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células plasmaticas de médula osea de
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Abstracto

Las células plasmaticas de la médula 6sea de larga vida (BMPC) son

Las personas que se han recuperado de COVID-19 tienen un riesgo
sustancialmente menor de reinfeccion con SARS-CoV-2g910. No
obstante, se ha informado que los niveles de anticuerpos séricos anti-
SARS-CoV-2 disminuyen rapidamente en los primeros meses después
de la infeccion, lo que plantea la preocupacion de que los BMPC de
larga duracion pueden no generarse y la inmunidad humoral contra el
SARS-CoV-2 puede ser de corta duracion.111213. Aqui mostramos que
en individuos convalecientes que habian experimentado infecciones
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leves por SARS-CoV-2(n = 77), los niveles de anticuerpos séricos contra
la proteina espiga (S) del SARS-CoV-2 disminuyeron rapidamente en
los primeros 4 meses después de la infeccion y luego mas
gradualmente durante los siguientes 7 meses, permaneciendo
detectables al menos 11 meses después de la infeccion. Los titulos de
anticuerpos anti-S se correlacionaron con la frecuencia de células
plasmaticas especificas de S en aspirados de médula 6sea de 18
individuos que se habian recuperado de COVID-19 a los 7 a 8 meses
después de la infeccion. No se detectaron BMPC especificos de S en
aspirados de 11 individuos sanos sin antecedentes de infeccion por
SARS-CoV-2. Mostramos que los BMPC de unidén A S estan inactivos, lo
que sugiere que son parte de un compartimento estable.
Consistentemente, se detectaron células B de memoria en reposo
circulantes dirigidas contra el SARS-CoV-2 S en los individuos
convalecientes. En general, nuestros resultados indican que la infeccion
leve con SARS-CoV-2 induce una memoria inmune humoral robusta y
de larga duracion especifica del antigeno en humanos.

Principal

Las reinfecciones por coronavirus estacionales ocurren de 6 a 12 meses
después de la infeccion anterior, lo que indica que la inmunidad
protectora contra estos virus puede ser de corta duracion.i41s. Los
primeros informes que documentan la rapida disminucion de los titulos
de anticuerpos en los primeros meses después de la infeccion en
individuos que se habian recuperado de COVID-19 sugirieron que la
inmunidad protectora contra el SARS-CoV-2 podria ser igualmente
transitoria111213. También se sugirié que la infeccion por SARS-CoV-2
podria no provocar una respuesta funcional del centro germinal, lo que
interferiria con la generacion de células plasmaticas de larga
recolectaron aproximadamente de 4 a 6 meses después de la infeccion
indican que los titulos de anticuerpos contra el SARS-CoV-2
disminuyen mas lentamente que en los primeros meses después de la
mantenidos por células plasmaticas de larga vida, células plasmaticas
no replicantes y especificas de antigeno que se detectan en la médula
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determinar si eran detectables en individuos convalecientes
aproximadamente 7 meses después de la infeccion por SARS-CoV-2.

