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Abstracto

Abstracto
Vete a:

Introduccion

La infeccion por SARS-CoV-2 causa una amplia variedad de sintomas de la
enfermedad, desde fiebre, astenia o mialgia, hasta neumonia y, en la mayoria de los
casos graves, sindrome de dificultad respiratoria aguda conocido como COVID-19.
Sin embargo, una gran cantidad de pacientes infectados por SARS-CoV-2
permanece asintomatica. EI SARS-CoV-2 se propag0 rapidamente por todo el
mundo y fue declarado pandemia mundial en marzo de 2020. Sigue siendo una
amenaza continua para la salud y el bienestar socioeconémico. A pesar de que el
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namero mundial de infecciones alcanza decenas de millones, incluyendo casi un
millon de muertes, debido a las medidas de mitigacién, la tasa general de infeccién
es relativamente baja con los puntos criticos de infeccion locales. Aunque el
progreso cientifico es rapido, sigue existiendo una necesidad apremiante de
comprender la respuesta inmune que sigue a la infeccion por SARS-CoV-2, incluido
su papel durante la enfermedad y especialmente sus posibles efectos protectores a
largo plazo.

Un objetivo inmune principal durante las infecciones por coronavirus es la proteina
Spike (S), estrechamente asociada y dirigida por las respuestas neutralizantes de
anticuerpos y la inmunidad protectora, en contraste con la mayoria de las otras
proteinas virales [1, 2, 3, 4]. La proteina S es responsable de la interaccion del
SARS-CoV-2 con las células huésped a través de la union ACE2 [5, 6, 7]. Se puede
dividir en dos regiones, S1y S2. La region extra-viral S1 contiene dentro de su
segundo dominio el dominio de union al receptor (RBD) [8]. La secuencia RBD del
SARS-CoV-2 muestra una homologia limitada con los coronavirus estacionales o
EMC/2012, la causa del sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS). Por el
contrario, el SARS-CoV-2 RBD comparte el 73% de su secuencia con el RBD del
SARS [3].

Los intentos de reducir y controlar el virus SARS-CoV-2 se basan en el aumento de
la distancia interpersonal, incluido el cierre de gran parte de la actividad social y
economica, asi como las pruebas de infeccion aguda y las medidas de higiene
personal. Esto se implement6 temprano durante el brote, con el cierre de la
Universidad de Lisboa después del 13 de marzo, 10 dias después de los primeros
casos registrados en Portugal. Sin embargo, durante la fase de transicion posterior,
las restricciones se han levantado constantemente. El retorno gradual a la actividad
social y econdmica requiere una vigilancia activa para determinar los brotes locales,
el rastreo de contactos y la cuarentena. Ademas, los mas vulnerables a la COVID-19
deberan permanecer bajo una proteccion reforzada. La informacion importante es
como se desarrolla la inmunidad protectora en la poblacidn en general y en grupos
especificos como los profesionales de la salud. Una evaluacion exhaustiva de la
duracién de la inmunidad protectora es fundamental para determinar las medidas que
deben tomarse para prevenir y manejar futuras olas de SARS-CoV-2. Dicha
informacion debera recopilarse ampliamente, en diferentes lugares del mundo,
reflejando las condiciones locales, como las medidas de contencion y su calendario.
Los datos obtenidos deberan ser precisos y los métodos utilizados transparentes y
reproducibles para permitir comparaciones entre ubicaciones y paises. El reciente
brote de SARS-CoV-2 trae limitaciones con respecto al tiempo de exposicion, pero
también nos da la oportunidad de adquirir datos en tiempo real y desarrollar estudios
de seguimiento longitudinales confiables.

Para determinar la tasa acumulada de infeccién en las comunidades y obtener
informacion sobre la proteccion potencial contra la reinfeccion, los ensayos
seroldgicos son criticos. Dependiendo de los objetivos del estudio, la configuracion
de tales ensayos se puede utilizar para la deteccion de la exposicion al SARS-CoV-
2, asi como para obtener informaciéon sobre la actividad de neutralizacion, ya que se
ha demostrado que los titulos de anticuerpos tanto para la proteina S como para la
RBD se correlacionan bien con la actividad neutralizante [3, 9—11]. Describimos la
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configuracién detallada y la versatilidad de un ensayo de seroconversion para
determinar la inmunidad humoral al SARS-CoV-2 que se utilizd para la deteccion de
pacientes hospitalarios, voluntarios sanos post-COVID-19 y personal de la
Universidad de Lisboa. Informamos que en la fase aguda los hombres producen mas
anticuerpos que las mujeres, pero los niveles se equilibran durante la fase de
resolucion y son similares entre los sexos en los meses posteriores a la infeccion por
SARS-CoV-2. Demostramos que los anticuerpos contra SARS-CoV-2 Spike y su
dominio RBD son facilmente detectables en la mayoria de los casos, incluso en
pacientes que reciben terapia inmunosupresora o antirretroviral. En linea con una
respuesta inmune clasica, los anticuerpos contra el SARS-CoV-2 en la sangre
alcanzan su punto maximo alrededor de la semana 3 posterior a la infeccién, y
aunque los titulos de anticuerpos se reducen, los anticuerpos 1gG siguen siendo
detectables y muestran actividad de neutralizacion del virus durante al menos 6
meses después de la infeccion por SARS-CoV-2.

Vete a:

Resultados

Configuracion del ensayo de seroconversion

El estandar de oro para la deteccion de anticuerpos sigue siendo el ELISA, que
ofrece una alta flexibilidad y sensibilidad, pero una escalabilidad limitada [11].
SarS-CoV-2 Spike es un antigeno inmunogénico prominente y su RBD se conserva
menos en comparacion con otros coronavirus. Por lo tanto, el uso de Spike y su
RBD se convirtio rapidamente en el foco de los ensayos de seroconversion.
Elegimos para el presente estudio el ensayo desarrollado por Florian Krammer y su
laboratorio, un formato que recibi6 la aprobacién de emergencia de la FDA en abril
de 2020 y se describe en detalle [12].

Los sueros humanos representan un peligro bioldgico para los trabajadores de
laboratorio y pueden contener potencialmente no solo SARS-CoV-2, sino también
otros virus infecciosos. Por lo tanto, todos los pasos de ELISA se realizaron a nivel
de bioseguridad (BSL) 2, con equipo de proteccion personal BSL3. Se recomiendan
procedimientos de inactivacion, pero pueden tener efectos inciertos sobre la
exactitud de las pruebas serologicas [13]. Probamos tres procedimientos comunes:
(a) inactivacion por calor de 1 ha 56 ° C, o (b) la adicion de un surfactante no i6nico
(0,1% Triton X-100), o (c) la combinacion de ambos, en comparacion con el suero
limpio. Las diluciones seriadas de dos muestras de suero elegidas de SARS-CoV-2
PCR positivas mostraron deteccion de IgG siguiendo los tres métodos de
inactivacion y fueron indiscriminadas de los controles no tratados (Fig. 1A).
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Figure 1

Configuracion de SARS-CoV-2 ELISA. Deteccién de anticuerpos IgG contra el SARS-
CoV-2 en muestras de suero de sujetos con PCR positivo para sars-CoV-2 o controles
pre-COVID-19 utilizando placas Immulon 4HBX de 96 pozos recubiertas con proteina
RBD para ELISA. La absorbancia (densidad 6ptica, OD) se evalué a 450 nm. (A) Tres
muestras de suero, control pre-COVID-19, titulo medio y alto fueron tratadas por los
métodos indicados para inactivar las particulas del virus. (B) Se utiliz6 mondémero
RBD aislado, dimero RBD, RBD agrupado y proteina Spike para el recubrimiento en las
mismas condiciones, y se analizaron cuatro muestras de suero COVID-19 (coloreadas)
frente a cuatro pre-COVID-19 (simbolos abiertos). (C y D) La placa de 96 pozos se
recubrié con (C) RBD o (D) proteina Spike a las concentraciones indicadas y se
probaron tres sueros COVID-19 (coloreados) y pre-COVID-19 (negros). (E) Titulacién
de dilucion de anticuerpos secundarios anti-IgG, a la dilucién indicada en placa de 96
pomos recubierta con 2 pg/ml de proteina RBD para tres sueros. (F) Control de
calidad (QC) y diluciéon seriada de muestras séricas. La muestra de control de calidad
es una mezcla de las muestras de suero analizadas de cuatro trabajadores de la salud
(S1-S4). La linea discontinua indica valores en blanco. Los datos muestran valores de
muestra individuales.

