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RESUMEN

El presente trabajo constituye una revision bibliografica actualizada que aborda cudles son los
mecanismos de la respuesta inmune humoral frente a la infeccién por SARS-CoV-2 en la
poblacién. Se plantea como objetivo principal indagar sobre la respuesta inmune humoral,
particularmente la cinética de comportamiento de los anticuerpos frente a la infeccion por
SARS-CoV-2.

Varias investigaciones plantean como objetivo de estudio los anticuerpos anti RBD “receptor
binding protein”, y encuentran que la correlacidn entre los titulos cuantificados en los
pacientes que cursan la enfermedad con distintos niveles de gravedad, pueden estar
relacionados con la capacidad de neutralizacidon contra el SARS CoV-2.

La relevancia de estos estudios radica en que el conocimiento del comportamiento de los
anticuerpos contra una enfermedad nos permite entender la historia natural de la respuesta
inmune contra este patdgeno, desde la respuesta inicial frente a una primoinfeccion, hasta la
proteccidn que puede llegar a brindar en caso de una reinfeccion.

Para realizar la busqueda bibliografica, se decidié trabajar en PubMED, Portal Timbd, Google
Académico y Mendeley, utilizando una combinacién de las siguientes palabras claves:
SARS-CoV-2 y anticuerpos anti RBD, SARS-CoV-2 y respuesta inmune humoral, SARS-CoV-2 no
vacuna.

El enfoque de la parte experimental de este trabajo, se dirige a cuantificar los anticuerpos en
pacientes que hayan cursado la infeccidn por SARS CoV-2 en marzo-abril de 2020 aplicando un
test ELISA.

PALABRAS CLAVES: SARS-CoV-2, COVID-19, anticuerpos.

ABSTRACT:

The following work proposes to formulate a bibliographic review of the currently available
information, that addresses the mechanisms of the humoral immune response against the
infection induced by the recent pathogen SARS-CoV-2 in the human population.

The main objective is to investigate the humoral immune response, particularly the kinetics of
the behavior of antibodies against SARS-CoV-2 infection.

Many investigations propose anti-RBD “receptor binding protein” antibodies as an objective of
study, and find that the correlation between the quantified titers in patients with different

levels of severity, could be related to the neutralization capacity against SARS-CoV-2.



The relevance of these studies lies in the fact that the knowledge of the behavior of antibodies
against a disease, allows us to understand the natural history of the immune response against a
pathogen, from the initial response against a primary infection, to the protection that can be
provided in case of reinfection.

To carry out the bibliographic search, we have decided to work with PubMED, Portal Timbé and
Mendeley databases; using a combination of the following keywords: SARS-CoV-2 and anti-RBD
antibodies, SARS-CoV-2 and humoral immune response, SARS-CoV-2 not vaccine.

The focus of the experimental part of this work, is aimed at quantifying antibodies in patients

who had the infection in March-April 2020 applying an ELISA test.

KEY WORDS: SARS-CoV-2, COVID-19, antibodies



INTRODUCCION

La emergencia sanitaria generada por el virus SARS-CoV-2 ha causado desde su inicio dafios
incalculables a nivel econémico, sanitario y social. Desde finales de 2019 ha sido responsable
de mds de seis millones de muertes en todo el mundo. El hecho de ser una enfermedad
emergente ha generado una gran dificultad en la comunidad cientifica para comprender la
evolucion natural de la infeccidn y la respuesta del sistema inmune a la misma.

La respuesta inmune del organismo frente a un agente infeccioso se divide en dos grandes
ramas; la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa, y la articulacion entre ambas es muy
importante para la resolucidn exitosa de una infeccién. Sera objetivo particular de este trabajo
describir el rol que juega la respuesta inmune humoral como parte de la respuesta adaptativa.
Considerando que la accion mediada por anticuerpos no es la misma frente a todos los
patogenos y que la cinética de generacién de anticuerpos varia no sélo frente a distintas
infecciones sino también en distintas poblaciones, conocer el comportamiento de la respuesta
humoral frente a la infeccidn por SARS-CoV-2 nos permitird contar con un pardmetro base a

partir del cual evaluar la respuesta en distintos grupos poblacionales.