Decaimiento bifasico de los titulos de anticuerpos anti-
S

Se recogieron muestras de sangre aproximadamente 1 mes después de
la aparicion de los sintomas de 77 individuos que estaban
convalecientes por COVID-19 (49% mujeres, 51% hombres, mediana de
edad 49 afos), la mayoria de los cuales habian experimentado una
enfermedad leve (7,8% hospitalizados, Tablas de datos ampliadas 1, 2).
Las muestras de sangre de seguimiento se recolectaron tres veces a
intervalos de aproximadamente tres meses. Doce participantes
convalecientes recibieron la vacuna BNT162b2 (Pfizer) o la vacuna
contra el SARS-CoV-2 mRNA-1273 (Moderna) entre los dos ultimos
puntos de tiempo; estas muestras posteriores a la vacunacion no se
incluyeron en los analisis. Ademas, se recolectaron aspirados de
médula 6sea de 18 de los individuos convalecientes a los 7 a 8 meses
después de la infeccion y de 11 voluntarios sanos sin antecedentes de
infeccion por SARS-CoV-2 o vacunacion. Se recogieron aspirados de
meédula 6sea de seguimiento de 5 de los 18 individuos convalecientes y
de 1 donante convaleciente adicional aproximadamente 11 meses
después de la infeccion (Fig. 1a,Extended Data Tables 3, 4). Primero
realizamos un analisis longitudinal de los anticuerpos séricos
circulantes anti-SARS-CoV-2. Mientras que los anticuerpos IgG contra
la proteina espiga (S) anti-SARS-CoV-2 eran indetectables en la sangre
de los individuos de control, 74 de los 77 individuos convalecientes
tenian titulos de suero detectables aproximadamente 1 mes después
del inicio de los sintomas. Entre 1y 4 meses después del inicio de los
sintomas, los titulos generales de IgG anti-S disminuyeron de un
registro medio.-diluciéon medio-maxima transformada de 6,3 a 5,7
(diferencia de medias 0,59 + 0,06, P < 0,001). Sin embargo, en el
intervalo entre 4 y 11 meses después del inicio de los sintomas, la tasa
de disminucion disminuyd y los titulos medios disminuyeron de 5,7 a
5,3 (diferencia de medias 0,44 + 0,10, p < 0,001; Figura 1a). En contraste
con los titulos de anticuerpos anti-S, los titulos de IgG contra la vacuna
inactivada contra el virus de la influenza estacional inactivada 2019-
2020 se detectaron en todos los individuos de control y los individuos
que estaban convalecientes por COVID-19, y disminuyeron mucho mas
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gradualmente, si es que lo hacian en el transcurso del estudio, con
titulos medios que disminuyeron de 8.0 a 7.9 (diferencia de medias
0.16 £ 0.06, P = 0.042) y 7.9 a 7.8 (diferencia de medias 0.02 + 0.08, P =
0.997) en los intervalos de 1 a 4 meses y de 4 a 11 meses después del
inicio de los sintomas, respectivamente (Fig. 1b).

Fig. 1: La infeccion por SARS-CoV-2 provoca titulos de anticuerpos
anti-S séricos duraderos.
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a, Disefo del estudio. Setenta y siete personas convalecientes que
habian experimentado infecciones leves por SARS-CoV-2 (de 21 a 69
ahos de edad) se inscribieron y se recolecté sangre aproximadamente
1 mes, 4 meses, 7 meses y 11 meses después del inicio de los sintomas.
Se recolectaron aspirados de médula 6sea de 18 de los individuos
convalecientes de 7 a 8 meses después de la infeccion y de 11
voluntarios sanos (de 23 a 60 anos de edad) sin antecedentes de
infeccion por SARS-CoV-2. Se recolectaron aspirados de médula osea
de seguimiento de 5 de los 18 donantes convalecientes y 1 donante
convaleciente adicional aproximadamente 11 meses después de la
infeccion. b, Titulos de IgG en sangre contra el SARS-CoV-2 S
(izquierda) y la vacuna contra el virus de la influenza (derecha) medidos
mediante ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) en
individuos convalecientes (circulos blancos) en el momento indicado
después del inicio de los sintomas, y en individuos de control (circulos
negros). Las lineas punteadas indican el limite de deteccion (LOD). Los
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titulos medios y las diferencias por pares en cada punto de tiempo se
estimaron mediante un analisis de modelo mixto lineal.

Imagen a tamano completo

Induccion de BMPCs de larga duracion de union a S

La disminucion temprana relativamente rapida en los niveles de IgG
anti-S, seguida de una disminucién mas lenta, es consistente con una
transicion de anticuerpos séricos secretados por plasmablastos de
corta duracion a la secrecién por una poblacién mas pequeia pero
mas persistente de células plasmaticas de larga vida generadas mas
tarde en la respuesta inmune. La mayoria de esta ultima poblacion
habian recuperado de COVID-19 desarrollaron un compartimento
BMPC de larga vida especifico del virus, examinamos los aspirados de
médula 6sea obtenidos aproximadamente 7 y 11 meses después de la
infeccion para BMPCs especificos de S anti-SARS-CoV-2. Enriquecimos
magnéticamente los BMPC de los aspirados y luego cuantificamos las
frecuencias de los que secretan IgG e IgA dirigidos contra la vacuna
contra el virus de la influenza 2019-2020, la vacuna contra el tétanos y
la difteria y el SARS-CoV-2 S mediante el ensayo de manchas
inmunoabsorbentes ligadas a enzimas (ELISpot) (Fig. 2a). Las
frecuencias de BMPC especificas de la vacuna contra la influenza y el
tétanos-difteria fueron comparables entre los individuos de control y
los individuos convalecientes. Se detectaron BMPC especificos de S
secretores de IgG e IgA en 15y 9 de los 19 individuos convalecientes,
respectivamente, pero no en ninguno de los 11 individuos de control
(Fig. 2b). En particular, ninguno de los individuos de control o
individuos convalecientes tenia células secretoras de anticuerpos
especificas de S detectables en la sangre en el momento del muestreo
de médula Osea, lo que indica que los BMPC detectados representan
células residentes en la médula 6sea y no la contaminacion de los
plasmablastos circulantes. Las frecuencias de BMPCs igG anti-S fueron
estables entre los 5 individuos convalecientes que fueron muestreados
por segunda vez aproximadamente 4 meses después, y las frecuencias
de BMPCs igA anti-S fueron estables en 4 de estos 5 individuos, pero
habian disminuido por debajo del limite de deteccion en un individuo
(Fig. 2¢). De acuerdo con sus frecuencias estables de BMPC, los titulos
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de IgG anti-S en los 5 individuos convalecientes se mantuvieron
consistentes entre 7y 11 meses después del inicio de los sintomas. Los
titulos de IgG medidos contra el dominio de union al receptor (RBD) de
la proteina S, un objetivo principal de anticuerpos neutralizantes, se
detectaron en 4 de los 5 individuos convalecientes y también fueron
estables entre 7 y 11 meses después del inicio de los sintomas

