de PBE (PBS con BSA al 0,5% y EDTA 0,5 mM)
que contenian 10 pg de anticuerpo derivado del paciente, y se incubaron con
agitacion durante 1 ha 4 ° C. Las levaduras se lavaron dos veces con PBE, se
resuspendieron en 100 pl de PBE con una dilucién 1: 100 de anticuerpo Fc
IgG antihumano de biotina (clon HP6017, BioLegend) y se incubaron con
agitacion durante 1 ha 4 ° C. Las levaduras se lavaron dos veces con PBE, se
resuspendieron en 100 pl de PBE con una dilucion 1:20 de Streptavidin
MicroBeads (Miltenyi Biotec) y se incubaron con agitacion durante 30 min a
4 ° C. Todos los pasos siguientes se llevaron a cabo a temperatura

ambiente. Se colocaron columnas Multi-96 (Miltenyi Biotec) en un separador
MultiMACS M96 (Miltenyi Biotec) en modo de seleccion positiva y las
columnas se equilibraron con etanol al 70% y PBE desgasificado. Las
levaduras se resuspendieron en 200 ul de PBE desgasificado y se colocaron en
las columnas. Las columnas se lavaron tres veces con PBE desgasificado. Para
eluir la levadura seleccionada, se retiraron las columnas del separador y se
colocaron sobre placas de 96 pocillos profundos. Luego, se afiadieron 700 pl
de PBE desgasificado a cada pocillo de la columnay la columna y la placa de
pozos profundos se centrifugaron brevemente. Este proceso se repitid tres
veces. Las levaduras se recuperaron en 1 ml de SDO-Ura a 30 ° C.
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El ADN se extrajo de bibliotecas de levadura utilizando kits de Miniprep de
plasmido de levadura Zymoprep-96 o Kits de Miniprep 11 de plasmido de
levadura Zymoprep (Zymo Research) de acuerdo con los protocolos estandar
del fabricante. Se utiliz6 una primera ronda de PCR para amplificar una
secuencia de ADN que contenia el codigo de barras de visualizacion de la
proteina en el plasmido de levadura. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo
utilizando 1 pl de ADN plasmidico, cebadores 159 DIF2 y 159 DIR2,y las
siguientes configuraciones de PCR: desnaturalizacion a 98 ° C, hibridacién a
58 ° C, extension a 72 ° C, 25 rondas de amplificacion. Se realizé una segunda
ronda de PCR utilizando 1 pl de producto de PCR de primera ronda,
cebadores de biblioteca de indice dual Nextera i5 e i7 (Illumina) junto con
cebadores de indice dual que contienen indices personalizados y los siguientes
ajustes de PCR: desnaturalizacion a 98 ° C, 58 ° C recocido, extensién a 72 °
C, 25 rondas de amplificacion. Los productos de la PCR se combinaron y se
procesaron en un gel de agarosa al 1%. Se corto la banda correspondiente a
257 pares de bases y se extrajo el ADN (biblioteca NGS) utilizando un kit de
extraccion de gel QIAquick (Qiagen) de acuerdo con los protocolos estandar
del fabricante. La biblioteca NGS se secuencid utilizando un Kit de alto
rendimiento de 75 ciclos de Illumina NextSeq 500 y NextSeq 500/550 v2.5
con secuenciacién de un solo extremo de 75 pares de bases de acuerdo con los
protocolos estandar del fabricante. Se recogié un minimo de 50.000 lecturas
por muestra y la biblioteca de preseleccion se muestred a una profundidad
diez veces mayor gque otras muestras. 5 con secuenciacion de un solo extremo
de 75 pares de bases de acuerdo con los protocolos estandar del fabricante. Se
recogio un minimo de 50.000 lecturas por muestra y la biblioteca de
preseleccion se muestred a una profundidad diez veces mayor que otras
muestras. 5 con secuenciacion de un solo extremo de 75 pares de bases de
acuerdo con los protocolos estandar del fabricante. Se recogié un minimo de
50.000 lecturas por muestra y la biblioteca de preseleccion se muestre6 a una
profundidad diez veces mayor que otras muestras.

REAP andlisis de datos

La puntuacion REAP se calculdé como se describio anteriormente 7 . En primer
lugar, se extrajeron los recuentos de codigos de barras a partir de datos NGS
sin procesar utilizando cddigos personalizados. A continuacion, se calculo el
enriquecimiento clonal y agregado utilizando edgeR 37 y codigos
personalizados. Para el enriquecimiento agregado, se sumaron los recuentos
de codigos de barras en todos los cddigos de barras Unicos asociados con una
proteina determinada, se normalizaron los tamarfios de las bibliotecas en las
muestras utilizando los parametros edgeR predeterminados, se estimé la
dispersion comun y por etiquetas utilizando los parametros edgeR
predeterminados y las pruebas exactas que compararon cada muestra con la
biblioteca de preseleccion se realizaron utilizando los parametros edgeR
predeterminados. El enriquecimiento agregado es, por tanto, los valores de
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cambio de pliegue transformados en log . de estas pruebas exactas con ceros
en lugar de cambios de pliegue negativos. registro ,Los valores de cambio de
pliegues transformados para el enriquecimiento clonal se calcularon de
manera idéntica, pero no se sumaron los recuentos de cddigos de barras en
todos los cédigos de barras Gnicos asociados con una proteina determinada. El
enriquecimiento clonal para una reactividad dada se definié como la fraccion
de clones del total de clones que se enriquecieron ( cambio de veces

de log , transformado > 2). Por tanto, la métrica de enriquecimiento clonal
penaliza progresivamente a las proteinas con fracciones menores de clones
enriquecidos. Esta métrica se implement6 porque una verdadera reactividad
deberia enriquecer tedricamente todos los clones de levadura que muestran
una proteina determinada.

