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La expresion génica de las vias respiratorias
superiores en ninos muestraa respuesta inmune
adaptativa robusta al SARK®\2
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A diferencia de otros virus respiratorios, el SARS2 causa desproporcionadamente una
enfermedad grave en los adultos mayores, mientras que la cargeedéelanedad en los nifios

es menor. Para investigar si las diferencias en la respuesta inmune de las vias respiratorias
superiores pueden contribuir a esta disparidad, comparamos la expresion génica nasofaringea
en 83 nifios (<19 afios de edad; 38 con SB&R&, 11 con otros virus respiratorios, 34 sin virus)

y 154 adultos mayores (>40 afios; 45 con SARZC®¥ con otros virus respiratorios, 81 sin
virus). La expresion de genes estimulados por interferon se activa de manera robusta tanto en
nifios como en adtds con infeccion por SAR®V2 en comparacion con los respectivos
grupos no virales, con solo distinciones sutiles. Los nifios, sin embargo, demuestran una
regulacion al alza marcadamente mayor de las vias relacionadas con la activacion de las células
B ylas células T y la sefializaciéon de citoquinas proinflamatorias, incluida la respuesta al TNF y
fI LINPRdzOOA-® ¢ IR §a decBrivelugion Idd tipo celular confirma un mayor
reclutamiento de células B, y en menor grado de macréfagos, a la via sidperior de los

nifios. Solo los nifios exhiben una disminucion en las proporciones de células ciliadas, entre los
objetivos principales del SAR®V2, tras la infeccidn. Estos hallazgos demuestran que los nifios
provocan una respuesta inmune innata y espmente adaptativa mas robusta al SARS/2
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en las vias respiratorias superiores que probablemente contribuye a su proteccién contra
enfermedades graves en las vias respiratorias inferiores.

Una de lascaracteristicasdistintivas de la pandemia deVarios estudios han puesto especial énfasis en las diferencias

COVIEL9 ha sido lasorprendente relacion entre la potenciales en la expresion de genes estimulados perfarén

gravedad de la enfermedad y la edde ! 2 3afies Sj bien (ISG) en las vias respiratorias superiores de nifios y adultos, dada
la infeccién con otros virus respiratorios, como enfluenza ol importancia bien establecida como primera linea de la
virus sincitial respiratorio, causamorbilidad y mortalidathmunidad innata antiviral 17,21,22,29. Sin embargo, estos
significativas tanto en nifios pequefios conmen adultos estudios informaron algunos resultados contradictorios, y
mayores® 4 2 9 afios, la COVHD9 grave ocurre de maneraninguno control6 directamente la carga viral del SARM2
desproporcionada en adultos mayot&d®4 . Un estudio de sobre una base de gen por gen, lo que destaca la necesidad de
modelado integral, realizado antes de la llegada de las vacuri¥d mayor investigacion.
estimé que la tasa de mortalidad por infeccién era mas bajap Adqui, evaluamos las diferencias relacionadas con la edad en la
los nifios de 5 a 9 afi¢s 0.001%) y que incluso los adultos en s@gpresion génica de las vias respiratorias supesien respuesta
40 afios ya tenian un riesgo 100 veces mayor de muerte gorla infeccion por SAR®WV2 comparando los datos de
COVIBLY. El efecto dependiente de la edad sobre la gravedagcuenciacion de ARN publicados previamente de hisopos
de la enfermedad y la mortalidad se ha demostrado inclus@sofaringeos (NP) de una cohorte adiltan nuevos datos de
cuandose tienen en cuenta las comorbilidades asociadas asgcuenciacion de una cohorte pediatrica. Nuestros resultados
edad's. sugieren que las diferencias en la magnitud general de la