MARCO TEORICO

Los Coronavirus son una familia diversa de virus envueltos de ARN simple hebra de polaridad
positiva pertenecientes al orden de los Nidovirales. Infectan humanos, mamiferos y algunas
especies de aves, causando generalmente enfermedades respiratorias y entéricas. Algunos
coronavirus humanos (HCoV), como ser el HCoV-299E, HCoV-NL63, HCoV-0OC43 y HCoV-HKU,
son conocidos por circular desde hace tiempo en la poblacion causando infecciones
estacionales y usualmente leves, asociadas con los sintomas del resfrio comun. El coronavirus
de tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo severo, abreviado de SARS-CoV-2,
pertenece a la familia Coronaviridae, género Betacoronavirus, junto con el MERS-CoV y el
SARS-CoV, coronavirus emergidos recientemente responsables de causar enfermedades graves

en el humano.

Su genoma, de aproximadamente 30 kilobases de longitud, codifica para dieciséis proteinas no
estructurales y cuatro proteinas estructurales: la proteina Spike, la proteina de la

nucleocapside, la proteina de envoltura (proteina E) y la proteina de membrana (proteina



M). La proteina Spike, que constituye la estructura de espiga distintiva en la superficie del virus,
tiene dos subunidades: S1 donde se encuentra el dominio de unién al receptor (RBD), el cual
interactla con la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA-2), que actia como receptor del
virus en las células blanco, y la subunidad S2 que alberga la maquinaria de fusién. Por otra
parte, la proteina M es una glicoproteina estructural localizada en la envoltura del virién, que
desempeiia un rol fundamental en el ensamblaje de nuevas particulas virales en las células del
hospedero. La proteina E, que se encuentra en cantidades pequefias y variables, también
facilita el ensamblaje del virus, y cumple un rol fundamental a la hora de infectar a las células.
Por ultimo, la proteina N, que forma la nucleocapside del virus, presenta dos dominios

necesarios para unirse al dcido ribonucleico, un dominio C-terminal y uno N-terminal.[Figura 1]

Para ingresar a la célula blanco, el SARS-CoV-2 se une, mediante la regién RBD de su proteina
Spike, a ECA-2. Al unirse, Spike sufre cambios conformacionales, en un proceso mediado por
protedlisis, mediante el cual se expone un péptido de fusién que se encuentra en la subunidad
S2 de dicha proteina. Este péptido se inserta en la membrana e induce la fusién viral. El virus
ingresa a la célula por fusién de su membrana con la membrana celular, en la mayoria de los
casos, y en ocasiones por endocitosis.Una vez que el virus ha logrado infectar las células diana
del hospedero, comienza su mecanismo de replicacidon para formar nuevas particulas virales

que infectaran nuevas células. [Figura 2] 4% 32%

ECA-2 es una enzima cuya funcidn fisiolégica es la de hidrolizar la angiotensina Il, importante
para disminuir la presién arterial sistémica. Se trata de una proteina transmembrana que se
expresa en varios érganos, incluidos los pulmones, el corazén, los rifiones y el intestino. El
reconocimiento del receptor es determinante para la infectividad del virus, asi como su

patogénesis y la gama de hospederos que serd capaz de infectar.>¢

Resulta interesante que la presencia de la proteina Spike en la membrana de las células
infectadas induce a que células vecinas expresen ECA-2, llevando a la fusidn entre células y la
consiguiente formacidn de sincitios. Se ha descrito previamente, en otras infecciones causadas
por virus de la familia Coronaviridae, lesiones a nivel del tejido pulmonar ocasionadas por la

formacion de estos complejos celulares multinucleados.®

En afos previos, se produjeron otras epidemias causadas por virus pertenecientes a esta
misma familia como son el SARS-CoV y el MERS-CoV; conocidas como sindrome respiratorio

agudo grave (SARS) y sindrome respiratorio de Medio Oriente (MERS), registradas en 2002 en
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China y en 2012 en Arabia Saudita, respectivamente. Sin embargo, el SARS-CoV-2 los ha
superado ampliamente en contagiosidad y en el grado de expansidn territorial®

Como fue mencionado anteriormente, a fines de 2019 se registraron los primeros casos de
neumonia atipica en humanos ocasionada por un agente desconocido en Wuhan, China. A
partir de muestras de esputo de estos pacientes se pudo identificar, mediante amplificacion
por PCR y secuenciacidn, a un nuevo coronavirus denominado SARS-CoV-2 como el agente
responsable de estas infecciones, y se llamd a la enfermedad causada por este virus de
COVID-19.