Agregado ( E .) y enriquecimiento clonal ( E . ) para una proteina dada, un
factor de escala ( S . ) sobre la base del nimero de clones de levadura unicos
(levadura que tiene un codigo de barras de ADN Unico) que muestran una
proteina determinada, y un El factor de escala ( /5 :) sobre la base de la
frecuencia general de levadura en la biblioteca que muestra una proteina
determinada se utiliz6 como entradas para calcular la puntuacion REAP, que
se define como puntuacion REAP = E, x(E.)2 x B, x B¢.B.Yy B SON
factores de escala logaritmica que penalizan progresivamente la puntuacion
REAP de proteinas con nimeros bajos de codigos de barras Unicos o
frecuencias bajas en la biblioteca. £, se aplica a las proteinas con <5 clones de
levadura unicas en la biblioteca y £ « se aplica a las proteinas con una
frecuencia de < 0,0001 en la biblioteca. 5 ¢ se implemento para mitigar las
sefiales de enriquecimiento espureas de proteinas de baja frecuencia, que
podrian ocurrir debido a errores de secuenciacion o estocasticidad en el
proceso de seleccion. Se implementd S ., porque la métrica de enriquecimiento
clonal es menos valida para proteinas con un numero bajo de clones de
levadura unicos, lo que disminuye la confianza en la validez de la

reactividad. g .se define como ., =In(x,+0.5)/1.705y £ se define

como S+ =In(x¢+7.1)/1.16, donde x , es el nimero de clones de levadura
unicos para una proteina dada y x ; es el registro ;, de frecuencia-transformado
de una proteina dada en la biblioteca. Los antigenos (excluidos los RBD de
coronavirus y el IL-6R) con una puntuacion REAP media superior a 0,5 en
todas las muestras se definieron como "pegajosos” y se excluyeron de andlisis
posteriores. Los antigenos definidos como dirigidos al sistema inmunologico y
asociados a tejidos se identificaron manualmente.

Medicién ELISA de autoanticuerpos

En resumen, se afiadieron 200 ng de proteina recombinante comprada o
producida independientemente en 100 pl de PBS pH 7,0 a placas Immulon
2HB de fondo plano de 96 pocillos (Thermo Fisher Scientific) y se colocaron



a 4 ° C durante la noche. Las placas se lavaron una vez con 225 ul de tampén
de lavado ELISA (PBS + Tween 20 al 0,05%) y se afadieron al pocillo 150 pl
de tampdn de bloqueo ELISA (PBS + albumina de suero humano al 2%). Las
placas se incubaron durante 2 ha temperatura ambiente. Se eliminé el tampon
de bloqueo de ELISA de los pocillos y se afiadieron a cada pocillo las
diluciones apropiadas de muestra de plasma en 100 ul de tampdn de blogqueo
de ELISA. Las placas se incubaron durante 2 ha temperatura ambiente. Las
placas se lavaron 6 veces con 225 ul de tampdn de lavado ELISA y HRP anti-
IgG humana de cabra (Millipore Sigma) o HRP anti-lgG humana especifica
de isotipo (Southern Biotech; 1gG1: clon HP6001, IgG2: clon 31-7-). 4, 19G3:
clon HP6050, 1gG4: clon HP6025) en 100 ul de tampén de bloqueo de ELISA
se afiadio a los pocillos. Las placas se incubaron durante 1 ha temperatura
ambiente. Las placas se lavaron 6 veces con 225 pul de tampon de lavado
ELISA. Luego, se agregaron 50 pl de sustrato TMB (BD Biosciences) a los
pocillos y las placas se incubaron durante 20 a 30 minutos en la oscuridad a
temperatura ambiente. A continuacion, se afiadieron 50 pl de acido sulfurico 1
M a los pocillos y se midié la absorbancia a 450 nm en un lector de
microplacas multimodo Synergy HTX (BioTek). Las proteinas utilizadas son
las siguientes: ACKR1 — mlgG2a-Fc (producido internamente), BAMBI (Sino
Biological, 10890-H08H-20), C1gB (Sino Biological, 10941-H08B-20),
CCL15 (PeproTech, 300-43) , CCL16 (PeproTech, 300-44), CNPY3
(producido internamente), CNPY4 (producido internamente), CST5
(producido internamente), CD38 (R&D Systems, 2404-AC-010), GM-CSF (
producido internamente), CXCL1 (PeproTech, 300-11), CXCL3 (PeproTech,