Algunos estudios han examinado las diferencias en R¥Presion de ISG en las vias respiratorias superiores de nifios y

procedimientos inmunoldgicossistémicos de nifios y adultos c@fiultos con COVHDO son sutiles y parece poco probable que
COVIBL9. Entre los pacientes en la fase temprana/leve de @Xpliquen sus distintos resultados clinicos. Sin embargo, también
infeccién, los ifios y los adultos mostraron una magnitudidy evidenciade respuestas inmunes innatas y especialmente
comparable de respuestas inmunes innatas sistémicas, incluidadaptativas mas robustas en las vias respiratorias superiores de
expresion génica innata estimulada por interferén y-priié. Sin  l0s nifios, asi como un mayor aclaramiento de las células ciliadas,
embargo, estas respuestas tendfan a resolverse mas rapidameftgue puede contribuir a su proteccion contra la enfermedad
en los nifios, mietnas que los adultos mantenian una respuest@rave.
prolongada insitu y citotéxica en la circuladi®fi. Entre los
pacientes hospitalizados, los adultos mostraron una mayar

amplitud y actividad neutralizante de los anticuerpos especific'égsuItadoS

contra el SARS0V2, asi como respuestas mas fuertds las Parq comparar la .respuesta' de Ig expresion génica ,de las vias
células T CD4 + a la proteina espigalo que sugiere que los respiratorias superiores a la infeccion por SARSTeW nifios y

resultados mas pobres en los adultos no se deben a la faltaatﬁjé"tos' utilizamos un conjunto de datos publicado previamente

una respuesta adaptativa sistémica robusta e incluso pueden 98rse°”e”‘?'ac'°” de'ARN de hIS.OpO NP de una C°h°r“°a?‘¥’”.
impulsados por ella. junto con hisopos recién secuenciados de una cohorte pediatrica.

Trabajos recientes también han comenzado a arrojar luz sok-)rrgqas las mues_tras s€ obtuvieron en el curso_de I_as pruebas
icas para la infeccion por SARS/2 en la Universidad de

las diferencias relacionadas con la edad en la respuesta inmﬁH%, . ) . -
ifornia en San Francisco o en el Hositintil de Coloado

en el sitio de la infeccion inicial, las vias respiratorias superiorgg. ) . -
Se ha propuesto que la via aérea superior de los nifios epire marzoy septiembre de 202_0’ antes de la Q|spon|bllldad de
preparada para la deteccion viral, exhibe un estado antiviljglS v?cunas contra el COVIB. Se incluyeron pacientes de hasta

preactivado y/o activa una respuesta inmune innata mas robu g afios de edad en la cohorte pediatrica y se restringio la cohorte
ante la infeccion por SARSGBVI7,21,22 Sin embargo de adultos a aquellos de al menos 40 afios de edadipgraner

numerosos estudios han encontrado poca o ninguna evidenciauc!1a separacion mas clara.
. o - do p 9 Bividimos cada cohorte de edad en tres grupos de estado viral:
una diferencissistematica entre nifios y adultos infectados en |

distribucion de la carga viral del SAR®/2 en la nasofaringe o ?) pacientes coimfeccion por PGR0V2 ('grupo SARSCeV

en la cinética del aclaramiento vith6,2326, y algunos estudios 2"), 2) pacientes negativos para S 2 por PCR sin otro virus

. . ; . respiratorio patdgeno detectado posecuenciacion de ARN
incluso han demostrado que los bebés exhiben la carga viral m%s patog P

alta?72%. Esto sugiere que l0s nifios no son significativamesate Me12genomico (grupo "Sin virlls y 3) pacientes negativos para

capaces de lograr un control temprano de la replicacion viral gARE0V2 que tenian otro virus respiratorio detectado por
las vias respiratorias superiores. Sin embargo, las diferencias@gHenciacion (“Otro virus virli$ grupo). Finalmente, limitamos

el microambiente de las vias respiratorias superiores y |& muestras en el grupo de SARS/2 a aguellas con al menos
respuesta inmune podrian contribuir a la proteccion contra f lecturas virales por millén (rpM), comparables a los valores de
enfermedad grave en los nifios de maneras adicionales, R {Por debajo de 3®. La carga viral por encima de este

ejemplo, limitando la migracion del virus a las vias respiratorid&bral es caracteristica de la infeccién aguda, desde justo antes
inferiores. del inicio de los sintomas hasta ~ 6 ddespués!, y se ha
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asociado con la recuperacion del virus que se replica
activamenté?34,