La proteina S tiene una estructura trimérica, mientras que la expresion in vitro
de RBD da como resultado la generacién de proteinas monoméricas y
diméricas. Sin embargo, cuando probamos la capacidad de la proteina mono y
dimérica RBD para la unién a anticuerpos, ambas se desempefiaron de manera
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similar y comparable a la fraccion total de proteinas (Figura 1B). Se
optimizaron parametros adicionales que afectan el rendimiento de los ensayos
ELISA, como el tiempo de recubrimiento (o/n - 1 semana a 4°C), el tiempo y la
temperatura de incubacion sérica, asi como la cantidad de sustrato de
tetrametilbencidina (TMB) y el tiempo de desarrollo (ajustado a 10 min)
(Informacién de apoyo Fig. S1A, datos no mostrados). Las placas recubiertas
fueron estables durante una semana y la incubacién de 1 o 2 h a temperatura
ambiente o 37 ° C fue indistinguible. Para garantizar que los ELISA funcionen en
condiciones no saturantes, realizamos una titulacion completa de los antigenos
de captura (de 0,125 a 10 pg/ml) y los anticuerpos secundarios (1:5000-1:100
000) utilizados para la deteccion de anticuerpos. Las proteinas del SARS-CoV-2
se titularon y evaluaron utilizando sueros de pacientes individuales (titulos
altos, medios y bajos). Simultdneamente, se titularon los anticuerpos
secundarios, como anti-IgG, pero también anti-IgM, anti-IgA y anti-Ig total, por
lo que se utilizé OD de 2.0 como limite superior para evitar la saturacién del
ensayo (Fig. 1C-E; Informacién de apoyo Fig. S1B-G).

Con el fin de prepararse para el uso diagnostico, la generacion de suero de
control de calidad (QC) es fundamental para validar cada ejecucién del ensayo.
Los sueros de pacientes expuestos son los mas deseables, ya que contendran
anticuerpos con una variedad de avidezes e isotipos, proporcionando
propiedades de uniéon mas estables. Sin embargo, es necesario obtener un
volumen suficiente para garantizar que haya suficiente material para completar
el proceso de validacion de ELISA y el estudio o la serie de estudios que se
realizaran. Los sueros de cuatro voluntarios expuestos al SARS-CoV-2 pero
sanos fueron evaluados y agrupados para servir como control de calidad para
ensayos posteriores (Fig. 1F). En ultima instancia, las sefiales de anticuerpos
deben disminuir de una manera dependiente de la dosis utilizando diluciones
en serie de los sueros, lo que permite la determinacién precisa de los titulos de
anticuerpos (Fig. S1H).

Validacion del ensayo de seroconversion

Se utilizaron 100 sueros pre-COVID-19 de voluntarios sanos recolectados entre
octubre de 2012 y noviembre de 2017 como controles negativos (Tabla 1).
Ademas, obtuvimos 19 sueros de personal sanitario hospitalario con PCR
positivos con sintomas principalmente leves, poco mas de 30 dias desde los
primeros sintomas y el resultado positivo de la PCR SARS-CoV-2 (Tabla 2). Se
detectd seroconversion en los sueros de todos los pacientes con PCR positivo
para sars-CoV-2 utilizando la parte RBD del antigeno S del SARS-CoV-2y 18 de
19 utilizando la proteina S del SARS-CoV-2 S mediante el sondeo de IgG (Figura
2A). La curva de caracteristicas operativas del receptor (ROC) determind la
sensibilidad y la especificidad y el punto de corte del ensayo en 0.4171 y 0.4816
para RBD y proteina S, respectivamente, correspondiente a una especificidad
del 100% y una sensibilidad del 99% para RBD y una especificidad del 94.74%
y una sensibilidad del 98% para Spike en este analisis inicial (Fig. 2By C y
Tabla 3).
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Table 1

Demografia
de los
pacientes
participantes
, categorias y
sintomas de
gravedad de
la
enfermedad,
afecciones
subyacentes
y
medicament
0s

Clinical data

(%, 1)

Age (years)

Male

Female

Sample

collection date

SARS-CoV-2
PCR+

Pre-
COVID-19 Pre- COVID-19 Asymptomati
COVID-19 (<Day7) COVID-19 Allergies c
63.23 (20-93) 6877 (20- 547 (20- 305 (2- 6285 (22-
98) 3 88) 9 71) 98)
48% 91 54% 42 49% 49 51% 41 55% 22
52% 98 46% 36 51% 51 49% 40 45% 18
6/4/2020 - 6/4/2020 - 31/10/2012 -  03/01/2019 6/4/2020 -
12/8/2020 12/8/2020 10/11/2017 - 12/8/2020
29/10/2019
100% 100% N/A N/A 100%



Demografia
de los
pacientes
participantes
, categorias y
sintomas de
gravedad de
la
enfermedad,
afecciones
subyacentes
y
medicament
0s

Clinical data

(%, 1)

Seroconversion

(Spike)

Seroconversion

(RBD)

Disease Severity

Mild

Moderate

Severe

Pre-

COVID-19 Pre- COVID-19 Asymptomati

COVID-19 (<Day7) COVID-19 Allergies c
82%  (155/18 50% (39/7 2.0 (2/10 6.2 (5/8 50% (20/4
9) 8) % 0) % 1) 0)
84%  (159/18 51% (40/7 00 (0/20 7.4 (6/8 50% (20/4
9) 8) % 0) % 1) 0)

18% 31 16% 13 N/A N/A 0%

73% 127 73% 60 N/A N/A 0%

10% 17 11% 9 N/A N/A 0%



Demografia
de los
pacientes
participantes
, categorias y
sintomas de
gravedad de
la
enfermedad,
afecciones
subyacentes
y
medicament
0s

Pre-
Clinical data COVID-19 Pre- COVID-19 Asymptomati
(%, n) COVID-19 (<Day7) COVID-19 Allergies c

Symptoms

Cough 60% 105 61% 50 N/A N/A N/A

Myalgia 30% 53 18% 15 N/A N/A N/A

Fever 60% 105 59% 48 N/A N/A N/A

Anosmia 9% 15 2% 2 N/A N/A N/A

Dyspnea 35% 62 49% 40 N/A N/A N/A

Diarrhea 13% 23 12% 10 N/A N/A N/A



Demografia
de los
pacientes
participantes
, categorias y
sintomas de

gravedad de
la
enfermedad,
afecciones
subyacentes
y
medicament
oS

Pre-
Clinical data COVID-19 Pre- COVID-19 Asymptomati
(%, n) COVID-19 (<Day7) COVID-19 Allergies c
Odynophagia 1% 1 0% 0 N/A N/A N/A
Hypogeusia 3% 6 0% 0 N/A N/A N/A
Headache 19% 33 10% 8 N/A N/A N/A
Rhinorrhea 1% 1 0% 0 N/A N/A N/A
Asthenia 33% 57 27% 0 N/A N/A N/A
Days Post 1553 (3-52) 388 (1-7) NIA N/A N/A

Symptom onset

at collection



Demografia
de los
pacientes
participantes
, categorias y
sintomas de
gravedad de
la
enfermedad,
afecciones
subyacentes
y
medicament
0s

Clinical data

(%, n) COVID-19

COVID-19

(<Day7)

Pre-

COVID-19

Pre-
COVID-19

Allergies

Asymptomati

c

PCR+ day to 12.07  (1-63)

serum collection

Underlying conditions

None 21.71 38
%

Chronic kidney 10.86 19

disease %

Diabetes 25.71 45
%

4.04

6.10%

17.07
%

25.61
%

(0-15)

5

14

21

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

1074 (-1-
53)

22.22 6
%

40.74 11
%

33.33 9
%



Demografia
de los
pacientes
participantes
, categorias y
sintomas de

gravedad de
la
enfermedad,
afecciones
subyacentes
y
medicament
oS
Pre-
Clinical data COVID-19 Pre- COVID-19 Asymptomati
(%, n) COVID-19 (<Day7) COVID-19 Allergies c
Hypertension 50.29 88 57.32 47 N/A N/A 77.78 21
% % %
Heart disease 6.29% 11 17.07 14 N/A N/A 7.41% 2
%
Alzheimer 0.00% 0 1.22% 1 N/A N/A 0.00% 0
Cerebrovascular  3.43% 6 7.32% 6 N/A N/A 0.00% 0
disease
Dementia/Parkins 14.29 25 21.95 18 N/A N/A 11.11 3

on % % %



Demografia
de los
pacientes
participantes
, categorias y
sintomas de

gravedad de
la
enfermedad,
afecciones
subyacentes
y
medicament
0s
Pre-
Clinical data COVID-19 Pre- COVID-19 Asymptomati
(%, n) COVID-19 (<Day7) COVID-19 Allergies c
Asthma 1.14% 2 4.88% 4 N/A N/A 0.00% 0
Cancer 10.29 18 7.32% 6 N/A N/A 40.74 11
% %
COPD 2.86% 5 4.88% 4 N/A N/A 0.00% 0
HIV 2.86% 5 488% 4 N/A N/A 11.11 3
%
SLE 1.14% 2 0.00% 0 N/A N/A 0.00% 0