(Fig. 2d). Las frecuencias de BMPCs igG anti-S mostraron una
correlacion modesta pero significativa con los titulos circulantes de IgG
anti-S a los 7-8 meses después del inicio de los sintomas en individuos
convalecientes, consistente con el mantenimiento a largo plazo de los
niveles de anticuerpos por estas células(r = 0,48, P = 0,046). De
conformidad con informes anteriores222324, las frecuencias de BMPC
lgG especificas de la vacuna contra la influenza y los titulos de
anticuerpos mostraron una correlacion fuerte y significativa (r =

0,67, P < 0,001; Fig. 2e). Nueve de los aspirados de individuos control y
12 de los 18 aspirados que se recolectaron 7 meses después del inicio
de los sintomas de individuos convalecientes produjeron un nimero
suficiente de BMPC para un analisis adicional por citometria de flujo.
TefAimos estas muestras intracelularmente con sondas S 'y
hemaglutinina (HA) del virus de la influenza y con marca fluorescente
para identificar y caracterizar BMPC especificas de antigenos. Como
controles, también tefliimos intracelularmente células mononucleares
de sangre periférica (PBMC) de voluntarios sanos una semana después
de la vacunacion contra el SARS-CoV-2 o el virus de la influenza
estacional (Fig. 3a,Extended Data Fig. 1a-c). De acuerdo con los datos de
ELISpot, se detectaron bajas frecuencias de BMPC de unién a S en 10
de las 12 muestras de individuos convalecientes, pero no en ninguna
de las 9 muestras de control (Fig. 3b). Aunque tanto los plasmablastos
circulantes generados recientemente como los BMPC de union aSy
HA expresaron BLIMP-1, los BMPC se diferenciaron por su falta de
expresion de Ki-67, lo que indica un estado de reposo, asi como por
niveles mas altos de CD38 (Fig. 3¢).

Fig. 2: La infeccion por SARS-CoV-2 provoca BMPC de larga vida
que se unen a S.
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a, Imagenes representativas de pochos ELISpot recubiertos con los
antigenos indicados o antiinmunoglobulina (Ig) y desarrollados en azul
y rojo para IgG e IgA, respectivamente, después de la incubacion de
BMPCs enriquecidos magnéticamente de individuos control e
individuos convalecientes. b, Frecuencias de BMPCs que secretan
anticuerpos IgG (izquierda) o IgA (derecha) especificos para los
antigenos indicados, indicados como porcentajes del total de BMPC
secretores de IgG o IgA en individuos control (circulos negros) o
individuos convalecientes 7 meses (circulos blancos) o 11 meses
(circulos grises) después del inicio de los sintomas. Las lineas
horizontales indican la mediana. Valores de P de pruebas de Kruskal-
Wallis de dos lados con correccidon de Dunn para comparaciones
multiples entre individuos de control e individuos convalecientes. Cada
simbolo representa una muestra (n = 18 convalecientes, n = 11
control). ¢, Frecuencias pareadas de BMPC de union A S entre BMPC
secretoras de IgG (izquierda) y secretoras de IgA (derecha) de
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individuos convalecientes 7 meses y 11 meses después del inicio de los
sintomas. d, Titulos de anticuerpos séricos IgG anti-S pareados
(izquierda) y anti-RBD (derecha) de individuos convalecientes 7 meses
y 11 meses después del inicio de los sintomas. Los datos

en cy d (izquierda) también se muestranen by

Fig. 1b,respectivamente. Cada simbolo representa una muestra (n = 5).
Las lineas punteadas indican el limite de deteccion. e, Frecuencias de
BMPC que secretan anticuerpos IgG especificos para la vacuna contra
el SARS-CoV-2 S (izquierda) y el virus de la influenza (derecha) trazados
contra los respectivos titulos de IgG en muestras de sangre pareadas
de individuos de control (circulos negros) o individuos convalecientes 7
meses después del inicio de los sintomas (circulos blancos). Valores de
Py r de correlaciones de Spearman de dos lados. Cada simbolo
representa una muestra (n = 18 convalecientes, n = 11 control).