Medicion ELISA de anticuerpos especificos contra el SARS-CoV-2

Los anticuerpos especificos del SARS-CoV-2 se midieron como se describid
previamente 38 . En resumen, las muestras de plasma se trataron primero con
Triton X-100 al 0,5% y 0,5 mg ml -2« RNasa A a temperatura ambiente
durante 30 min para inactivar los virus potencialmente infecciosos. Mientras
tanto, la proteina recombinante SARS-CoV-2 S1 (ACRO Biosystems, SIN-
C52H3) o la proteina recombinante SARS-CoV-2 RBD (ACRO Biosystems,
SPD-C82E9) se utilizo para recubrir placas MaxiSorp de 96 pocillos (Thermo
Scientific) en una concentracion de 2 pg ml en PBS en 50 pl por pocillo,
seguido de incubacion durante la noche a4 ° C. Se elimind el tampon de
recubrimiento y las placas se incubaron durante 1 ha temperatura ambiente
con 200 pl de solucién de bloqueo (PBS con 0,1% de Tween-20 y 3% de
leche en polvo). El plasma se diluyo 1:50 en solucion de dilucién (PBS con
0,1% de Tween-20 y 1% de leche en polvo) y se afiadieron 100 ul de suero
diluido durante 2 ha temperatura ambiente. Las placas se lavaron tres veces
con PBS-T (PBS con 0,1% de Tween-20) y 50 ul de anticuerpo IgG
antihumano HRP a una dilucién de 1: 5.000 (GenScript) o con anticuerpo de
peroxidasa IgM antihumana a una dilucion de 1: 5.000 ( Sigma-Aldrich) en
solucion de dilucién se afiadieron a cada pocillo. Después de 1 h de
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incubacion a temperatura ambiente, las placas se lavaron seis veces con PBS-
T. Las placas se revelaron con 100 pl de TMB Substrate Reagent Set (BD
Biosciences 555214) y la reaccion se detuvo después de 12 minutos mediante
la adicion de 100 pl de &cido sulfarico 2 N. A continuacion, se leyeron las
placas a una longitud de onda de 450 nm y 570 nm. Los valores de corte para
la seropositividad se determinaron como 0,392, 0,436 y 0,341 para IgG anti-
S1, IgM anti-S1 e IgG anti-RBD, respectivamente. Se analizaron ochenta y
sesenta y nueve muestras de plasma prepandémicas para establecer las lineas
de base negativas para los antigenos S1y RBD, respectivamente. Estos
valores se determinaron estadisticamente con un nivel de confianza del

99%. Se analizaron ochenta y sesenta y nueve muestras de plasma
prepandémicas para establecer las lineas de base negativas para los antigenos
S1y RBD, respectivamente. Estos valores se determinaron estadisticamente
con un nivel de confianza del 99%. Se analizaron ochenta y sesenta y nueve
muestras de plasma prepandémicas para establecer las lineas de base negativas
para los antigenos S1 'y RBD, respectivamente. Estos valores se determinaron
estadisticamente con un nivel de confianza del 99%.

Validacion funcional de autoanticuerpos anti-GM-CSF y
autoanticuerpos dirigidos a IFN de tipo |

Se cultivaron células TF-1 (ATCC, CRL-2003) en RPMI (+ 10% de FBS
inactivado por calor, 10 U ml ¢ penicilina, 100 mg ml ¢ estreptomicina,
piruvato de sodio 1 mM, 2 ng ml +« GM-CSF (PeproTech, 300-03)) y se
incubaron a 37 ° C, 5% de CO , . Células THP-1 (ATCC, TIB-202) se
cultivaron en RPMI (+ 10% FBS inactivado por calor, 10 U ml  penicilina,
100 mg ml  estreptomicina) y se incubo a 37 ° C, 5% de CO , . Para la
validacion de los autoanticuerpos de GM-CSF, las células TF-1 se privaron de
GM-CSF recombinante 18 h antes de los experimentos. GM-CSF a 200 pg

ml -se incubo con diluciones de 1gG purificada durante 15 min a temperatura
ambiente y luego se usa para estimular las células TF-1 en una placa de 96
pocillos (2 x 10 s células por pocillo) en un volumen final de 100 |
(concentracion final de 100 pg ml ). Para la validacién de los
autoanticuerpos contra IFN, se incubaron IFNo2 (R&D Systems, 11100-1) e
I[FNo (Peprotech, 300-02J) a 1500 pg ml 'y 2000 pg ml *, respectivamente,
con diluciones de 1gG purificada durante 15 min a temperatura ambiente y
luego se utiliza para estimular las células THP-1 en una placa de 96 pocillos
(3,5 x 105 células por pocillo) en un volumen final de 100 pul (concentraciones
finales de 750 y 1000 pg ml , respectivamente). La IgG se purifico del
plasma utilizando perlas magnéticas de proteina G (Soluciones Liticas) como
se describio anteriormente 7. Después de 15 min de estimulacion, las células
se fijaron en paraformaldehido al 4% durante 30 min, se lavaron con PBS y se
permeabilizaron en metanol al 100% sobre hielo durante 45 min. A
continuacion, las células se lavaron dos veces con PBE y se tifieron con anti-
STAT5 pY694 (1:50) (BD Biosciences, 562077) o anti-STAT1 pY701 (1:50)


https://www.nature.com/articles/s41586-021-03631-y#ref-CR7

(BD Biosciences, 612564) conjugado con PE y TruStain FcX humano (1 :
100) (Biolegend, 422302) durante 1 ha temperatura ambiente. Las células se
lavaron con PBE y se adquirieron en un citometro de flujo SONY

SA3800. Los datos se analizaron utilizando el software FlowJo version 10.6
(Tree Star). La sefial pSTAT se midié en funcién de la intensidad de
fluorescencia media (MFI). El porcentaje de sefial maxima se calculo restando
el MFI de fondo y calculando los valores como porcentaje de pSTAT MFI
inducido por citocinas en ausencia de IgG. Las curvas se ajustaron utilizando
una curva logistica sigmoidea de cuatro parametros. Las células TF-1y THP-1
se compraron comercialmente y no fueron autenticadas por nosotros. No se
analizaron las células TF-1y THP-1 para determinar la contaminacién por
micoplasma.