Los casos iniciales, tenian el antecedente comun de haber estado en un mercado de alimentos
en dias previos al inicio de los sintomas. Se cree desde entonces, que el SARS-CoV-2 se origind
a partir de un coronavirus de murciélagos, aunque aun no esta claro si alguna especie

intermedia participo en el pasaje del virus al humano.

En los humanos el SARS-CoV-2 se transmite de forma directa por gotitas respiratorias, también
conocidas como gotitas de Pflugge. El virus ingresa por el tracto respiratorio del hospedero. Se
estima que, una vez adquirido el virus, la incubacién de este tiene un promedio de tiempo de 5
dias, con una duracidon total de 14 dias. Las personas infectadas por SARS-CoV-2 pueden ser
asintomaticas o presentar sintomas, que van de leves a graves. Dentro de las manifestaciones
clinicas mas comunes se encuentran cuadros respiratorios leves que producen sintomas tales
como: tos, odinofagia, rinorrea, anosmia, ageusia, fiebre, cefalea, artromialgias, astenia,
adinamia; hasta cuadros de mayor gravedad como son neumonia con insuficiencia respiratoria,
disnea, polipnea mayor a 20 respiraciones por minuto, saturacién de oxigeno en sangre menor
a 92%, infiltrados pulmonares multiples en radiografias de térax, incluso pudiendo conducir a la
muerte. También puede originar sintomas gastrointestinales como diarrea, vémitos y dolor

abdominal.®

Con respecto a los aspectos clinicos, si bien la mayoria de los pacientes cursan la enfermedad
de manera leve (80% aproximadamente), una minoria de casos que presentan sintomas de
gravedad requerirdn ingreso hospitalario, especificamente a unidad de cuidados intensivos
(UCl), debido a falla respiratoria, shock séptico y disfuncién organica mdultiple. Se ha
establecido que la poblacién de mayor riesgo estd comprendida por personas mayores a 65
afos, y con multiples comorbilidades como hipertension arterial, diabetes mellitus, patologias
cardiovasculares, pulmonares, individuos en estado de inmunosupresiéon natural o inducida,

cancer, entre otras. @
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Desde la declaracidon de la emergencia sanitaria a nivel mundial a principios del 2020, y en
consecuencia a la capacidad mutagénica del SARS-CoV-2, surgieron diferentes variantes que
generaron inestabilidad en el control sanitario a nivel mundial, ya que distintas cepas fueron
responsables de las diversas formas de presentacion de la enfermedad. A su vez, se generd una
dificultad en el diagndstico de la enfermedad e incertidumbre con respecto a la eficacia de la
vacunacion desarrollada hasta el momento. Algunas de las variantes que mds generaron
estragos fueron la Beta (reportada inicialmente en Sudafrica a mediados de noviembre 2020,
se caracteriza por generar sintomas comunes de la infeccidon pero se transmite con mucha
facilidad), la variante Delta (fue reportada inicialmente en India a mediados de junio 2021, su
principal caracteristica es que se transmite con mayor rapidez que sus predecesoras, puede
escapar parcialmente a la inmunidad tanto natural como provocada por la vacunacién), y por
ultimo la variante Omicron (fue reportada inicialmente en Sudafrica casi al mismo momento
gue fue encontrada la variante Delta, generd gran preocupacion a nivel sanitario ya que
presenta una gran facilidad de mutacidn y mayor tasa de contagios, a un ritmo superior a las de

otras variantes). [Figura 3]

El 13 de marzo de 2020 en Uruguay, frente al diagndstico de los primeros casos de COVID-19 en
el pais, se decidié decretar el estado de emergencia nacional sanitaria como consecuencia de la
pandemia generada por el SARS-CoV-2. Desde ese momento, se implementaron distintos
protocolos en busca de control de la enfermedad. Segun datos formales del Sistema Nacional
de Emergencia al 17 de abril de 2022, se contabilizaban 895775 casos de COVID-19, con un
total de 7197 fallecimientos por dicha causa. En marzo del afio 2021 se comenzd un exitoso
plan de vacunacién a nivel nacional, que cambid, sin lugar a duda, el curso de esta pandemia. El
5 de abril del aio 2022, se decidié poner fin a la emergencia sanitaria.