Imagen a tamaino completo

Fig. 3: Los BMPC de union al SARS-CoV-2 S son quiescentes y
distintos de los plasmablastos circulantes.
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a, Graficos representativos de tincion S intracelular en
CD20-CD38IgD+=CD19:CD3- BMPCs singletes vivos (gating in
Extended Data Fig. 1a)de BMPCs enriquecidos magnéticamente de
individuos control (izquierda) o individuos convalecientes 7 meses
después del inicio de los sintomas (derecha). b, Frecuencias de BMPC
de union A S en BMPCs totales de individuos control (circulos negros)
o individuos convalecientes 7 meses después del inicio de los sintomas
(circulos blancos). Las lineas horizontales indican la mediana. Valor de
P de la prueba U de Mann-Whitney de dos lados. Cada simbolo
representa una muestra (n = 12 convalecientes, n = 9 control). ¢,
Histogramas de BLIMP-1 (izquierda), Ki-67 (centro) y CD38 (derecha)
tincion en BMPC S (azul) y HA (negro) de BMPC enriquecidos
magnéticamente 7 meses después del inicio de los sintomas, y en S
plasmablastos (rojo) y células B naive (gris) de PBMC de donantes
sanos 1 semana después de la inmunizacion contra el SARS-CoV-2 S.++

Imagen a tamaino completo

Robusta respuesta de célula b de memoria de union S

Las células B de memoria forman el segundo brazo de la memoria
inmune humoral. Después de la reexposiciéon a un antigeno, las células
B de memoria se expanden rapidamente y se diferencian en
plasmablastos secretores de anticuerpos. Examinamos la frecuencia de
las células B de memoria circulantes especificas del SARS-CoV-2 en
individuos que estaban convalecientes de COVID-19 y en individuos de
control sanos. Tefiimos PBMC con sondas S etiquetadas
fluorescentemente y determinamos la frecuencia de las células B de
memoria de union S entre IgD conmutadas por isotipo*CD20 memoria
de células B por citometria de flujo. A modo de comparacion, se
tifieron las células con sondas HA del virus de la influenza con marca
fluorescente (Fig. 4a,Extended Data Fig. 1d). Se identificaron células B
de memoria de uniéon S en individuos convalecientes en la primera
muestra que se recolecté aproximadamente un mes después del inicio
de los sintomas, con frecuencias comparables a las células B de
memoria de union a HA de influenza (Fig. 4b). Las células B de memoria
de union S se mantuvieron durante al menos 7 meses después del
inicio de los sintomas y estuvieron presentes a frecuencias
significativamente mas altas en relacion con los controles sanos,


https://www.nature.com/articles/s41586-021-03647-4#Fig5
https://www.nature.com/articles/s41586-021-03647-4/figures/3
https://www.nature.com/articles/s41586-021-03647-4#Fig4
https://www.nature.com/articles/s41586-021-03647-4#Fig5
https://www.nature.com/articles/s41586-021-03647-4#Fig4

comparables a las frecuencias de células B de memoria de unién a HA
de la influenza que se identificaron en ambos grupos (Fig. 4c).

Fig. 4: La infeccion por SARS-CoV-2 provoca una respuesta robusta
de células B de memoria.
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a, Graficos representativos de la tincion HA y S del virus de la influenza
superficial en CD20CD38+ilgD-CD19CD3+- células B de memoria
singlete vivas (gating in Extended Data Fig. 1d)de PBMC de individuos
control (izquierda) e individuos convalecientes 7 meses después del
inicio de los sintomas (derecha). b, Cinética de células B de memoria de
union S- (superior) y HA- (inferior) en PBMC de individuos
convalecientes, recolectados en los dias indicados después del inicio de
los sintomas. Los datos del punto de tiempo de 7 meses también se
muestran en c. ¢, Frecuencias de células B de memoria de union S-
(izquierda) y HA- (derecha) en PBMC de individuos control (circulos
negros) e individuos convalecientes 7 meses después del inicio de los
sintomas (circulos blancos). La linea punteada en la grafica izquierda
indica el limite de sensibilidad, que se defini6 como la mediana + 2x
s.d. de los controles. Cada simbolo representa una muestra (n = 18
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convalecientes, n = 11 control). Las lineas horizontales indican la
mediana. Valores de P de pruebas U de Mann-Whitney de dos lados.