Validacion funcional de autoanticuerpos anti-CXCL1, anti-CXCL7 y anti-
HCRTR2

La sefializacion de CXCL1, CXCL7 y orexina se ensayo utilizando el sistema
PRESTO-TANGO 39 . Se sembraron células HTLA, una linea celular
derivada de HEK293 que expresa de manera estable B-arrestina-TEV y tTA-
luciferasa, en pocillos de una placa de 96 pocillos de fondo plano estéril para
cultivo de tejidos (35.000 células por pocillo) en 100 ul DMEM (+ 10% FBS,
1% de penicilina-estreptomicina) e incubado a 37 ° C, 5% de CO .. A las 18-
24 h después de la siembra (aproximadamente 80-90% de confluencia
celular), se mezclaron 200 ng de plasmido CXCR2-Tango o HCTR2-Tango
en 20 ul de DMEM y 600 ng de polietilenimina-max (Polysciences, 24765-1)
en 20 ul de DMEM , se incub¢ a temperatura ambiente durante 20 min y se
afiadio a cada pocillo. A las 18-24 h después de la transfeccion, el medio se
reemplazo6 con 100 pul de DMEM (+ 1% de penicilina-estreptomicina, HEPES
10 mM) que contenia 10 ng de CXCL7 (Peprotech, 300-14) o CXCL1
(PeproTech, 300-46), o 100 orexina A nM (Millipore Sigma, O6012) y 5 ug
de IgG aislada. La 1gG se purificd del plasma utilizando perlas magnéticas de
proteina G (Soluciones Liticas) como se describié anteriormente 7. A las 18-
24 h después de la estimulacion, el sobrenadante se reemplaz6 con 50 pl de
solucion Bright-Glo (Promega) diluida 20 veces con PBS con HEPES 20
mM. La placa se incub0 a temperatura ambiente durante 20 min en la
oscuridad y se cuantificd la luminiscencia usando un lector de microplacas
multimodo Synergy HTX (BioTek). Las células HTLA fueron un regalo de N.
Palm y se obtuvieron como se describi6 anteriormente [ 39] . Las células
HTLA se autenticaron segun su rendimiento en PRESTO-TANGO y no se
analizaron para detectar contaminacion por micoplasmas. Los plasmidos de
tango fueron un regalo de B. Roth (plasmido Addgene n. ° 66260)

Validacion funcional de autoanticuerpos anti-CD38 y anti-CD3¢
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Se aislaron células madre de médula 6sea del fémur y la tibia de ratones
C57BL / 6 de 8 semanas de edad. Las células se sembraron en RPMI (+ 10%
de FBS inactivado por calor, 10 U ml ¢ penicilina, 100 mg ml

¢ estreptomicina (CRPMI)) con medio acondicionado de fibroblastos L929 al
30% (v / v) como fuente de M-CSF y incubado a 37 ° C, 5% CO ,. El dia 3
después del aislamiento, se afiadieron a las placas 10 ml de medio
acondicionado de fibroblastos L929. Doscientos mil macréfagos derivados de
médula 6sea (7 dias después del aislamiento) se sembraron en placas de 6
pocillos no tratados con TC en medio cRPMI + 10% L929. Al dia siguiente,
se marcaron células Raji (ATCC, CCL-86) o Jurkat (ATCC, TIB-152) usando
CellTrace Far Red (Thermo Fisher) de acuerdo con los protocolos estandar del
fabricante. Para el ensayo de fagocitosis celular dependiente de anticuerpos de
células T, se incubaron células Jurkat marcadas con 100 pg ml -2¢ IgG de
control sano o autoanticuerpo CD3¢ + IgG de paciente durante 30 min en
hielo. Se us6 1gG2a de ratdn anti-CD3¢ humano (clon OKT3, Biolegend) a 5
ug ml -‘como control positivo. Las células Jurkat se lavaron con 10 ml de
PBS. Se afiadieron un millén de células Jurkat a cada pocillo y se incubaron
durante 3 h. Para el ensayo de fagocitosis celular dependiente de anticuerpos
de células B, las células Raji se incubaron con plasma de paciente inactivado
con complemento a una dilucion 1:50 en PBS durante 30 min en hielo. Se usé
IgG2a de raton anti-CD38 humano (clon MAB2404, R&D systems) a 5 g
ml- * como control positivo. Las células Raji se lavaron una vez con 10 ml de
PBS. Se agregaron quinientas mil células Raji a cada pocillo y se incubaron
durante 3 ha 37 ° C, 5% de CO .. Los macréfagos derivados de la médula dsea
se separaron de la placa después de una incubacion de 3 h con EDTA PBS 10
mM y se tifieron con anti-raton CD45-Pacific blue (clon 30-F11, Biolegend)
durante 30 min a 4 ° C. Las muestras se adquirieron en un citometro de flujo
CytoFLEX (Beckman Coulter). Las células Raji y Jurkat se compraron
comercialmente y no fueron autenticadas por nosotros. No se analizaron las
celulas Raji y Jurkat para determinar la contaminacion por micoplasmas.