Al igual que en el resto del mundo, en Uruguay la pandemia tuvo gran mortalidad, generd un
considerable impacto socio econémico, y resta aun conocer mds sobre las consecuencias a

largo plazo en la salud de la poblacién recuperada de COVID-19.

Para el diagndstico de infeccidon activa por SARS-CoV-2 es necesario confirmar la presencia del
virus, para lo que se utilizan principalmente dos ensayos de laboratorio; la deteccidon de
antigenos virales en secreciones respiratorias del paciente, conocido comunmente como
prueba de antigenos, y la identificacién del genoma del virus mediante la técnica de reaccidn
en cadena de polimerasa (PCR), también en secreciones respiratorias. Ambas muestras pueden

ser obtenidas mediante hisopados nasofaringeos.


https://www.paho.org/es/temas/coronavirus

Frente a la amenaza que representa la infeccidn por un patégeno, el cuerpo humano cuenta
con diversos mecanismos de defensa denominados en su conjunto inmunidad. La misma puede

ser clasificada, segln su momento de accidon y especificidad, en inmunidad innata o adaptativa.

La inmunidad innata corresponde a los mecanismos primarios de defensa que se activan de
manera rapida frente a una amenaza. Esta se encuentra integrada por las barreras epiteliales,
que intentan impedir el traspaso de los microorganismos al interior del organismo; y por
componentes celulares y solubles. Frente al reconocimiento de un patégeno o ante injuria se
pueden activar por un lado el proceso inflamatorio, con el consiguiente reclutamiento de
leucocitos (principalmente neutréfilos y monocitos) al sitio de infeccidn, y por otro lado la
respuesta antiviral. Las principales citoquinas que propician el estado antiviral son los
interferones de tipo | (alfa y beta), induciendo en las células receptoras diversos cambios
tendientes a limitar la infeccién y/o la replicacién del virus, como ser: inhibicion de

transcripcién y traduccién viral y degradacién de proteinas virales.

Por otro lado, la inmunidad adaptativa es aquella que se activa de forma mds tardia y presenta
una especificidad mayor frente a cada patégeno. Los componentes centrales de la inmunidad
adaptativa son los anticuerpos, producidos a partir de la diferenciacién de los linfocitos B, y los
linfocitos T, los cuales se dividen en linfocitos T CD4+ colaboradores y linfocitos T CD8+
citotoxicos.

Esto lleva a que la inmunidad adaptativa, pueda ser dividida en dos ramas:

e La inmunidad adaptativa celular: a cargo de los linfocitos T. Dentro de ésta a su vez
existiran subclasificaciones segun el tipo de linfocito T activado (CD4+ o CD8+) y sus
mecanismos de accidn.

e La inmunidad adaptativa humoral: a cargo de los anticuerpos secretados por las

células plasmaticas.

Células especializadas que se encuentran en el sitio de infeccion llamadas de células
presentadoras de antigenos (APCs) son capaces de reconocer y procesar microorganismos
potencialmente patégenos para presentar sus antigenos en los érganos linfoides secundarios a
linfocitos T virgenes especificos, los cuales se activaran y diferenciaran a células efectoras.

Por otro lado, los microorganismos o sus antigenos pueden llegar de forma directa a los
drganos inmunitarios anteriormente nombrados, donde pueden ser reconocidos de forma

directa por linfocitos B virgenes especificos, los que se activaran para diferenciarse a células


https://www.elsevier.com/es-es/connect/estudiantes-de-ciencias-de-la-salud/inmunologia-celular-y-molecular

plasmaticas, encargadas de la secrecion de anticuerpos. Es importante destacar el papel que

cumplen los linfocitos Thf para colaborar en este proceso. #

Existen multiples ejemplos de infecciones en las cuales la interaccién entre el patégenoy la
respuesta inmune desencadenada por el mismo es determinante para el curso clinico de la
enfermedad, lo cual es particularmente cierto en el caso de COVID-19. El objetivo de este
trabajo sera indagar sobre la respuesta inmune humoral inducida frente a la infeccién por

SARS-CoV-2.