Medication



Demografia
de los
pacientes
participantes
, categorias y
sintomas de

gravedad de
la
enfermedad,
afecciones
subyacentes
y
medicament
oS
Pre-

Clinical data COVID-19 Pre- COVID-19 Asymptomati
(%, n) COVID-19 (<Day7) COVID-19 Allergies c
None 89.71 157 85.37 70 N/A NA 55.56 15

% % %
Midostaurin 0.57% 1 0.00% 0 N/A NA 0.00% 0
Aciclovir 0.57% 1 0.00% 0 N/A NA 0.00% 0
Tacrolimus 2.29% 4 2.44% 2 N/A NA 0.00% 0
Prednisolona 4.57% 8 6.10% 5 N/A NA 0.00% 0
Quimioterapia 0.00% 0 0.00% 0 N/A NA 7.41% 2

(Paclitaxel)



Demografia
de los
pacientes
participantes
, categorias y
sintomas de
gravedad de
la
enfermedad,
afecciones
subyacentes
y
medicament
0s

Pre-
Clinical data COVID-19 Pre- COVID-19 Asymptomati
(%, n) COVID-19 (<Day7) COVID-19 Allergies c

Metotrexato 0.00% 0 1.22% 1 N/A NA 0.00% 0

Raltegravir 0.57% 1 1.22% 1 N/A NA 3.70% 1

Darunavir/Cobici 0.57% 1 1.22% 1 N/A NA 3.70% 1

stat

Exemestano 1.14% 2 0.00% 0 N/A NA 0.00% 0

Azatioprina 1.14% 2 1.22% 1 N/A N/A 0.00% 0

Dexametasona 0.00% 0 0.00% 0 N/A N/A 3.70% 1



Demografia
de los
pacientes
participantes
, categorias y
sintomas de
gravedad de
la
enfermedad,
afecciones
subyacentes
y
medicament
0s

Clinical data

(%, 1)

Tamoxifeno

Abacavir

Lamivudina

Micofenolato

Entecavir

Dolutegravir

Table 2

Pre-
COVID-19 Pre- COVID-19 Asymptomati
COVID-19 (<Day7) COVID-19 Allergies c
0.57% 1 1.22% 1 N/A N/A 0.00% 0
0.57% 1 1.22% 1 N/A N/A 7.41% 2
0.57% 1 1.22% 1 N/A N/A 7.41% 2
1.14% 2 1.22% 1 N/A N/A 0.00% 0
0.57% 1 0.00% 0 N/A N/A 0.00% 0
0.57% 1 0.00% 0 N/A N/A 7.41% 2

Open in a separate window

Demographics of healthcare participants, disease severity categories, and symptoms
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Clinical data (%0, n)

Age (years)

Male (%)

Female (%)

Sample collection date

SARS-CoV-2 PCR+

Seroconversion (Spike)

Seroconversion (RBD)

Disease Severity

Asymptomatic

Mild

Moderate

Healthcare workers

4184  (25-61)

16% 3

84% 16

6/4/2020 - 27/5/2020

100%

94.70%  (18/19)

100%  (19/19)

5% 1

84% 16

11% 2



Clinical data (%0, n) Healthcare workers

Severe 0% 0
Symptoms

Cough 74% 14
Myalgia 79% 15
Fever 68% 13
Anosmia 37% 7
Dyspnea 11% 2
Diarrhea 16% 3
Odynophagia 5% 1
Hypogeusia 21% 4

Headache 63% 12



Clinical data (%0, n) Healthcare workers

Rhinorrhea 5% 1

Asthenia 32% 6

Days Post Symptom onset at collection 34.5 (3-55)

PCR+ day to serum collection 33.05 (13-63)
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Pruebas ELISA del SARS-CoV-2. Deteccion de anticuerpos IgG del SARS-CoV-2 en
muestras de suero de sujetos con PCR positivo para sarS-CoV-2 (coloreados) o
controles pre-COVID-19 (abiertos) utilizando placas Immulon 4HBX de 96 pozos
recubiertas con proteinas RBD (circulos) o Spike (al cuadrado) para ELISA. La
absorbancia se evalu6 a 450 nm. (A) Se evalud el suero a 1/50 de dilucion de 19
trabajadores de la salud positivos para PCR-SARS-CoV-2 para RBD anti-SARS-CoV-2 y
Spike IgG y se compararon con 100 sueros pre-COVID-19. Las barras indican la media
+ analisis SD. (B y C) ROC, trazando la sensibilidad contra la especificidad de (B) RBD o
(C) muestras de Spike como se muestra en (A). D) Se probaron alergias a las alergias a
rbdesinidad y a la proteina Spike de las cohortes pre-COVID-19, sanas (100 donantes,
simbolos abiertos), alergias alimentarias (61 donantes, simbolos gris oscuro) y
alergias a abejas/avispas (20 donantes, simbolos gris claro). (E) Ejemplo de
reactividad cruzada en RBD o proteina Spike del suero pre-COVID-19 como se usa en
(D). El analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba de Kruskal-Wallis con el
software Graphpad Prism. p < 0,05, p <0,001. Las lineas discontinuas indican valores
negros en blanco; Rojo, corte RBD; Verde, corte de espiga. Los datos muestran valores
de muestra individuales. ™™

Cuadro 3

Analisis ROC de RBD o proteina Spike después de la deteccion inicial de sueroy
sueros pre-COVID-19 de trabajadores de la salud que eran POSITIVOS PARA PCR
al SARS-COV-2

RBD Clavar

Corta Sensibilid IC  Especificid IC  Corta Sensibilid IC  Especificid IC
r ad % (%) ad % (%) r ad % (%) ad % (%)

0.417 99.00 94.55 100.00 82.35 0.481 98.00 92.9 94.74 73.9

1 - - 6 6- 7-
99.97 100.0 99.7 99.8
0 6 7

0.553 100.00 96.38 100.00 82.35 0.630 99.00 99.5 94.74 73.9

2 - - 2 5- 7-
100.0 100.0 99.9 99.8
0 0 7 7

Abrir en una ventana separada
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Con el fin de aumentar el tamario de la muestra pre-COVID-19 y reflejar un espectro
mas amplio de la poblacion, obtuvimos 61 muestras de individuos con alergias
alimentarias y 20 muestras de individuos con alergias a abejas y avispas, porque
estos contienen mayores niveles de anticuerpos [14]. El suero de sujetos alérgicos
aumentd el fondo observado tanto en las proteinas RBD como en las spike

(Figura 2D). De importancia, a menudo no se observo un aumento de la reactividad
a una proteina en la segunda proteina del SARS-CoV-2 (Figura 2E), que corrobora
el proceso de dos pasos de deteccioén de RBD y, posteriormente, los sueros que se
encontraron positivos para Spike [12].