Imagen a tamano completo

Discusion

Este estudio busco determinar si la infeccion con SARS-CoV-2 induce
BMPC de larga vida especificos de antigenos en humanos. Se
detectaron BMPC especificos para S del SARS-CoV-2 en aspirados de
médula 6sea de 15 de 19 individuos convalecientes, y en ninguno de
los 11 participantes de control. Las frecuencias de los BMPC anti-S IgG
se correlacionaron modestamente con los titulos séricos de IgG a los 7-
8 meses después de la infeccion. El analisis fenotipico por citometria de
flujo mostrd que los BMPC de union A S estaban inactivos, y sus
frecuencias fueron en gran medida consistentes en 5 aspirados
pareados recolectados a los 7 y 11 meses después del inicio de los
sintomas. Cabe destacar que no detectamos células de unién A entre
los plasmablastos en muestras de sangre recogidas al mismo tiempo
que los aspirados de médula 6sea por ELISpot o citometria de flujo en
ninguna de las muestras de convalecientes o control. Juntos, estos
datos indican que la infeccion leve por SARS-CoV-2 induce una
respuesta BMPC de larga duracion. Ademas, demostramos que las
células B de memoria de union S en la sangre de individuos que se
habian recuperado de COVID-19 estaban presentes con frecuencias
similares a las dirigidas contra el virus de la influenza HA. En general,
nuestros resultados son consistentes con la infeccion por SARS-CoV-2
que provoca una respuesta candnica de células B dependiente de
células T, en la que un estallido transitorio temprano de plasmablastos
extrafoliculares genera una ola de anticuerpos séricos que disminuyen
relativamente rapido. Esto es seguido por niveles mas estables de
anticuerpos séricos mantenidos que son apoyados por BMPC de larga
duracion.

Aunque esta tendencia general captura la dinamica de anticuerpos
séricos de la mayoria de los participantes, observamos que en tres
participantes, los titulos de anticuerpos séricos anti-S aumentaron
entre 4y 7 meses después del inicio de los sintomas, después de haber
disminuido inicialmente entre 1y 4 meses. Esto podria ser ruido
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estocastico, podria representar un aumento de la afinidad de union
neta a medida que los anticuerpos derivados de plasmablastos
tempranos son reemplazados por los de BMPC maduros por afinidad,
o podria representar aumentos en la concentracion de anticuerpos por
reencuentro con el virus (aunque ninguno de los participantes en
nuestra cohorte dio positivo por segunda vez). Aunque los titulos de
lgG anti-S en la cohorte de convalecientes fueron relativamente
estables en el intervalo entre 4 y 11 meses después del inicio de los
sintomas, disminuyeron de manera mensurable, en contraste con los
titulos de la vacuna contra el virus de la influenza. Es posible que esta
disminucién refleje una disminucion final de los anticuerpos derivados
de plasmablastos tempranos. También es posible que la falta de
disminucién en los titulos de influenza se deba al aumento a través de
la exposicidon a los antigenos de la influenza. Nuestros datos sugieren
que la infeccion por SARS-CoV-2 induce una respuesta del centro
germinal en humanos porque se cree que los BMPC de larga vida son
predominantemente derivados del centro germinal.z. Esto es
consistente con un estudio reciente que informé un aumento de los
niveles de hipermutacion somatica en las células B de memoria que se
dirigen a la RBD del SARS-CoV-2 S en individuos convalecientes a los 6
meses en comparacion con 1 mes después de la infeccion.2o.