Los anticuerpos son proteinas compuestas por cuatro cadenas de aminoacidos -dos llamadas
de cadenas pesadas, iguales entre si, y dos cadenas livianas, también idénticas entre si-. Tanto
las cadenas livianas como las pesadas poseen en el extremo amino terminal un dominio
variable que en su conjunto conforman el sitio de unién al antigeno, que le otorga
especificidad al anticuerpo Por otro lado las regiones carboxilo terminales estan conformadas

por dominios constantes. &

En su conjunto la cadena ligera mas los dos dominios proximales al extremo amino terminal de
la cadena pesada constituyen la llamada regién “Fab” del anticuerpo, encargada de reconocer
el antigeno; mientras que el resto de los dominios de la cadena pesada constituyen la region

denominada de “Fc”, responsable de la interaccién del anticuerpo con receptores celulares. @

Las cadenas pesadas que presentan los anticuerpos permiten clasificar a los mismos en
diferentes tipos o clases: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM. Todos los anticuerpos pertenecientes a una
misma clase poseeran iguales regiones constantes en sus cadenas pesadas y actuaran de la
misma forma una vez unidos a sus receptores, siendo la Unica diferencia las regiones Fab, que
seran las que generen la activacion a raiz del contacto con un antigeno y no con otro,

brindando asi especificidad a la respuesta inmune humoral. ©

Una vez que los linfocitos B han reconocido su antigeno, diferenciandose a plasmocitos y
secretando anticuerpos especificos, estos tendran diferentes mecanismos de accién para

intentar contener y eliminar la amenaza, de entre los cuales se destacan:

o Neutralizacion: los anticuerpos pueden limitar la infeccion celular al unirse a antigenos
de superficie que el microorganismo utiliza para interaccionar e ingresar en las células
del hospedero.

® Opsonizacion: los anticuerpos unidos a un patégeno a través de su regidn variable,

pueden ser reconocidos a través de la regidn Fc por receptores especificos situados en
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los fagocitos. lo cual promueve la ingesta y degradacién de los microorganismos por
macrofagos y neutrdfilos.

e Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos: ciertos leucocitos (entre ellos se
destaca el papel de las células NK) poseen receptores especificos para la regiones Fc de
los anticuerpos, el reconocimiento por parte de las células NK de complejos
antigeno-anticuerpo en la superficie de una célula infectada propicia la secrecién de
proteinas con actividad citotdxica (perforinas y granzimas) sobre la célula infectada .

® Activacion de la via clasica del complemento: los anticuerpos de tipo I1gG e IgM unidos
a los patdgenos pueden activar la llamada de via cldsica del complemento, la cual
culminard en la formacién del llamado “Complejo de ataque a la membrana” en la

membrana del patégeno, provocando su lisis.

Respecto de la inmunidad adaptativa contra los virus cobran particular relevancia algunos de
estos mecanismos. En una primera instancia, la neutralizacion mediante anticuerpos impide la
entrada del virus a la célula y la replicacion viral. Y, por otra parte, la eliminacidn de células ya
infectadas por el virus por parte de linfocitos T CD8 + y mediante el mecanismo de ADCC, es

fundamental para eliminar los reservorios virales. ?

Dada la relevancia de la respuesta inmune humoral en el curso de las infecciones virales, y en
particular de la infeccién por SARS-CoV-2 se han desarrollado numerosos ensayos a nivel
mundial que buscan determinar y/o cuantificar la presencia de anticuerpos especificos contra
este. En nuestro pais, a partir del trabajo conjunto de la Universidad de la Republica, el Institut
Pasteur de Montevideo y la empresa ATGen, se desarrollé un ensayo de tipo ELISA que permite
determinar de manera cualitativa y cuantitativa la presencia de anticuerpos anti-RBD de
SARS-CoV-2 en muestras de suero. El mismo ha sido ampliamente empleado en ensayos
nacionales de seroprevalencia y de evaluacion de la respuesta inmune humoral a la vacunacién
contra SARS-CoV-2. [Anexo 1]. En este trabajo nos proponemos utilizar este ensayo para
determinar y cuantificar la presencia de anticuerpos especificos en un grupo pequefio de
muestras de individuos que cursaron la infeccién por SARS-CoV-2 e individuos sin diagndstico

previo de infecciéon de nuestro pais.
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OBIJETIVOS

Objetivo General
® Indagar sobre la respuesta inmune humoral, particularmente la cinética de
comportamiento de los anticuerpos, generado frente a la infecciéon por SARS-CoV-2
Objetivos especificos
e Cuantificar los niveles de anticuerpos en pacientes que hayan cursado la infeccidn por
SARS CoV-2, lo cual tiene como finalidad poder acercarnos al empleo experimental de
un ensayo seroldgico de tipo ELISA, utilizando un kit desarrollado a nivel local y

aplicandolo sobre muestras obtenidas en nuestro pais.
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1.1.