Cribado de seroconversion de pacientes hospitalizados por COVID-19

Posteriormente analizamos 307 muestras de pacientes hospitalizados que dieron
positivo por SARS-CoV-2 por PCR para detectar la presencia de 1gG anti-SARS-
CoV-2. Las muestras se adquirieron entre el 6 de abril y el 12 de agosto de 2020 y
en diferentes momentos tras el desarrollo de los sintomas de COVID-19. Los
pacientes demostraron una variedad de sintomas y condiciones médicas subyacentes
(Tabla 1). El cribado de seroconversion dio lugar a mediciones variadas de la OD al
incluir todas las muestras evaluadas (Fig. 3A). Teniendo en cuenta el nimero de dias
que tomo la inmunidad celular adaptativa a iniciar, separamos aun mas las muestras
en 14 dias después del inicio, excluyendo aquellas que eran asintomaticas, lo que
reveld una seroconversion robusta en 73 de 73 (100%) muestras en RBD y 71 de 73
(97,3%) en proteina Spike (Fig. 3B). Aunque las respuestas de anticuerpos tardan en
madurar, alrededor de la mitad de las muestras obtenidas en la primera semana
después de los sintomas mostraron una seroconversién robusta de 1gG dentro de la
primera semana de los sintomas, 40 de 78 (51%) y 39 de 78 (50%) en RBD y Spike,
respectivamente (Fig. 3C). Las muestras de seguimiento de 68 pacientes mostraron
que aquellos que se habian seroconvertido en la primera semana de sintomas
mantuvieron altos niveles de IgG 1 semana después (27/27, 100%). De todos los
sujetos sintomaticos, aquellos que no tuvieron una respuesta IgG dentro de la
primera semana, 30 de 41 (73%) mostraron una respuesta robusta siete dias después
(dias 9-14). A los 11 pacientes restantes de 41 (27%) se les analiz6 su segunda
muestra en la segunda semana, antes del dia 14 después del inicio de los sintomas,
aun no mostraron una respuesta IgG. Sin embargo, aunque algunos pacientes no
mostraron una respuesta igG en la segunda o incluso tercera semana después del
inicio de los sintomas, los que se probaron nuevamente 1 semana después todos se
seroconvirtieron (10/10) (Fig. 3D). De aquellos que no se seroconvirtron dentro de
la semana 2 de los sintomas de COVID-19 (11/41, 27%), algunos tenian afecciones
subyacentes, como lupus eritematoso sistémico (LES) (1), linfoma (1),
quimioterapia (1) o medicamentos inmunosupresores (3).
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Figura 3

Seroconversion en pacientes hospitalizados. Deteccion de anticuerpos 1gG del SARS-
CoV-2 en muestras de suero de pacientes hospitalarios con PCR positivo para SARS-
CoV-2 (coloreados) o controles pre-COVID-19 (abiertos) utilizando placas Immulon
4HBX de 96 pozos recubiertas con proteinas RBD (circulos) o Spike (al cuadrado)
para ELISA. La absorbancia se evalué a 450 nm. (A) Resumen de todos los mas de 300
sujetos con pruebas PCR positivas para el SARS-CoV-2 del Hospital Santa Mariay
181 controles pre-COVID-19 acumulados. (B) Muestras seleccionadas presentadas en
(A) post-dia 14 de los sintomas iniciales reportados de COVID-19 (n = 73 donantes de
COVID-19, n = 100 controles sanos pre-COVID-19). (C) Muestras seleccionadas
presentadas en (A) pre-dia 7 de los sintomas iniciales reportados de COVID-19 (n =78
donantes de COVID-19, n = 100 controles sanos pre-COVID-19). (D) Seguimiento
longitudinal de los pacientes muestreados en la semana indicada de inicio de los
sintomas de COVID-19 y re-muestreo 7 dias después(n = 76 donantes de COVID-19).
El azul indica la sefial alta continua, el verde los que se seroconvirtio en el segundo
muestreo en la semana 2, el naranja el que se seroconvirtié en el segundo muestreo
pasada la semana 2, el rojo aquellos en los que no se detect6 seroconversion en el
primer y segundo muestreo. (E) Muestras seleccionadas presentadas en (A) sin
sintomas reportados deCOVID-19 (n = 40 donantes de COVID-19, n = 100 controles
sanos pre-COVID-19). (F) Seguimiento longitudinal de pacientes asintomaticos
muestreados en la primera semana de inicio de los sintomas de COVID-19 y re-
muestreo 7 dias después, colores utilizados como en (D) (n = 10 donantes). Las lineas
discontinuas indican valores negros en blanco; Rojo, corte RBD; Verde, corte de
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espiga. Los datos muestran valores de muestra individuales, las barras indican la
media + SD.

Algunos pacientes que fueron positivos para pcr el SARS-CoV-2 dentro de un
promedio de 8,7 dias (-1-53) después de la extraccion de sangre, no mostraron
ningun sintoma clasico de COVID-19 (Tabla 1). De estos, 20 de 40 (50%) pacientes
mostraron seroconversion para 1gG anti-SARS-CoV-2 (Figura 3E). Dado que no se
informaron sintomas, no quedd claro en qué etapa de la infeccidn se encontraban
estos pacientes. Aquellos que fueron IgG negativos pueden haber estado dentro de
los primeros dias de la infeccidn, o los niveles de anticuerpos fueron muy bajos. Sin
embargo, el muestreo repetido de varios pacientes siete dias después reveld que solo
3/11 (27%) pacientes se seroconvirtieron, aunque la OD siguid siendo modesta,
mientras que en seis de 11 (55%) los niveles de IgG RBD anti-SARS-CoV-2
permanecieron por debajo del punto de corte del ensayo (Figura 3F). Esto sugiere
una respuesta de seroconversion limitada o muy retrasada.

Efecto de la medicacion demogréafica, inmunomoduladora y antiviral
sobre la seroconversion

La seroconversion de 1gG, 14 dias después del inicio de los sintomas, se detecto
igualmente bien entre pacientes femeninos y masculinos, independientemente de la
edad, y tanto para RBD como para la proteina Spike (Fig. 4A and B).
Seroconversion detection or the antibody response, since patients were assayed on
average 8.5 days after being SARS-CoV-2 PCR positive, were reduced or delayed in
those asymptomatic for COVID-19 compared with those experiencing COVID-19
symptoms (Fig. 4C). In line with an adaptive immune response taking several days
to develop, the main factor influencing seroconversion was time since the onset of
COVID-19 symptoms (Figure 4D).
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Figura 4

Seroconversion en subgrupos y tiempo. Deteccion de anticuerpos 1gG para sars-CoV-2 en
muestras de suero de pacientes hospitalizados con PCR positivo para SARS-CoV-2 o
controles pre-COVID-19 utilizando placas Immulon 4HBX de 96 pozos recubiertas con
proteinas RBD (circulos) o Spike (al cuadrado) para ELISA. La absorbancia se evalué a 450
nm. (A 'y B) Se trazaron sefiales de 1gG OD de (A) mujeres(n = 42) y hombres(n = 28) o (B)
por edad en el momento de la toma de muestras de sangre, de esos sujetos 14 dias después
de los primeros sintomas de COVID-19. La linea roja marca la media. (C y D) Las sefiales
de IgG OD de todos los sujetos se trazaron por (C) gravedad de los sintomas o (D) a lo
largo del tiempo desde el dia de los primeros sintomas. (E y F) Los pacientes hospitalarios
que recibieron (E) medicacion inmunomoduladora (naranja, n = 31) o (F) medicacion
antiviral (purpura, n = 12) que dieron positivo a la PCR del SARS-CoV-2 fueron evaluados
para anticuerpos IgG y comparados con los controles pre-COVID-19 (simbolos

abiertos, n = 100). El analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba de Kruskal-Wallis
utilizando el software Graphpad Prism. p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001. Los datos muestran
valores de muestra individuales, las barras indican la media = SD.”

Dentro de la cohorte de pacientes hospitalarios, dos grupos fueron de especial
interés, los que recibieron terapia inmunosupresora y los que recibieron medicacion
antiviral debido a infecciones con vih o virus de la hepatitis B (VHB) (Tabla 4).
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Dentro de la cohorte de pacientes que recibieron medicacién inmunosupresora, siete
de 29 (24%) fueron asintomaticos para COVID-19. La tasa media de seroconversion
en ambos grupos fue inferior a la observada en la cohorte colectiva de pacientes o en
los trabajadores sanitarios, con un 9/29 (31%) (Tabla 4).

Cuadro 4

Demografia de los pacientes participantes bajo medicacion inmunomoduladora o
antiviral, categorias y sintomas de gravedad de la enfermedad, afecciones

subyacentes y medicamentos

Datos clinicos (%, n)

Edad (afios)

Hombres (%0)

Mujeres (%)

Fecha de recogida de la muestra

PCR+ del SARS-CoV-2

Seroconversion (Spike)

Seroconversion (RBD)

Gravedad de la enfermedad

Inmunomodulador

Antiviral

6021  (20-87)

31% 9

69% 20

6/4/2020 -
12/8/2020

100%

28% (8/29)

31% (9/29)

51.87  (43-60)

100% 12

0% 0

6/4/2020 -
12/8/2020

100%

75% (9/12)

75% (9/12)
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Datos clinicos (%, n) Inmunomodulador

Antiviral

Asympomatic 24% 7

Leve 14% 4

Moderado 59% 17
Muy fuerte 3% 1

Sintomas

Tos 45% 13
Mialgia 10% 3

Fiebre 41% 12
Anosmia 7% 2

Disnea 31% 9

Diarrea 0% 0

25%

17%

58%

0%

0%

17%

58%

0%

42%

17%



Datos clinicos (%, n)