Ratones

Se compraron ratones B6.Cg-Tg (K18-ACE2) 2Primn / J (K18-hACE2) (stock
no. 034860) y ratones C57BL / 6 (stock no. 000664) de Jackson Laboratories
y posteriormente se criaron y alojaron en Yale. Universidad. Se utilizaron
ratones mixtos de seis a diez semanas de edad durante todo el estudio. Todos
los ratones se alojaron en grupos de 5 a 6 ratones por jaula y se mantuvieron
en un ciclo de luz / oscuridad de 12 h (luces encendidas a las 07:00) a 22-25 °
C y 30-70% de humedad relativa bajo patdgeno especifico. condiciones

libres. Todos los procedimientos utilizados en este estudio (emparejados por
sexo Yy edad) cumplieron con las pautas federales y las politicas institucionales
del Comité de Uso y Cuidado de Animales de la Escuela de Medicina de
Yale. Todos los estudios de infeccion se realizaron en instalaciones de nivel 3



de bioseguridad animal en la Universidad de Yale de acuerdo con los
protocolos institucionales aprobados.

Infecciones de ratdon SARS-CoV-2 y tratamientos con anticuerpos

Antes de la infeccidn, los ratones se anestesiaron utilizando isoflurano al 30%
(v /v) diluido en propilenglicol. Luego, 50 ul de SARS-CoV-2 aislar USA-
WA1 /2020 (NR-52281; BEI Resources) a2 x 10 0 6 x 10 *Se administraron
unidades formadoras de placa (PFU) por ml por via intranasal a ratones,
equivalente a 1.000 (dosis subletal) o 3.000 (dosis letal media) PFU por raton,
respectivamente. Después de la infeccion, se controlaron diariamente la
pérdida de peso y la supervivencia. Los ratones reportados como "muertos” en
este estudio fueron encontrados muertos, moribundos o sacrificados al 90% o
al 80% de su peso corporal inicial. Para el bloqueo de IFNAR, los ratones se
trataron intraperitonealmente una vez con 2 mg de anticuerpos blogueantes un
dia antes de la infeccion (clon MAR1-5A3). Para el bloqueo de IL-18, los
ratones se trataron intraperitonealmente tres veces cada uno con 0,5 mg de
anticuerpos bloqueantes a los 0, 2 y 4 dias después de la infeccion (clon
YIGIF74-1G7). Para el bloqueo de IL-1B, GM-CSF o IL-21R, los ratones
fueron tratados intraperitonealmente tres veces cada uno con 0.2 mg de
anticuerpos bloqueantes a los 0, 2 y 4 dias despues de la infeccion (anti-I1L-1p:
clon B122; anti-GM -CSF: clon MP1-22E9; y anti-IL-21R: clon 4A9). La
primera inyeccién de anticuerpos anti-1L18, anti-1L-1f, anti-GM-CSF o anti-
IL-21R se administré al menos 8 a 10 h antes de la infeccion. Todos los
anticuerpos blogueantes se adquirieron de BioXCell.

analisis estadistico

Los detalles de los modelos lineales y el analisis de componentes principales
se pueden encontrar en los métodos complementarios . Los detalles
especificos de otros analisis estadisticos se encuentran en las leyendas de las
figuras. El analisis de datos se realizo utilizando MATLAB, GraphPad Prism,
Ry los siguientes paquetes de R: ggplot2, edgeR, tidyverse, tidyr, dplyr,
stringr, forcats, Ime4, emmeans y ggpubr.

Resumen de informes

Mas informacion sobre el disefio de la investigacion esta disponible en
el Resumen de informes de investigacion de Nature vinculado a este
documento.

Disponibilidad de datos

El conjunto de datos de secuenciacion de ARN publicado anteriormente esta
disponible publicamente en el Gene Expression Omnibus con el nimero de
acceso GSE107011 . Todos los datos analizados en este estudio estan
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE107011

disponibles en el articulo y en la informacion complementaria . Los datos que
no estan disponibles en el manuscrito estan disponibles de los autores
correspondientes a solicitud razonable. Los datos originales se proporcionan
con este documento.

Disponibilidad de cédigo

Los cddigos personalizados utilizados para el andlisis en este estudio estan
disponibles publicamente en https://github.com/ring-lab/COVID-
19 REAP_ nature 2021 .
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Figuras y tablas de datos ampliados

Datos extendidos Fig. 1 Pantalla REAP de pacientes con COVID-19.

a, Un esquema simplificado de REAP. Los anticuerpos se incuban con una
biblioteca de levadura con cédigo de barras que muestra miembros del
exoproteoma. Las levaduras unidas a anticuerpos se enriquecen mediante la
clasificacion basada en columnas magnéticas y el enriquecimiento se
cuantifica mediante la secuenciacion de proxima generacion. b , Mapa de
calor de todas las reactividades perfiladas en todas las muestras de pacientes
estratificadas por gravedad de la enfermedad y utilizando la misma escala de
colores que en la Fig. 1a . Los antigenos pegajosos (como se definen en
Métodos) se eliminaron del mapa de calor. ¢, Puntuaciones RBD REAP de
SARS-CoV-2 para muestras de pacientes con COVID-19 estratificadas por
reactividad ELISA RBD positiva o negativa. D, Puntuaciones REAP de IL-6R
para muestras de pacientes con COVID-19 estratificadas por tratamiento con
una terapia biologica anti-1L-6R (tocilizumab o sarilumab). Las muestras
recogidas al menos un dia después de la infusion se consideraron tratadas. Las
muestras recolectadas el dia de la infusion se excluyeron del anélisis debido a
la incertidumbre en el momento de la recoleccion de la muestra. La
significancia en ¢, d se determind usando un modelo lineal mixto

(Métodos). En ¢, d, n los valores incluyen muestras longitudinales del mismo
paciente.