1.2.

2.1

2.2.

2.3.

METODOLOGIA

1. Revision Bibliografica

Estrategia de busqueda: se utilizaron las siguientes palabras claves: SARS-CoV-2 y anticuerpos
anti RBD, SARS-CoV-2 y respuesta inmune humoral, SARS-CoV-2 no vacuna, para realizar la
busqueda de informacidn disponible en bases de datos bibliograficas de acceso publico
(PubMed, Portal Timbo, Google Scholar).

Filtros: se utilizaron trabajos cientificos Unicamente en idioma inglés y espafiol y estudios

publicados a partir del ano 2020.

No se utilizaron revisiones que utilicen animales o plantas para investigar ni articulos no
disponibles en su totalidad.

Cuantificacion de los niveles de anticuerpos especificos contra el dominio RBD de
SARS-CoV-2:

Diseiio del estudio v poblacidn a evaluar:

El presente trabajo se enmarca en el proyecto titulado “Andlisis evolutivo de la seroprevalencia
de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en el personal del Institut Pasteur de Montevideo” el cual
implicd la realizacion de extracciones seriadas de sangre periférica para determinar la
presencia de anticuerpos especificos anti-SARS-CoV-2 en suero, de acuerdo con el protocolo en
adjunto [Anexo 2]. En este trabajo en particular se cuantificaron los niveles de anticuerpos
especificos anti-RBD de SARS-CoV-2 en las muestras provenientes de la primera extraccién de
sangre realizada en marzo de 2021, que resultaron seropositivas en el andlisis cualitativo inicial.
De una poblacién de 200 individuos analizados en esta instancia, se obtuvieron 8 sueros que
resultaron seropositivos en el ensayo los que constituyeron nuestra poblacién seropositiva a
analizar. En cuanto a las muestras utilizadas cdmo controles, se seleccionaron 8 muestras que
habian resultado negativas a la presencia de anticuerpos especificos en el analisis previo.
Muestras bioldgicas:

Se utilizaron muestras de suero obtenidas a partir de sangre venosa periférica en un muestreo
realizado entre el personal del Institut Pasteur de Montevideo en los dias 17 y 18 de marzo de
2021 y almacenadas a -202 desde entonces. La participacién fue voluntaria y todos los
participantes brindaron un consentimiento informado. Las muestras se encuentran codificadas
y anonimizadas de manera que la identidad de los participantes en el proyecto esta protegida.

Prueba serolégica:

Para el analisis seroldgico se utilizé el kit comercial “COVID-19 IgG QUANT ELISA” desarrollado

por la Universidad de la Republica, el Institut Pasteur de Montevideo y la compafiia ATGen. El
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2.5.

mismo ha sido evaluado utilizando plasmas y sueros de distintos origenes y comparado con
otros ensayos comerciales. Segin un estudio interno realizado con 200 muestras negativas y
146 muestras positivas, su sensibilidad y especificidad fue de 100% en ambos casos. El mismo
fue registrado y aprobado para su uso por el MSP. Esta prueba permite la deteccién cualitativa
o cuantitativa de anticuerpos de tipo IgG dirigidos contra el RBD de la glicoproteina Spike del
virus SARS-CoV 2, tanto en muestras de suero como plasma humano. Para realizar la prueba en
formato cuantitativo, el kit incluye dentro de sus reactivos un conjunto de estandares
secundarios calibrados contra el estdndar internacional generado por la OMS, que permite
expresar los resultados en unidades de union de anticuerpos (Binding Antibody Units) por
mililitro (BAU/mL). Para la realizacidn de la técnica se siguieron las instrucciones provistas en el
kit (Anexo).