Odinofagia

Hypogeusia

Jaqueca

Rinorrea

Astenia

Dias después del inicio de los sintomas en la

recoleccion

PCR+ dia a la recoleccion de suero

Condiciones subyacentes

Ninguno

Enfermedad renal crénica

Inmunomodulador Antiviral
0% 0 0% 0
0% 0 0% 0
% 2 17% 2
0% 0 0% 0
28% 8 8% 1
10.96 (2-35) 9.00 (3-11)
6.43 (1-13) 6.17 (1-11)
0.00% 0 0.00% 0
17.24% 5 25.00% 3



Datos clinicos (%, n)

Diabetes

Hipertension

Enfermedad cardiaca

Alzheimer

Enfermedad cerebrovascular

Demencia/Parkinson

Asma

Cancer

EPOC

VIH

SLE

Inmunomodulador Antiviral
17.24% 5 16.67% 2
34.48% 10 16.67% 2
6.90% 2 0.00% 0
0.00% 0 0.00% 0
3.45% 1 0.00% 0
17.24% 5 0.00% 0
0.00% 0 0.00% 0
37.93% 11 0.00% 0
0.00% 0 0.00% 0
0.00% 0 91.67% 11
6.90% 2 0.00% 0



Datos clinicos (%, n)

Medicacion

Ninguno

Midostaurin

Aciclovir

Tacrolimus

Prednisolona

Quimioterapia (Paclitaxel)

Metotrexato

Raltegravir

Darunavir/Cobicistat

Exemestano

Inmunomodulador Antiviral
0.00% 0 0.00%
3.45% 1 0.00%
3.45% 1 0.00%
17.24% 5 0.00%
41.38% 12 0.00%
6.90% 2 0.00%
3.45% 1 0.00%
0.00% 0 25.00%
0.00% 0 25.00%
6.90% 2 0.00%



Datos clinicos (%0, n) Inmunomodulador Antiviral

Azatioprina 10.34% 3 0.00% 0
Dexametasona 3.45% 1 0.00% 0
Tamoxifeno 6.90% 2 0.00% 0
Abacavir 0.00% 0 33.33% 4
Lamivudina 0.00% 0 33.33% 4
Micofenolato 6.90% 2 0.00% 0
Entecavir 0.00% 0 8.33% 1
Dolutegravir 0.00% 0 25.00% 3

Abrir en una ventana separada

Dentro de la cohorte hospitalaria, obtuvimos 29 sueros de pacientes que recibieron
farmacos inmunosupresores, incluidos 13 de 29 (40%) que recibieron los
glucocorticoides prednisolona o dexametasona. Los sueros de estos pacientes se
recogieron entre los dias 2 y 35 después del inicio de los sintomas de COVID-19. En
esta cohorte, todos los pacientes dieron positivo al SARS-CoV-2 por PCR, 20 de 29
(69%) no se seroconvirt (Fig. 4E). De estos 20, siete (35%) eran asintomaticos, y
tres (15%) se hicieron la prueba dentro de los 7 dias posteriores a los sintomas. De
acuerdo con la ayuda requerida de células T para el cambio de isotipo, tres de cinco
(67%) pacientes con el inhibidor de la calcineurina Tacrolimus, que se combiné con
prednisolona, no se seroconvirtié. El uso de corticosteroides tuvo un efecto inhibidor
sobre la produccion de anticuerpos, con aquellos pacientes que se seroconvirtieron
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mostrando una sefial baja. El paciente en quimioterapia (Paclitaxel) no mostré una
respuesta IgG RBD anti-SARS-CoV-2. Tres (3/29, 10%) pacientes que recibieron
farmacos inmunomoduladores mostraron una respuesta 1gG anti-SARS-CoV-2
similar en comparacion con los pacientes sin dicha medicacién (dias 5 a 13). Dos de
ellos recibieron prednisolona o metotrexato. Aunque el nimero de pacientes
analizados fue modesto, estos hallazgos indican que los medicamentos
inmunosupresores inhiben la seroconversion tras la infeccion por SARS-CoV-2.

Doce muestras fueron de pacientes que previamente contrajeron VIH1 o VIH2 y
fueron tratados con terapia antirretroviral (Raltegravir, Darunavir/Cobicistat,
Lamivudina y Dolutegravir) y uno con VHB que recibi6 Entecavir. Todos los
pacientes eran hombres y la seroconversion del SARS-CoV-2 se analiz6 dentro de
los 11 dias posteriores al inicio de los sintomas. La mayoria de los pacientes (9/12,
75%) seroconvirtieron (Fig. 4F). De los tres pacientes VIH restantes, dos eran
asintomaticos y uno fue una muestra temprana tomada solo 3 dias después de los
sintomas de COVID-19. Estos resultados sugieren que la medicacién antirretroviral
no interfiere con la seroconversion del SARS-CoV-2.

La gran pantalla de seroconversiéon muestra una exposicion limitada al
SARS-CoV-2

La Universidad de Lisboa decidio6 cerrar para todos los trabajos no esenciales
temprano durante el brote de COVID-19, a partir de la medianoche del 13 de marzo.
Desde el brote inicial, los niveles de infeccion reportados en Portugal se han
mantenido modestos en comparacion con los paises europeos cercanos, con 5200
casos por millon de la poblacién reportados (Johns Hopkins, Worldometer, agosto
de 2020). Para determinar la seroprevalencia en el personal de la Universidad, se
evaluaron 2571 empleados, en todas las divisiones, con suero obtenido entre el 13 de
mayo Y el 10 de julio de 2020. Como se mencion0, nuestro ensayo se basa en
Stadlbauer et al. [12] que recibieron la aprobacion de emergencia de la FDA
utilizando un método de dos pasos. Con la expectativa de una baja prevalencia de
infeccion, primero examinamos al personal en una sola dilucion utilizando la
configuracién como se muestra en la Figura. 5A. Se detectaron 68 muestras con una
OD por encima del valor de corte de 0,41 (2,6%) (Fig. 5B). Estas muestras se
reevaluaron posteriormente, utilizando tanto RBD como proteina Spike, asi como
dos diluciones séricas, 1/50 y 1/150, como se muestra en la Figura. 5C. De las 68
muestras analizadas, 38 (56%) fueron confirmadas positivas durante el segundo
ensayo (Fig. 5D v E), lo que resulta en una prevalencia de infeccién del 1,5%. Las
muestras con una sefial intermedia para RBD, a menudo justo por encima del punto
de corte, con frecuencia fallaron en el segundo ensayo en Spike o incluso RBD

(Fig. 5E y F) y algunas muestras con una sefial RBD robusta no respondieron a la
proteina Spike en absoluto. Como se observo anteriormente (Fig. 2), las sefiales
entre RBD y la proteina Spike a menudo eran comparables, con solo unas pocas
muestras que mostraban una respuesta mas fuerte contra Spike. Las muestras que
proporcionan una sefial robusta para RBD a menudo respondieron de manera similar
con Spike (Fig. 5G). Para garantizar que los OD entre placas sean comparables, la
variacion entre placas de los ensayos se determind utilizando dos diluciones de una
muestra de suero de control de calidad o anticuerpo monoclonal (QC)nia Y control de
calidad,,) correr en cada plato. Aunque la variabilidad de la placa dia a dia esta
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presente, esta es de amplitud muy modesta (Fig. 5H). El promedio y la SD del
control de calidadi.. Los valores de OD para las primeras 12 placas realizadas se
calcularon y se tuvieron en cuenta para validar las siguientes placas de diagnostico.
Lo mismo se hizo para el control de calidadi, valores.
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Figura 5