Datos fuente
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Datos extendidos Fig. 2 Comparaciones de reactividades y parametros
clinicos 0 inmunol6gicos entre grupos de pacientes.

a , Numero de reactividades positivas por muestra en varios puntos de corte de
la puntuacion REAP, estratificados por la gravedad de la enfermedad. b , Dias
desde el inicio de los sintomas (DFSO) en muestras de pacientes con COVID-
19 grave o moderado. Los datos de dias desde el inicio de los sintomas no
estaban disponibles para un nimero limitado de muestras de cada grupo y no
estaban disponibles para ninguna muestra de individuos con COVID-19 leve o
sin sintomas. Se muestran la mediana (linea continua) y el primer y tercer
cuartil (lineas discontinuas). ¢ , Numero de reactividades positivas por
muestra en varios puntos de corte de la puntuacién REAP, estratificado por
sexo del paciente. d , NUmero de reactividades positivas en muestras de
pacientes con COVID-19, LES o APECED en varios puntos de corte. Los
pacientes con LES o APECED fueron evaluados como se describid
anteriormente.z . Debido al tamafio mas pequefio de la biblioteca de
exoproteomas de levadura utilizada para cribar las muestras de pacientes con
LES o APECED, las reactividades en muestras de pacientes con COVID-19
contra proteinas que no estaban en la biblioteca de exoproteomas de levadura
descrita anteriormente se eliminaron de estos analisis. e , Nimero de
reactividades positivas dirigidas al sistema inmunoldgico por muestra en
varios puntos de corte de la puntuacion REAP, estratificados por la gravedad
de la enfermedad. f, Porcentajes promedio decelulas Bdoble negativas

(IgD- CD27-) entre leucocitos periféricos en pacientes con COVID-19
estratificados por gravedad de la enfermedad y controles no infectados

(neg.). En a - e, nlos valores incluyen muestras longitudinales del mismo
paciente. En f, los valores n indican muestras de pacientes Unicos. La
significancia se determind utilizando modelos lineales mixtos (a - e)
(Métodos) o una prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn de
dos caras ( ). Las medianas estan representadas por una linea discontinua y el
primer y tercer cuartiles estan representados por lineas de puntos para todos
los gréaficos de esta figura.
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Datos extendidos Fig. 3 Los autoanticuerpos exhiben una cinética de
desarrollo variada en pacientes con COVID-19.

a , Porcentaje de reactividades (puntuacion REAP mayor que la puntuacion de
corte) en pacientes con COVID-19 presente dentro de los 10 dias posteriores
al inicio de los sintomas en varios puntos de corte. b , Porcentaje de
reactividades en pacientes con COVID-19 que tuvieron una puntuacion REAP
menor que la puntuacion de corte (utilizando varios puntos de corte) en el
primer punto de tiempo muestreado y un aumento en la puntuacion de REAP
de al menos 1 en el daltimo punto de tiempo . ¢, Porcentaje de reactividades en
pacientes con COVID-19 que tenian una puntuacion REAP mayor que la
puntuacion de corte (utilizando varios puntos de corte) en el primer punto de
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tiempo muestreado y una disminucion en la puntuacion de REAP de al menos
1 en el altimo punto de tiempo . Para a - ¢ , todos los pacientes con COVID-
19 con muestras longitudinales disponibles ( n = 77 pacientes) se incluyeron
en los calculos. d - f, Gréficas de cambios longitudinales en la puntuacion
REAP para 'probable preexistente' ( d ), ‘recién adquirido’ ( e ) y 'menguante’

( f) Reactividades REAP en pacientes individuales junto con valores de
ELISA anti-pico S1 escalados en los mismos pacientes. Los valores de ELISA
escalados se definen como valores de densidad optica de ELISA anti-pico S1
(450-570 nm) multiplicados por cuatro. En cada grafico, los pacientes Unicos
estan representados por lineas de colores Unicos. Para un paciente
determinado, las lineas continuas conectan las puntuaciones REAP de
reactividades contra los antigenos respectivos en varios puntos de tiempo y las
lineas de trazos conectan los valores de ELISA S1 anti-picos escalados en
£s0s mismos puntos de tiempo. La linea gris punteada indica el valor de corte
de positividad de ELISA escalado (métodos).

Datos fuente

Datos extendidos Fig. 4 VValidacion bioquimica y funcional de
autoanticuerpos en pacientes con COVID-19.