Hasta donde sabemos, el estudio actual proporciona la primera
evidencia directa para la induccion de BMPC especificos de antigeno
después de una infeccion viral en humanos. Sin embargo,
reconocemos varias limitaciones. Aunque detectamos anticuerpos igG
anti-S en suero al menos 7 meses después de la infeccion en los 19
donantes convalecientes de los que obtuvimos aspirados de médula
0sea, no pudimos detectar BMPC especificos de S en 4 donantes. Los
titulos séricos de anticuerpos anti-S en esos cuatro donantes fueron
bajos, lo que sugiere que los BMPC especificos de S pueden estar
potencialmente presentes a frecuencias muy bajas que estan por
debajo del limite de deteccidn del ensayo. Otra limitacion es que no
conocemos la fraccion de los BMPC de union A detectados en nuestro
estudio que codifica anticuerpos neutralizantes. La proteina S del
SARS-CoV-2 es el principal objetivo de los anticuerpos

entre la union a IgG anti-S seérica y los titulos de neutralizacioniz31. Se
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requeriran mas estudios para determinar los epitopos que son
atacados por BMPCs y células B de memoria, asi como su relacion
clonal. Finalmente, aunque nuestros datos documentan una induccion
robusta de BMPC de larga vida después de la infeccion con SARS-CoV-
2, es fundamental tener en cuenta que nuestros individuos
convalecientes experimentaron en su mayoria infecciones leves.
Nuestros datos son consistentes con un informe que muestra que las
personas que se recuperaron rapidamente de la infeccion sintomatica
por SARS-CoV-2 generaron una respuesta inmune humoral robusta.32.
Es posible que las infecciones mas graves por SARS-CoV-2 puedan
conducir a un resultado diferente con respecto a las frecuencias de
BMPC de larga duracién, debido a las respuestas inmunes humorales
desreguladas. Sin embargo, este no ha sido el caso en los
sobrevivientes del brote del virus del Ebola de 2014 en Africa
occidental, en quienes la infeccion viral grave indujo anticuerpos IgG
séricos especificos de antigeno de larga duracion.3s.

Los BMPC de larga vida proporcionan al huésped una fuente
persistente de anticuerpos protectores preformados y, por lo tanto, son
necesarios para mantener una proteccion inmune duradera. Sin
embargo, la longevidad de los anticuerpos igG anti-S séricos no es el
unico determinante de cuan duradera sera la proteccion
inmunomedida. Las células B de memoria con cambio de isotipo
pueden diferenciarse rapidamente en células secretoras de anticuerpos
después de la reexposicion a un patdégeno, ofreciendo una segunda
linea de defensa.34. Es alentador que la frecuencia de las células B de
memoria circulantes de unién A S a los 7 meses después de la
infeccion fue similar a la de las células B dirigidas contra los antigenos
HA de la influenza contemporanea. En general, nuestros datos
proporcionan pruebas sélidas de que la infeccion por SARS-CoV-2 en
humanos establece de manera robusta los dos brazos de la memoria
inmune humoral: BMPC de larga vida y células B de memoria. Estos
hallazgos proporcionan un punto de referencia de inmunogenicidad
para las vacunas contra el SARS-CoV-2 y una base para evaluar la
durabilidad de las respuestas inmunes humorales primarias que se
inducen en humanos después de infecciones virales.

Métodos
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Informes de datos

No se utilizaron métodos estadisticos para predeterminar el tamafio de
la muestra. Los experimentos no fueron aleatorizados y los
investigadores no fueron cegados durante la evaluacion de los
resultados.

Recogida, preparacion y almacenamiento de muestras

Todos los estudios fueron aprobados por la Junta de Revision
Institucional de la Universidad de Washington en St Louis. Se obtuvo el
consentimiento por escrito de todos los participantes. Se inscribieron
setenta y siete participantes que se habian recuperado de la infeccion
por SARS-CoV-2 y once individuos de control sin antecedentes de
infeccion por SARS-CoV-2 (Tablas de datos ampliadas 1, 4). Las
muestras de sangre se recogieron en tubos de EDTA y los PBMC se
enriquecieron mediante centrifugacién por gradiente de densidad
sobre Ficoll 1077 (GE) o Lymphopure (BioLegend). Los glébulos rojos
restantes se lisaron con tampon de lisis de cloruro de amonio, y las
células se usaron inmediatamente o se criopreservaron en sulfoxido de
dimetilo al 10% en suero bovino fetal (FBS). Se recolectaron aspirados
de médula 6sea de aproximadamente 30 ml en tubos de EDTA de la
cresta iliaca de 18 individuos que se habian recuperado de COVID-19y
los individuos de control. Las células mononucleares de la médula osea
se enriquecieron mediante centrifugacion por gradiente de densidad
sobre Ficoll 1077, y los glébulos rojos restantes se lisaron con tampén
de cloruro de amonio (Lonza) y se lavaron con solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) suplementada con 2% de FBS y 2 mM de
EDTA. Las células plasmaticas de la médula 6sea se enriquecieron a
partir de células mononucleares de la médula 6sea utilizando el CD138
Positive Selection Kit Il (Stemcell) y se utilizaron inmediatamente para
ELISpot o criopreservados en sulfoxido de dimetilo al 10% en FBS.