Pruebas de seroconversion a gran escala del personal de la Universidad de Lisboa.
Deteccion de anticuerpos 1gG del SARS-CoV-2 en muestras de suero diluido de 1/50 del
personal de la Universidad de Lisboa utilizando placas Immulon 4HBX de 96 pozos para
ELISA. La absorbancia se evalué a 450 nm. (A) Lista de placas de cribado, recubiertas con
2 ug/ml RBD, con capacidad para 90 muestras/placa, e incluye dos espacios en blanco, dos
controles de calidad a alta concentracion (QC)nia), y dos a baja concentracion (QC)w). B)
Resumen del personal evaluado de la Universidad de Lisboa(n = 2571 donantes). Los
simbolos rojos indican puntuaciones negativas, los simbolos purpuras indican OD por
encima del limite. (C) Programa de placas de recribado, recubiertas con 2 pg/ml RBD
(izquierda) o Spike (derecha), con capacidad para 21 muestras/placa, e incluye dos
diluciones por muestra (1/50 y 1/150), dos espacios en blanco, dos QChoia y dos QCio por
proteina utilizada. (D) Resultados de cribado del re-cribado (n = 68 donantes), mostrando
muestras probadas en proteina Spike. El verde representa las muestras por encima del corte
para RBD y Spike en dilucién de 1/50 y 1/150 (n = 38); El rojo indica las muestras por
debajo del corte en la segunda pantalla para RBD o Spike(n = 30). (E-G) Mostrando
sefiales de proteina RBD y Spike para las muestras reevaluadas y 10 muestras negativas
adicionales, (E) todas las muestras, (F) muestras evaluadas negativas (abiertas a simbolos
rojos) y 10 adicionales que originalmente eran negativas (simbolos rojos a rojos), (G)
muestras evaluadas como positivas (simbolos abiertos a verdes). (H) Sefiales de control de
calidad para 12 placas secuenciales, que muestran el control de calidadnoi (circulos) y
control de calidadw (cuadrados). Las lineas punteadas indican la sefial promedio + SD para
el control de calidadnor (rojo, 200ng/ml) y QCu (azul (10 ng/ml)) de anti-SARS-CoV-2
humano. Los datos muestran valores de muestra individuales.
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Los titulos de anticuerpos siguen un patrén de respuestainmune
clasico

Para determinar las respuestas de anticuerpos con precision, realizamos
valoraciones séricas utilizando la proteina RBD para evaluar las respuestas
anti-SARS-CoV-2 IgM, 1gG e IgA. De acuerdo con los resultados anteriores, no
todos los sujetos evaluados temprano (antes del dia 7) después del inicio de
COVID-19 o aquellos asintomaticos muestran seroconversion, pero los
anticuerpos anti-RBD aumentan rapidamente durante los primeros dias de la
infeccidn. Este es el caso de los tres isotipos evaluados. Al igual que con muchas
respuestas de anticuerpos reportadas, incluido el SARS [15], la respuesta anti-
SARS-CoV-2 sigue un patron clasico con altas respuestas de anticuerpos al
comienzo de la respuesta inmune (Informacion de apoyo Fig. S3A-C).

Ademas de las respuestas tempranas de los trabajadores de la salud y los pacientes
hospitalizados, analizamos a 209 posibles donantes de plasma para la terapia de
plasma convaleciente a través del Instituto Portugués de Sangre y Trasplantes
(IPST). Los voluntarios eran predominantemente hombres (67%) y en promedio de
38 afios de edad. Se informo que todos fueron positivos para PCR al SARS-CoV-2,
en promedio 107 dias antes de la recoleccion de la muestra sérica (Tabla 5). Los
sintomas de COVID-19 variaron de asintomaticos a leves y moderados. En el
momento de la recoleccion, 184/209 (88%) de los posibles donantes de plasma
tenian anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 RBD facilmente detectables. En linea con
una respuesta inmune caracteristica, los titulos de anticuerpos evaluados en
voluntarios se redujeron en comparacion con los titulos encontrados durante la
respuesta inmune temprana en pacientes con COVID19 y trabajadores de la salud,
especialmente IgM e IgA (Informacion de apoyo Fig. S3D-F).

Cuadro 5

Datos demogréficos de los posibles participantes en donantes de plasma y titulos de
IgG determinados

Posibles donantes de plasma

Edad (afios) 37.91 (18-58)

Hombres (%0) 67% 139

Mujeres (%) 33% 70
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Posibles donantes de plasma

Fecha de recogida de la muestra

PCR+ DEL SARS-COV2

Seroconversién (RBD) 88%

PCR+ dia a la recoleccion de suero 107

PCR- recoleccion de dia a suero 81
Titulo 1gG n

Sin titulo 23
Bajo (50-300) 31
Medio (300-900) 135
Alto (>900) 20

8/6/2020 - 30/9/2020

100%

(184/209)

(47-199)

(15-183)

%

11%

15%

65%

10%

Abrir en una ventana separada

El analisis de las respuestas IgM, 1gG total e IgA confirmé una respuesta rapida y
casi simultanea de los tres isotipos probados durante las primeras semanas de
infeccion por SARS-CoV-2 (Fig. 6A-C). Las respuestas de anticuerpos alcanzaron
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su punto maximo alrededor de tres semanas después de los primeros sintomas,
después de lo cual se redujeron los niveles de anticuerpos circulantes. IgM, 1gG e
IgA alcanzaron su punto maximo en los dias 15-21 con medias geométricas de titulo
de anticuerpos de 1915, 10695 y 5212, respectivamente. Desde el segundo mes
después del inicio de la enfermedad, los niveles de anticuerpos IgG e IgA
permanecieron facilmente detectables en la mayoria de las personas hasta 6 meses
después de los primeros sintomas (Fig. 6A—C; Informacion de apoyo Fig. S3G).
Caracteristicamente para la respuesta de anticuerpos, los titulos de IgM fueron bajos
(<1/200) en 130 de 182 (72%) de los donantes potenciales de plasma IgG positivos
(Fig. 6A—C). Las medias geométricas de los titulos de IgM, IgG e IgA en los dias
91-120 fueron 96, 533 y 141, respectivamente. Los niveles tempranos de anticuerpos
RBD anti-SARS-CoV-2 (dia 40) fueron mas altos en los hombres, con titulos
significativamente mas altos para los tres isotipos de anticuerpos, pero en los
ultimos puntos de tiempo (dia 40-150) no se observaron diferencias entre hombres y
mujeres (Figura 6D-I). El aumento del nivel de anticuerpos observado en los
hombres no se explicé por la gravedad de COVID-19, con el aumento general de
anticuerpos observado independientemente de los sintomas de la enfermedad
(Informacidn de apoyo Fig. S3H). Ademas, estratificar a los sujetos dentro de los
primeros 40 dias después de COVID-19 por la gravedad de los sintomas destacé que
el aumento de la gravedad se correlaciona bien con el aumento de los titulos de
anticuerpos en las primeras etapas (Fig. 6J-L).
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Figura 6

Titulos longitudinales de anticuerpos contra el SARS-CoV-2. Los anticuerpos contra el
SARS-CoV-2 se evaluaron en 1/50 muestras de suero diluido de donantes en Portugal
utilizando placas Immulon 4HBX de 96 pozos para ELISA. La absorbancia se evalué a 450
nm. (A-C) Titulos de anticuerpos RBD anti-SARS-CoV-2 trazados a lo largo del tiempo
para (A) IgM, (B) IgG y (C) IgA(n = 356 donantes totales). La linea roja marca la media
geométrica. (D-1) Titulos de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 para hombres y mujeres
durante (D, F y H) temprano, dias 7-40 (mujeres n = 32, hombres n =29) o (E, Gy H)
respuesta tardia, dias 40-150 (mujeres n = 60, hombres n = 114) para (D y E) IgM, (Fy G)
IgG o (Hel) IgA. La linea roja marca la media. (J-L) Titulos de anticuerpos RBD anti-
SARS-CoV-2 trazados por la gravedad de los sintomas de COVID-19 experimentados para
(J) IgM, (K) IgG y (L) IgA. La linea roja indica la media (Asintomatica n = 13, Leve n =
28, moderada n = 54, grave n = 8). (M y N) La actividad neutralizante del SARS-CoV-2 se
determind en sueros(n = 84 donantes totales) y se trazé contra (M) el tiempo transcurrido
desde el titulo de PCR+ 0 N) IgG del SARS-CoV-2. Las lineas rojas indican la media
geografica. El analisis estadistico se realizd mediante la prueba Ude Mann-Whitney (d-i) o
la prueba de Kruskal-Wallis utilizando el software Graphpad Prism. p < 0,05, p< 0,01, p<
0,001. Los datos muestran valores de muestra individuales.”

Dado que los titulos 2 meses después de que covid-19 se redujeron, a continuacion
determinamos el potencial de los anticuerpos para neutralizar el SARS-CoV-2.
Encontramos actividad de neutralizacion en todos los sueros probados en los que se
determiné 1gG anti-SARS-CoV-2, a lo largo de 2-5 meses después de la prueba
inicial de PCR-COV-2 pcr positivo para el SARS-CoV(Fig. 6M). Se encontré que el
nivel de actividad de neutralizacion del SARS-CoV-2 era proporcional al titulo de
IgG RBD anti-SARS-CoV-2 determinado, pero no a la IgM y solo a una tendencia
para la IgA (Fig. 6N; Informacion de apoyo Fig. S31-J). En conjunto, los datos
destacan que un nivel sostenido de anticuerpos circula en la sangre durante al menos
6 meses después de COVID-19, lo que muestra una actividad neutralizante del
SARS-CoV-2 en linea con el nivel de titulos de IgG RBD anti-SARS-CoV-2.