El conjunto dedatos finales incluy6 a 83 nifios (38 SR,
34 sin virus, 11 otros virus; mediana de edad de 4 afios,12R 2
y 154 adultos (45 SAR®V2, 81 an virus, 28 otros virus;
mediana de edad de 62 afios, IQR74J (Fig. 1a, b; Cuadrd.;
Datos complementarios 1). La mayoria de los pacientes en el
grupo de SARG0V2 en ambas cohortes de edad fueron
evaluados como pacientes ambulatorios, indicativos wea
etapa temprana / leve de la enfermedad (Tab)aLas muestras
en el grupo de SARSV2 en ambas cohortes de edad abarcaron
varios 6rdenes de magnitud de carga viral, y aunque la carga viral
tendi6 a aumentar en los nifios, esta no alcanzé el signo
estadistico(Fig.1c). Los pacientes en el grupo Sin Virus en ambas
cohortes de edad tuvieron mas probabilidades de ser
hospitalizados, con una mayor proporcion en la cohorte
pediatrica (Tabld; Datos complementarios 1). El rinovirus fue el
mas prevalente etre los otros virus respiratorios en ambas
cohortes de edad (Fidld).

Comenzamos realizando andlisis de expresion diferencial (DE)
entre los grupos SARV2 y No Virus dentro de cada cohorte
de edad por separado. Este enfoque minimiza la confusién por
diferencias de edad no relacionadas con la infeccion por -SARS
CoV2 y por cualquier posible efecto por lotes, aunque podria
estar endesacuerdocon las diferencias entrgrelpo Sin virus de
cada cohorte. Los andlisis arrojaron 1.961 y 1.216 genes
expresads diferencialmente a un valor p < 0,1 (basado en un
estadistico t moderadg ajustado por Benjamifiochberg)
para las cohortes pediatrica y adulta, respectivamente (Datos
complementarios 2). Como era de esperar, los genes estimulados
por interferon (ISE fueron prominentes entre los genes
altamente significativosen ambas cohortes de edad (Fig. la
suplementaria). En general, los nifios exhibieron un ndmero
considerablemente mayor de genes DE Unicos, incluidos los
genes inmunovinculados, a pesar de un tama@ muestra mas
pequefio que se habria esperado que proporcionara menos
poder estadistico (Fig. 1a suplementaria).

A continuacion, realizamos andlisis de enriquecimiento de
conjuntog® genes 35(GSEA) utilizando anotaciones de procesos
biolégicos 36 de GenOntology (GOn los resultados de DE de
cada cohorte y comparamos las vias enriquecidas. Como era de
esperar, una variedad de vias relacionadas con el sistema
inmunitario se regularon al alza tanto en adultos como en nifios
con infeccion por SARSV2 en comparacion con aquellos sin
virus (Fig. 2bis; Fig. 1b suplementaria; Datos complementarios
3). Las vias relacionadas con la respuesta al interferén parecian
en su conjunto ser fuertemente inducidas tanto en nifios como
en adultos. Los nifios, sin embargemostraron una regulacion
ascendente mas fuerte de las vias para la activacion de las células
B, la activacion de las células T, la respuesta al TNF, la activaciéon
de los macréfagos y la fagocitosis. Los nifios también exhibieron
una activacion mas fuest de varias vias de produccién de
citoquinas tipicamente asociadas con la activacion de células T,
como I2, L § L Cb* LINE R dzléentafia). 6 CAI P H |
Algunas vias mostraron cambios en la expresion
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Fig. 1 Nimero de pacientes, distribucion por edades, carga viral delC®RY otros virus presentes en las cohortes adulta y pediatrica. a Nimero «
pacientes en los grupos SAR8V2, Sin virus y Otros virus en las cohortes de adultos y pediatriaosioEindica la cohorte de edad. b Distribucién por
edades en los tres grupos de estado viral en las cohortes de adultos y pediatricos. Las lineas horizontales denotan,liomiidides de la caja
representan el rango intercuartilico, y los bigosesextienden al minimo y al maximo. Adul®is Virus n= 81, Adult6SAREC0V2 n= 45, Adulto®tro
Virus n= 28, NifieSin Virus n= 34, NifiosSAB®/2 n= 38, Nifio®tro Virus n= 11. c Distribucion de la carga viral del £&R3, medida en lecturas por
millon (rpM), en pacientes adultos (n= 45) y pediatricos (n= 38). Las lineas horizontales denotan la mediana, loslimégsrépresentan el rango
intercuartilico, y los bigotes se extienden al minimo y al méximo. El valor P se deriva de unalprvieives\Whitney de dos caras. d Distribucién de los
virus en los grupos de Otros Virus en las cohortes adulta y pediatrica. Los nimeros absolutos se proporcionan sobra, @dgebaindica el porcenta;
del grupo Otro virus de cada cohorte. Un néstaba infectado con influenza y rinovirus y dos adultos estaban infectados con el virus sincitial respii
el rinovirus.