a, ELISA de autoanticuerpos pan-IgG de un solo punto realizado con una
dilucion de plasma 1:25 o 1:50 (indicado en los titulos de los graficos). La
linea punteada representa el promedio del individuo no infectado (trabajador
de la salud) méas 3 sd. Para los controles, los resultados (promedios de
duplicados tecnicos) de muestras biolégicamente independientes se muestran
en la misma columna ( n indicado debajo de cada columna). Para los pacientes
con COVID-19, los resultados de un paciente se muestran en cada columna y
los duplicados técnicos se representan como puntos distintos. b - d , GM-CSF
(b),CD38(c)elL-18Rp ( d) ELISA de autoanticuerpos pan-lgG realizados
con diluciones seriadas de plasma de pacientes con COVID-19 o individuos
no infectados. Los resultados son promedios de dos réplicas técnicas. Las
curvas se ajustaron utilizando una curva logistica sigmoidea de cuatro
parametros. Los experimentos en a - d se realizaron una vez. e , Porcentaje de
varianza explicada para componentes principales a partir del anélisis de
componentes principales en la figura 1d . f, Puntuaciones del segundo
componente principal de muestras de pacientes con COVID-19 estratificadas
por puntuacion clinica. Las lineas negras continuas representan las medias del
grupo. g, El modelo de efectos fijos se ajusta a un modelo lineal generalizado
de efectos mixtos con la puntuacion del segundo componente principal como
variable dependiente (Métodos).h , i, puerta de citometria de flujo para

el ensayo de fagocitosis de macrofagos Raji (h) y Jurkat (i) enla

Fig. 2c . Ensayo de sefializacién de j , k , IFNa2 ( j ) e IFNw ( k) realizado
con IgG de pacientes con COVID-19 que dieron positivo al autoanticuerpo
anti-IFNa2 o anti-IFN® o de individuos no infectados. Los resultados son
promedios de dos réplicas técnicas de un experimento. | , Ajustes del modelo
de efectos fijos para el modelo lineal generalizado de efectos mixtos de la
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figura 2d (Métodos). metro, Duracion de la estancia hospitalaria en pacientes
con y sin autoanticuerpos dirigidos a los IFN de tipo I, estratificados por
gravedad de la enfermedad. La significancia en m se determiné usando una
prueba de suma de rangos de Wilcoxon de dos lados. En f, los valores

de n incluyen muestras longitudinales del mismo paciente. Todos los

demas valores de n en esta figura indican muestras de pacientes Unicos.
Datos fuente

Datos ampliados Fiqg. 5 Efectos de los autoanticuerpos anti-citoquinas
sobre las correspondientes concentraciones plasmaticas de citoguinas.

a - t, concentracion promedio de plasma CCL11 (a ), CCL15(b), CCL2
(c),CCL26(d),CCL8(e),CXCL1(f),CXCL12(g),CXCL13(h),
FLT3LG (i), IFNo2 (), IL-1A(Kk), IL-1B (1), IL-13(m), IL-16 (n), IL-
21(0),I1L-22(p),IL6 (q), PDGFA (r), TGFo (s)y TSLP ( t) medido
mediante un ensayo Luminex en pacientes estratificados por la gravedad de la
enfermedad COVID-19 y la reactividad REAP (autoanticuerpo positivo)
(puntuacion REAP > 2 en cualquier momento) frente a la citocina
correspondiente. Los datos se presentan como diagramas de caja con el primer
cuartil, mediana, tercer cuartil, bigotes (valores minimo y maximo dentro del
primer y tercer cuartil £ 1,5 x el rango intercuartilico) y los puntos de datos
individuales indicados. La significancia se determind utilizando pruebas de
suma de rangos de Wilcoxon de dos lados. Todos los valores de n en esta
figura indican muestras de pacientes Unicos.

Datos fuente

Datos extendidos Fig. 6 Correlaciones adicionales entre autoanticuerpos
dirigidos a proteinas de superficie de células inmunes.

a, Reactividad media de IgM anti-SARS-CoV-2 RBD medida por ELISA en
pacientes estratificados por la gravedad de la enfermedad COVID-19y la
reactividad REAP contra las proteinas mostradas en células B (como se define
en la Fig. 2e). b, Porcentaje medio entre los monocitos totales de monocitos
clasicos, monocitos intermedios y monocitos no clasicos en pacientes
estratificados por la gravedad de la enfermedad COVID-19 vy la reactividad
REAP frente a proteinas que se muestran preferentemente en los monocitos
clasicos e intermedios (como se define en la Fig. 2f). ¢, Porcentaje medio de
células T CD8 -, células T asesinas naturales (NKT) y células asesinas
naturales entre los leucocitos periféricos en pacientes estratificados por la
gravedad de la enfermedad COVID-19 y la reactividad REAP contra CD3e.d ,
proporcion media de células T CD4 += células asesinas naturales, relacion de
celulas T CD8 += células asesinas naturales y relacion de células T asesinas
naturales a células asesinas naturales entre los leucocitos periféricos en
pacientes estratificados por la gravedad de la enfermedad COVID-19 y
reactividad REAP contra CD3eg. Células T entre leucocitos periféricos en
pacientes estratificados por gravedad de la enfermedad COVID-19y
reactividad REAP contra CD38. g, diagrama de flujo representativo de



https://www.nature.com/articles/s41586-021-03631-y#Fig2
https://www.nature.com/articles/s41586-021-03631-y#MOESM12
https://www.nature.com/articles/s41586-021-03631-y/figures/9
https://www.nature.com/articles/s41586-021-03631-y/figures/9
https://www.nature.com/articles/s41586-021-03631-y#MOESM13
https://www.nature.com/articles/s41586-021-03631-y/figures/10
https://www.nature.com/articles/s41586-021-03631-y/figures/10
https://www.nature.com/articles/s41586-021-03631-y#Fig2
https://www.nature.com/articles/s41586-021-03631-y#Fig2

células B (CD19 - HLA-DRe , Diagrama de flujo representativo de células T
(CD3 +), células asesinas naturales (CD56 +) y células T asesinas naturales
(CD3+CD56 +) parac,d.f, Porcentaje medio de células B, células asesinas
naturales, células T CD4 + activadas y CD8 + activadas* ) para f . h, Gréafico
de flujo representativo de células T CD8 + activadas (CD38 + HLA-DR +)
para f . La significancia en a se determin0 usando una prueba de suma de
rangos de Wilcoxon de dos lados. Todo nlos valores de esta figura indican
muestras de pacientes Gnicos. Todos los diagramas de caja se presentan con la
mediana, el primer y tercer cuartil, los bigotes (valores minimo y maximo
dentro del primer y tercer cuartil £ 1,5 x el rango intercuartilico) y los puntos
de datos individuales indicados.