Vete a:
Discusion
Para muchos patdgenos y vacunas, se han establecido titulos de anticuerpos en las
ultimas décadas, acumulando un conocimiento detallado de las respuestas promedio
de anticuerpos. Sin embargo, cada microorganismo es diferente, y el nivel, la
actividad de neutralizacion y la longevidad de las respuestas de anticuerpos pueden
ser diferentes entre patdgenos, vacunas y entre individuos. Por lo tanto, sigue siendo
importante adquirir datos para cada nueva infeccion, especialmente aquellas que
representan una amenaza para la salud humana, como el SARS-CoV-2. Ademas, los
niveles iniciales de anticuerpos después de la vacunacion generalmente se
correlacionan bien con un riesgo significativamente reducido de (re)infeccion y
patologia. Por lo tanto, la recopilacion global de datos de muchas ubicaciones

geogréficas diferentes, cohortes de pacientes y bajo diferentes condiciones locales
contribuird a una comprension holistica de la nueva pandemia.

Explicamos la configuracion de un sistema ELISA en detalle, como se describio
anteriormente [9], para facilitar la implementacion en otros lugares y la comparacion
con los resultados publicados. Aunque la proteina Spike utilizada en el ensayo no es
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la Unica proteina inmuno-reactiva del SARS-CoV-2, fue seleccionada porque
proporciona informacion correlativa adicional con respecto a los posibles
anticuerpos neutralizantes presentes [3, 4, 16]. El ensayo se configuré utilizando
muestras con titulos altos, medios y bajos, y se seleccion6 un OD de 2.0 para evitar
sefiales de saturacion. Aunque las muestras de suero para la configuracion del
ensayo se determinaron con los ensayos iniciales antes de la optimizacion completa,
esto no afecto su uso posterior.

Demostramos que ni los métodos de inactivacion viral utilizados con frecuencia ni la
complejidad de RBD, monomérica, dimérica o una mezcla de ambos afectan la
determinacion de anticuerpos. Aunque la presencia reportada de SARS-CoV-2 es
limitada en sangre [17], la inactivacion del suero contribuye a reducir el riesgo de
manejo de material humano. El uso de toda la fraccion RBD de los sistemas de
expresion de mamiferos reducira los costos debido a su rendimiento superior. Los
niveles mas altos de expresion utilizando la RBD relativamente pequefia, en
comparacion con la proteina Spike de longitud completa, hacen que el uso de RBD
sea mas econdémico. Mostramos que las muestras individuales pueden mostrar
diferencias en la sefial para RBD o Spike y que se observa cierta reactividad cruzada
limitada con ambas proteinas. Sin embargo, no hay desventaja en el uso de RBD en
comparacion con la proteina Spike de longitud completa, lo que resulta en una alta
especificidad y sensibilidad. Se debe tener cuidado al usar muestras de suero de
pacientes con niveles aumentados de anticuerpos. Estos se pueden observar en
alergias y afecciones autoinmunes, lo que puede aumentar la sefial de fondo en
comparacion con los controles sanos. La mayoria de los sujetos que se encontraron
con sars-CoV-2 se seroconvirtieron, aunque algunos mostraron una cinética
retrasada. Solo unos pocos pacientes no mostraron una respuesta igG que no se
explicara por el muestreo temprano (<dia 7) o una afeccion subyacente que
requiriera el uso de farmacos inmunosupresores. La mayoria de los no
respondedores eran asintomaticos, lo que puede apuntar a una respuesta inmune muy
modesta al encontrar una carga viral baja, 0, dado que las PCR del SARS-CoV-2
también generan falsos positivos, estos participantes pueden no haber sido
infectados.

Dentro de la cohorte de pacientes, hubo grupos adicionales de interés. Dado que el
SARS-CoV-2 es un virus de ARN de cadena positiva, el uso de medicamentos
antirretrovirales no tuvo un efecto importante en las respuestas de anticuerpos contra
el virus. No se sabe que el modo de accion de estos farmacos interfiera con los virus
de ARN o la produccion de anticuerpos. Nuestros datos muestran el manejo exitoso
de los once pacientes previamente infectados con VIH, con todos aquellos pacientes
mostrando una respuesta robusta de anticuerpos SARS-CoV-2 después de la
segunda semana de sintomas de COVID-19, en linea con trabajos anteriores

[18, 19]. El uso de farmacos inmunomoduladores tuvo un efecto inhibidor sobre la
seroconversion del SARS-CoV-2. Esto esté en linea con el mecanismo de accion de
estos farmacos, inhibiendo la activacion o produccion de linfocitos. Aunque esto
inhibira la eliminacion del SARS-CoV-2, el uso de estos farmacos
inmunoinhibyesores como la dexametasona podria ser beneficioso en casos de
respuesta inmune grave contra el SARS-CoV-2, lo que resulta en una tormenta de
citoquinas e inmunopatologia [20].
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Nosotros y otros [4] encontramos titulos de anticuerpos mas altos en los hombres en
comparacion con las mujeres. Esto es sorprendente ya que las mujeres en promedio
tienen més células B y producen mas anticuerpos [21]. Los titulos de anticuerpos
mas altos en los hombres, solo observados durante la etapa aguda, se correlacionan
bien con los hombres que muestran sintomas mas graves y una mayor mortalidad,
como se informo [22, 23]. Las respuestas antivirales innatas, como las mediadas a
través del receptor tipo toll-7, se potencian en las mujeres [24], lo que puede
explicar su mayor resistencia contra el SARS-CoV-2, de manera similar al virus de
la gripe [25].

En muchos paises que implementan estrategias de mitigacion, la prevalencia de la
infeccion se mantuvo modesta en el momento del muestreo, mayo-junio de 2020,
con una baja frecuencia de infeccion [26, 27, 28, 29]. Esto aumenta la contribucion
proporcional de cualquier falso positivo al resultado. El ensayo ELISA tal como se
usa fue aprobado por la FDA como un método de dos
pasos(https://www.fda.gov/media/137029/download). Mostramos que el uso de una
sola proteina para una gran pantalla de poblacién recoge algunos falsos positivos
(30/2571; 1,2%). Especialmente cuando la tasa de infeccion es baja, el método de
dos pasos es altamente beneficioso y muy recomendable [27]. Ademaés, la
introduccidn de un paso de dilucion adicional garantiza la robustez, lo que resulta en
el 1,5% (38/2571) de los miembros del personal que se seroconvirtid. En general,
hubo diferencias limitadas entre la reactividad de RBD y Spike, con algunas
muestras gque respondieron de manera mas robusta a Spike, posiblemente reflejando
la mayor cantidad de epitopos disponibles en la proteina méas grande.

La cuestion de la inmunidad duradera y protectora contra el SARS-CoV-2 es un
foco de investigacion actual. Mostramos que la respuesta inicial de anticuerpos
contra el SARS-CoV-2 plantea los tres isotipos principales en estrecha colaboracién
como se informo anteriormente para el SARS, asi como para el SARS-CoV-2

[15, 30]. La cinética de la respuesta sigue un patrén bien conocido con niveles de
anticuerpos que alcanzan su punto maximo alrededor de 3 semanas después de los
sintomas y disminuyen a partir de entonces. Las respuestas tardias se caracterizan
por niveles bajos o0 a veces indetecibles de IgM, IgA modesta, pero al menos hasta
199 dias después de la reaccion positiva a la PCR, principalmente una respuesta igG
robusta. Entre los dias 40 y 199, encontramos que el 90% de los sujetos anteriores
con SARS-CoV-2-PCR positivo (198/221), los trabajadores de la salud y los
posibles donantes de plasma, portadores de anticuerpos, el 75% de los cuales tenian
titulos medios a altos (>300). Ademas, encontramos que en sujetos con IgG anti-
SARS-CoV-2 detectable, la actividad de neutralizacion estaba de acuerdo con el
nivel de titulo de IgG determinado. Esto cons esta de acuerdo con un informe
reciente [16]. Esto y la fuerte correlacion entre los titulos de RBD IgG vy la actividad
neutralizante, asi como la inmunidad protectora [16, 31], sugiere que la mayoria de
las personas infectadas con SARS-CoV-2 tendran inmunidad protectora circulante
durante muchos meses después de COVID-19. Ademas, los informes recientes de la
capacidad de respuesta de las células T [32, 33, 34, 35] muestran una respuesta
robusta de las células T. Dado que la respuesta al SARS-CoV-2 esta en linea con las
respuestas inmunes bien conocidas y detalladas estudiadas que resultan en la
memoria de los linfocitos, es muy probable que la inmunidad protectora del SARS-
CoV-2, que reduce la gravedad de la enfermedad, dure al menos unos pocos afos.
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Materiales y métodos

Construcciones de proteinas RBD y Spike del SARS-CoV-2

Las construcciones de proteinas RBD y Spike se obtuvieron del Dr. Florian
Krammer, de la Escuela de Medicina Icahn en Mount Sinai, Nueva York, EE. UU.