Antigenos

La proteina espiga soluble recombinante (S) y su dominio de unién a
receptores (RBD) derivado del SARS-CoV-2 se expresaron como se
describid anteriormentess. En resumen, secuencias de nucledtidos
optimizados para codones de células de mamiferos que codifican para
la version soluble de S (GenBank: MN908947.3, aminoacidos (aa) 1-
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1,213) incluyendo un sitio de escision de trombina C-terminal, dominio
de trimerizacion de foldén T4 y etiqueta de hexahistidina clonados en
el vector de expresion de mamiferos pCAGGS. La secuencia de la
proteina S se modificd para eliminar el sitio de escisidon polibasica
(RRAR a A) y se introdujeron dos mutaciones estabilizadoras (K986P y
V987P, numeracion de tipo salvaje). El RBD, junto con el péptido sefal
(aa 1-14) mas una etiqueta de hexahistidina se clonaron en el vector de
expresion de mamiferos pCAGGS. Las proteinas recombinantes se
produjeron en células Expi293F (Thermo Fisher Scientific) mediante
transfeccion con ADN purificado utilizando el kit de transfeccion
ExpiFectamine 293 (Thermo Fisher Scientific). Los sobrenadantes de las
células transfectadas se recolectaron 3 (para S) o 4 (para RBD) dias
después de la transfeccion, y las proteinas recombinantes se
purificaron utilizando agarosa de Ni-NTA (Thermo Fisher Scientific),
luego se intercambiaron en PBS y se concentraron utilizando filtros
centrifugos Amicon Ultracel (EMD Millipore). Para la tincion por
citometria de flujo, la S recombinante se etiquet6 con éster Alexa Fluor
647 o DyLight 488-NHS (Thermo Fisher Scientific); El exceso de Alexa
Fluor 647 y DyLight 488 se eliminaron utilizando columnas de
desalinacion Zeba de 7 kDa y 40 kDa, respectivamente (Pierce). La HA
recombinante de A/Michigan/45/2015 (aa 18-529, Immune
Technology) se etiquetd con éster DyLight 405-NHS (Thermo Fisher
Scientific); El exceso de DyLight 405 se elimind utilizando columnas de
desalinacion Zeba de 7 kDa. Las HA recombinantes de
A/Brisbane/02/2018 (aa 18-529) y B/Colorado/06/2017 (aa 18-546)
(ambas de Immune Technology) se biotinilaron utilizando el kit de
biotinilacion EZ-Link Micro NHS-PEG4 (Thermo Fisher Scientific); el
exceso de biotina se elimind utilizando columnas desaplantes Zeba de
7 kDa.

ELISpot

Las placas se recubrieron con flucelvax Quadrivalent 2019/2020 vacuna
contra el virus de la influenza estacional (Sequiris), vacuna contra el
tétanos y la difteria (Grifols), S recombinante o Ig antihumana. Se
realizo ELISpot ex vivo directo para determinar el nimero de células
secretoras de IgG e IgA de union a la vacuna total, que se unen a la
vacuna o recombinantes, presentes en muestras de BMPC y PBMC
utilizando kits ELISpot (Tecnologia celular) de doble color IgG / IgA de



acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las placas ELISpot se
analizaron utilizando un contador ELISpot (Tecnologia Celular).

ELISA

Los ensayos se realizaron en placas de 96 pozos (MaxiSorp, Thermo
Fisher Scientific) recubiertas con 100 pl de Flucelvax 2019/2020 o S
recombinante en PBS, y las placas se incubaron a 4 °C durante la
noche. Las placas se bloquearon con 10% FBS y 0.05% Tween-20 en
PBS. El suero o el plasma se diluyeron en serie en tampdn de bloqueo y
se agregaron a las placas. Las placas se incubaron durante 90 min a
temperatura ambiente y luego se lavaron 3 veces con 0.05% Tween-20
en PBS. La IgG-HRP antihumana de cabra (Jackson ImmunoResearch,
1:2.500) se diluyé en tampon de bloqueo antes de agregarse a los
pozos e incubar durante 60 minutos a temperatura ambiente. Las
placas se lavaron 3 veces con Tween-20 al 0,05% en PBS, y luego se
lavaron 3 veces con PBS antes de la adicién de sustrato de o-
fenilendiamina diclorhidrato peroxidasa (Sigma-Aldrich). Las reacciones
se detuvieron mediante la adicion de 1 M HCI. Se tomaron mediciones
de densidad optica a 490 nm. La dilucion de union medio maxima para
cada muestra de suero o plasma se calculé mediante regresién no
lineal (GraphPad Prism v.8). El limite de deteccion se definié como 1:30.