Datos fuente

Datos ampliados Fig. 7 Caracterizacion inmunolégica v clinica adicional
de los efectos de los autoanticuerpos en un modelo de ratén de COVID-
19.

a - n, esquema del experimento ( a) en el que ratones K18-hACE2 fueron
infectados intranasalmente con una dosis subletal ( b - f) o letal media
(g-n)de SARS-CoV-2 (aislado USA-WAL1 / 2020) y tratados con los
anticuerpos indicados. b, ¢, frecuencia relativa ( b ) y el nimero absoluto
(¢ ) de pulmon Ly6C + CD11b - CD64 - macrdfagos de simulacro infectadas,
SARS-CoV-2-infectado y tratado con PBS, y-infectado-CoV-2 SARS y
Ratones K18-hACE?2 tratados con anti-IFNAR. d , Expresion de CD64 en
CD11b infiltrante de pulmén+ Monocitos @ Ly6C . e , T, frecuencia relativa
(e) y numero absoluto ( f) de linfocitos CD44 + CD69 -+ (linfocitos T CD4 +,
linfocitos T CD8 +, linfocitos NK1.1 +y linfocitos T y3). g, h , cargas de
ARN viral (g) y titulos infecciosos ( h ) de homogeneizados de tejido
pulmonar de personas infectadas de forma simulada, infectadas con SARS-
CoV-2 y tratadas con PBS, e infectadas con SARS-CoV-2 y anti-IL- 18
ratones tratados medidos por gPCR de transcripcion inversa y ensayo de
placa, respectivamente. yo , j, Frecuencia relativa (i ) o numero absoluto ()
de células CD11b +y KLRG1 + NK1.1 - en tejidos pulmonares de ratones
tratados con PBS- y anti-1L-18. k - n, peso corporal normalizado de anti-IL-
18- (k), anti-IL-1pB- (1), anti-IL-21R- ( m ), anti-GM-CSF- (n ) y PBS-
ratones K18-hACE?2 tratados, infectados con SARS-CoV-2 desde el dia 1 al
14 después de la infeccion. La significancia se determind mediante un analisis
de varianza de una via seguido de la correccion de Tukey (b -f, g)

y pruebas t de dos colas no apareadas (yo, j ). Todos los valores de n en esta
figura representan ratones biologicamente independientes examinados en dos
experimentos independientes.

Datos fuente

Datos extendidos Fiqg. 8 Estrategias de activacion de citometria de flujo
para experimentos de inmunofenotipificacion.
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a , estrategia de activacion para identificar las células B descritas en la
figura 2e , los monocitos descritos en la figura 2f , datos extendidos de la
figura 6b , y células T, células T asesinas naturales y células asesinas naturales
descritas en la figura 29 , datos extendidos Fig. 6c, d, f, en células
mononucleares de sangre periférica humana. b , Estrategia de apertura para
identificar monocitos CD11b + Ly6C =t y linfocitos

Ly6C + CD11b - CD64 + en tejidos pulmonares de raton descrita en Datos
extendidos Fig. 7b —d . ¢, estrategia de puerta para identificar

CD44 - CD69 linfocitos en tejidos pulmonares de raton descritos en Datos
extendidos Fig. 7e, f . d, Estrategia de activacién para identificar las células
asesinas naturales KLRG1 +y CD11b + descritas en Datos extendidos Fig. 7i,

].

Datos extendidos Fig. 9 Los autoanticuerpos asociados al tejido se
correlacionan con los parametros clinicos en pacientes con COVID-19.

Mapa de calor de los valores de proteina P de REAP transformados en —log 1
oor Pares a partir de ajustes de modelos lineales generalizados que tienen en
cuenta la edad, el sexo y la puntuacion méaxima de REAP en la estimacion de
los valores clinicos promedio o minimos de la admision hospitalaria. En este
analisis se incluyeron un total de 135 muestras de pacientes Unicos (n =
135). La intensidad representa los valores Py el color indica la
direccionalidad de los pares gen-parametro (el rojo indica un cambio positivo,
el azul indica un cambio negativo. Las columnas grises indican genes
excluidos del anélisis debido a un numero insuficiente de pacientes

(n<2). Los asteriscos denotan relaciones por pares que fueron significativas
después de la correccion para comparaciones multiples (tasa de
descubrimiento falso). Los detalles especificos de los modelos lineales
generalizados se pueden encontrar en los Métodos. Las proteinas se
clasificaron como en la Fig. 4a .

Datos fuente

Tabla de datos ampliados 1 Caracteristicas demograficas y clinicas de los
pacientes de la cohorte IMPACT

Mesa de tamano completo

Informacion suplementaria

Informacién suplementaria

Este archivo contiene los métodos complementarios.

Resumen de informes

Cuadro complementario 1

La lista completa de antigenos.
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