Produccion y purificacién de proteinas recombinantes de antigenos

La produccion y purificacion de proteinas recombinantes se realizo en el Instituto de
Biologia Experimental e Tecnoldgica (iBET) Oeiras, Portugal como parte del
consorcio Serology4COVID como lo describieron previamente Stadlbauer et al.
[12]. Brevemente, el antigeno Spike o RBD que contiene His-tag se produce por
transfeccion transitoria de células Expi293F™ (Thermo Fisher Scientific) con
plasmidos adecuados para la expresion celular de mamiferos (pCAGGS), que
albergan el gen Spike o el gen RBD, respectivamente. Todos los pasos de
purificacion se realizaron a 4°C. A los 3 dias después de la transfeccion, los cultivos
se centrifugan y los sobrenadantes se recogen y filtran a través de Sartopore
MidiCaps. Los sobrenadantes clarificados se concentran y dializaron con tampon de
union por filtracion de flujo tangencial, utilizando membranas de 10 kDa o0 30 kDa,
para la purificacion RBD o Spike, respectivamente. La muestra final dializada y
concentrada se filtra a través de una membrana de 0,22 um y se carga en columnas
HisTrap HP, equilibradas con tampdn de unidn. Las proteinas se eluyen con un
gradiente lineal de hasta 500 mM de imidazol. Las fracciones que contienen Spike o
RBD se concentran a 1-2 mg/ml utilizando dispositivos de flujo cruzado Vivaflow
200. La eliminacion de imidazol y el intercambio a tampdn de PBS se realiza
mediante diafiltracion con 10 volimenes de PBS. La concentracion de proteinas esta
determinada por A280nm combinado con el coeficiente de extincion especifico. Los
productos concentrados y formulados se filtran a través de una membrana de 0,22
um, se aliquoted, se congelan a presion en nitrogeno liquido y se almacenan a -80 °
C.

Recogida de muestras humanas

Tras el consentimiento informado, se tomd sangre por puncion venosa y se
recolectaron dos tubos de sangre BD Vacutainer CPT y un tubo sérico por paciente.
Para la recoleccién de suero, los tubos se centrifugaron a 2200 rpm, 10 min a 4°C, y
6 x superiores 0,25 ml de suero colocado en seis criotubos. Las muestras se
almacenan en una temperatura controlada -80°C ultra bajo congelador en el
Biobanco iMM hasta su analisis.

Se obtuvieron muestras de suero de la coleccion COVID-19 del biobanco iMM y
sueros de control prepudmica de dos colecciones de alergias. Los pacientes fueron
reclutados de la unidad COVID-19 y del Servicio de Inmunoalergologia del Hospital
de Santa Maria, Centro Hospitalario Lisboa Norte. La coleccion COVID-19 y el uso
cientifico fueron aprobados por el Comité de Etica del Centro Médico Académico de
Lisboa (Ref. n® 155/20), al igual que el cribado del personal (Ref. n® 181/20). Los
estudios de alergia fueron aprobados con la referencia 116/13. Los posibles donantes
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de plasma se registraron voluntariamente a través del sitio web del IPST. Los
criterios para el registro fueron un diagnostico de COVID-19 documentado por una
prueba PCR positiva para SARS-CoV2 seguida de dos pruebas PCR negativas 0 una
negativa 14 o 28 dias antes de la recoleccion, respectivamente. Se realizaron
entrevistas médicas para asegurar que se cumplian los criterios para la donacion de
plasma por aféresis y que se habia logrado una recuperacion completa de COVID-
19.

Se obtuvo el consentimiento informado firmado de todos los voluntarios. Todos los
datos fueron tratados de forma confidencial y anénima, segun (UE) 2016/679 de 27
de abril de 2016 (Reglamento General de Proteccion de Datos). Un profesional
obligado a la confidencialidad con garantia de las medidas adecuadas de seguridad
de la informacion llevo a cabo la recogida de datos en los términos del RGPD
parrafo 2, articulo 29 Ley n° 58/2019, de 8 de agosto.

Inactivacion de virus

Para reducir el riesgo de cualquier virus residual potencial en el suero, se probaron
tres métodos diferentes de inactivacion del virus: incubacion durante 1 ha56 ° C
(inactivacion por calor), la adicion de Triton X-100 al 0,1% (un surfactante no
ionico) o la combinacion de ambos (H + Tx).

Mediciones de anticuerpos

Los ELISA anti-SARS-CoV-2 se realizaron como se describid anteriormente [12].
Brevemente, placas planas de fondo de 96 pozos (Immulon 4 HBX; Thermo
Scientific) se recubrieron con la proteina recombinante RBD o Spike preparada en
PBS a una concentracion de 2 pg/ml (50 pl/pozo) durante la noche a 4°C. Las placas
recubiertas se lavaron con PBS-0.05%Tween (PBS-T) utilizando un Well-wash 1x8
(Thermo Fisher Scientific) o0 Aquamax200, 3x para la deteccion de IgG y 10x para
el andlisis de IgM. Las placas se bloquearon con 200 pl/pozo de leche en polvo sin
grasa al 3% en PBS-1%T durante 1 h a temperatura ambiente y luego se lavaron con
PBS-T 3% 0 10%, como se describio anteriormente. Las muestras de suero se
diluyeron en PBS-0.1% T + 1% leche en polvo sin grasa, se agregaron (100 ul /
p0zo) y se incubaron durante 1-2 h a temperatura ambiente, se lavaron con PBS-T
3% 0 10x. A continuacién, se detectaron varios isotipos de anticuerpos, a saber, IgG
total, IgM e IgA anti-SARS-CoV2 utilizando IgG+IgM+IgA (Abcam, ab102420),
IgG Fc (Abcam, ab97225), cadena IgM mu (Abcam, ab97205), cadena IgM mu
(Abcam, ab97205), cadena alfa IgA (Abcam, ab97215), respectivamente. Los
anticuerpos secundarios se diluyeron en PBS-0,1%T + 1% leche en polvo sin grasa
(50 ul/pozo) y se anadieron durante 1 h a temperatura ambiente, se lavaron con PBS-
T 3x 0 10x y se desarrollaron con solucion de sustrato TMB (TMB Substrate
Reagent Set, BD OptEIA™, 555214), 100 pl/pozo durante 10 min. La reaccion se
detuvo con acido sulfarico 1M (50 pl/pozo) y OD a 450nm se midi6 a través del
lector de placas Infinite M200 (TECAN). Cada placa contenia una muestra de
control de calidad (QC), compuesta por un grupo de muestras positivas o
anticuerpos monoclonales, probados en una dilucion alta y baja. Para obtener mas
informacion sobre el material, consulte Suplemento de métodos.
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Ensayos de neutralizacién

Anti-SARS-CoV-2 ELISAs were performed as described in detail recently [36].
SARS-CoV-2 pseudo particles (pp) were kindly provided by Dr Benhur Lee, Icahn
School of Medicine at Mount Sinai, New York, USA. Briefly, 24 h prior to
infection, Vero CCL8L1 cells grown in DMEM supplemented with 10% FBS were
seeded at 20 000 per well in a 96-well plate. SARS-CoV-2pp and serial dilutions of
sera (1/10 in DMEM with 10% FBS, and further twofold dilutions) were incubated
at room temperature for 30 min. Media from Vero cells was substituted with the
SARS-CoV-2pp/serum mix; plates were spinoculated by centrifugation at 1250 rpm
for 1 h at 37°C. After overnight incubation at 37°C, culture medium was removed,
and Renilla luciferase production was assessed on Tecan 2 plate reader using the
Dual-luciferase Reporter Assay system (Promega), according to manufacturer
instructions. IC50 were determined as the last serum dilution at which the titration
curve matches inhibition equal or above 50% of the 100% assay.

Statistical analyses

A Kruskal-Wallis test (non-parametric test) was done to compare the geometric
ratios between groups with a significance level of 0.05 (Dunn's multiple
comparisons test), Student's t-test or two-way ANOVA were used as stated in the
figure legends, calculated using GraphPad Prism 6.0 software.
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