Estadistica

Los coeficientes de correlacion de Spearman se estimaron para evaluar
la relacion entre los titulos de IgG de la vacuna anti-S y anti-virus de la
influenza de 7 meses y las frecuencias de BMPC que secretan IgG
especifica para Sy para la vacuna contra el virus de la influenza,
respectivamente. Las medias y las diferencias por pares de los titulos
de anticuerpos en cada punto de tiempo se estimaron mediante un
analisis de modelo mixto lineal con una estructura de covarianza
autorregresiva de primer orden. El tiempo transcurrido desde el inicio
de los sintomas se traté como un efecto fijo categorico para los 4
puntos de tiempo de muestra diferentes espaciados con
aproximadamente 3 meses de diferencia. Los valores de P se ajustaron
para comparaciones multiples utilizando el método de Tukey. Todos
los analisis se realizaron utilizando SAS v.9.4 (SAS Institute) y Prism



v.8.4 (GraphPad), y los valores de P de menos de 0,05 se consideraron
significativos.

Citometria de flujo

La tincién para el analisis de citometria de flujo se realizé utilizando
BMPC enriquecidos magnéticamente crioconservados y PBMC
crioconservados. Para la tincion BMPC, las células se tineron durante 30
minutos en hielo con CD45-A532 (HI30, Thermo Fisher Scientific, 1:50),
CD38-BB700 (HIT2, BD Horizon, 1:500), CD19-PE (HIB19, 1:200), CXCR5-
PE-Dazzle 594 (J252D4, 1:50), CD71-PE-Cy7 (CY1G4, 1:400), CD20-APC-
Fire750 (2H7, 1:400), CD3-APC-Fire810 (SK7, 1:50) y Zombie Aqua
(todos BioLegend) diluidos en brilliant Stain buffer (BD Horizon). Las
células se lavaron dos veces con 2% de FBS y 2 mM de EDTA en PBS
(P2), se fijaron durante 1 h utilizando el kit de permeabilizacion True
Nuclear (BioLegend), se lavaron dos veces con tampon de
perm/lavado, se tifieron durante 1h con HA recombinante conjugado
DyLight 405 de A/Michigan/45/2015, DyLight 488- y Alexa 647-
conjugado S, Ki-67-BV711 (Ki-67, 1:200, BioLegend) y BLIMP-1-A700
(646702, 1:50, | + D), se lavaron dos veces con tampdn de perm /
lavado y se volvieron a enviar en P2. Para la tincién de células B de
memoria, los PBMC se tifleron durante 30 minutos en hielo con HAs
recombinantes biotinilados diluidos en P2, se lavaron dos veces, luego
se tineron durante 30 minutos en hielo con S conjugada con Alexa 647,
IgA-FITC (M24A, Millipore, 1:500), IgG-BV480 (policlocal de cabra,
Jackson ImmunoResearch, 1:100), IgD-SB702 (IA6-2, Thermo Fisher
Scientific, 1:50), CD38-BB700 (HIT2, BD Horizon, 1:500), CD20-Pacific
Blue (2H7, 1:400), CD4-BV570 (OKT4, 1:50), CD24-BV605 (ML5, 1:100),
streptavidin-BV650, CD19-BV750 (HIB19, 1:100), CD71-PE (CY1G4,
1:400), CXCR5-PE-Dazzle 594 (J252D4, 1:50), CD27-PE-Cy7 (0323,
1:200), IgM-APC-Fire750 (MHM-88, 1:100), CD3-APC-Fire810 (SK7,
1:50) y Zombie NIR (todos BioLegend) diluidos en Brilliant Stain buffer
(BD Horizon), y lavados dos veces con P2. Las células fueron adquiridas
en una Aurora usando SpectroFlo v.2.2 (Cytek). Los datos de citometria
de flujo se analizaron mediante FlowJo v.10 (Treestar). En cada
experimento, se incluyeron PBMC de individuos convalecientes e
individuos de control.

Resumen de informes



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

Disponibilidad de datos

Los datos relevantes estan disponibles del autor correspondiente a
peticion razonable.
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