en direcciones opuestas en comparacion con el respectivo grupspuesta inmune humoral), lasagirelacionadas con las células

Sin virus, como la inmunidad mediada por neutréfilos y Ta(activacion de las células F2JUl-n S L Chb ¢ LINE R dzO
inmunidad mediada por mastocitos. Tanto los nifios como Issfializacion de quimiocinas / citoquinas se expresaron mas
adultos infectados con SAR®V2 exhibieron una regulacion aaltamente en nifios con infeccion por SARB/2.

la baja de laexpresion genica del receptor olfativo (‘percepcion Si bien algunas vias inmunitarias @canzaron ignos

sensorial del estimulo quimico’), consistente con la pérdida ¢@tadisticosn la comparacion directa entre nifios y adultos con

sentido del offato que se ha observado clinicamente en t0do;8feccion por SARGOV2, generalmente tendieron en la misma
espectro de edad 8

direccion observada en la comparacion con los grupos Sin Virus
Complementamos los analisis que compararon pacient®s (Fig. 2a, b). Por otro lado, la marcada disparidad en lavacton
SAR&L0V2 y Sin Virus en cada cohorte por separadfe neutréfilos observada en la comparacién con los grupos sin
comparando directamente la expresion génica entre nifiosyuys solo se apoyé débilmente en la comparacion directa,
adultos infectados por SAREVZ, controlando la carga Viral.probab|emente reﬂuyendo diferencias entre los propios
Identificamos5.352 genes expresados diferencialmente a pHcientes sin virus. La comparacién directa reveld claramente
valor p < 0,1 (basaden un estadistico moderado y ajustado pofina menor egresion de genes ciliasociados en nifios con
BenjaminiHochberg; Datos complementarios 4). Las diferenciggeccion por SARSoV2 y sugirié una tendencia hacia una
de edad no relacionadas con el estado viral prObablemerﬁ%nor expresi()n de genes estimulados por interferon (ng
contribuyeron al mayor nimero de genes DE en la comparacidg. 2d suplementaria), aunque la via simplemente no alcanzé el
directa. Sin embargo, GSEA de fesultados de DE arrojo|imijte estadistico deignificarcia (p-valor = 0,06, basado en un
patrones generales similares a los descritos anteriormente c@ffoque adaptativo de division multinivel de Monte Carlo y
respecto a las vias inmunes (Fip; Datos complementarios 5). BenjaminiHochberg ajustado). Como era de esperar, muchos

Las vias relacionadas con las células B (activacion de las céluf@®&esos de desarrollo no relacionados con la infeccién también
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difirieron en la comparacion directntre nifios y adultos (Datosambulatorios (n = 30) y adultos (n = 24) con infeccién por SARS

complementarios 5). CoV2, lo que sugie que las diferencias en la proporcion de
Es importante destacar que observamos resultados similamacientes hospitalizados y

de DE y GSEA en un andlisis secundario restringido solo a nifios
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