En forma breve, este kit utiliza microplacas sensibilizadas con el fragmento RBD de la
glicoproteina Spike del SARS-CoV-2. Se pre diluyeron las muestras de suero y se incubaron por
30 minutos a 37°C, junto con los controles y calibradores provistos en el kit. Luego se lavé la
placa y se incubd con un conjugado enzimatico anti-IgG humana por 30 minutos a 3729C.
Finalmente, se volvié a lavar la placa y se agregd sustrato durante 20 minutos a temperatura
ambiente, la reaccidn colorimétrica se detuvo mediante el agregado de solucién de frenado.
Una vez realizado esto se midié la densidad éptica a 450nm con correccidn a 620 nm.

A partir de los calibradores provistos en el kit se generd una curva estandar, a partir de esta se
interpolaron los valores de densidad Optica de las muestras, obteniendo los niveles de
anticuerpos para cada muestra expresados en BAU/ml. En caso de ser necesario se repitio el
ensayo empleando una dilucién mayor de la muestra de manera que el valor de densidad
Optica registrados estuviese dentro del rango lineal de la curva y se corrigié por el factor de
dilucién.

Andlisis de datos

Se compard la variable cuantitativa niveles de anticuerpos 1gG especificos anti-RBD expresada
en BAU/ml entre los grupos de individuos positivos para la presencia de anticuerpos IgG
anti-RBD de SARS-CoV-2 y negativos.

La variable se representd mediante grafico de dispersidon de puntos, las medias y desvios
estandar o las medianas y los rangos intercuartilicos. Se calcularon los intervalos de confianza
al 95% para las medias respectivas. Se testeé mediante la prueba estadistica t (distribucién
normal) o Kruskal-Wallis-Mann-Whitney (distribucién no normal) con correccién de Bonferroni.
Se utilizé el software GraphPad 9 para realizar los analisis estadisticos y para la construccién de
graficos. No se realizd estudio de variables cualitativas.

Consideraciones éticas
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Se solicitd estudio del CEl para autorizar el uso de sueros de pacientes que fueron
previamente extraidos luego de la firma de consentimiento informado incluido dentro de un
protocolo original ya registrado en el Registro/Autorizacidén de Proyectos de Investigacidn en
Seres Humanos del Ministerio de Salud Publica (MSP), bajo el N2 956220. El mismo ya fue
aprobado también por el Comité de Etica Institucional del Institut Pasteur de Montevideo.

Las actividades que se realizaron en este proyecto siguen las mismas consideraciones éticas
presentadas en el proyecto original. El riesgo para los participantes fue minimo y estaba
relacionado a la extraccion de una muestra de sangre venosa periférica. A los efectos de
salvaguardar la dignidad, derechos, seguridad y bienestar de todos los participantes
actuales y potenciales de la investigacion, se mantuvo el anonimato de los datos de los
participantes durante todo el estudio. Los responsables del proyecto asignaron a cada
participante un numero de identificacion que se utilizd para etiquetar los cuestionarios y las
muestras clinicas. Para asegurar la privacidad de la informacion recabada, sdélo los
responsables tienen acceso a la tabla que relaciona el nimero de identificacion con el

participante.
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RESULTADOS

Respuesta inmune frente a la infeccion por SARS-CoV-2

El objetivo de estudiar la generacidon de anticuerpos frente a la infeccién por SARS-CoV-2 es
conocer la respuesta natural del sistema inmune frente a este patdgeno; desde su cinética
inicial, mediante la identificacion de cuales inmunoglobulinas aparecen primero y cudnto
tiempo permanecen en el hospedero, hasta la proteccion inmunolégica que tendran los

pacientes luego de haber superado la enfermedad.

En relacidon a la respuesta humoral frente a la infeccidn por SARS-CoV-2 se ha observado que se
generan anticuerpos especificos principalmente contra dos antigenos virales: la proteina N, y la
glicoproteina Spike. Los anticuerpos anti-Spike han cobrado especial relevancia en tanto
pueden tener funcidn neutralizante, impidiendo la interaccién del dominio RBD con el receptor
ECA-2 en las células del hospedero, imposibilitando por tanto el ingreso del virus a las mismas

limitando su capacidad infectiva.

En este sentido, se han identificado multiples anticuerpos monoclonales que bloquean la
interaccién entre la proteina Spike y el receptor, algunos de los cuales han mostrado potencial
terapéutico. Los anticuerpos presentan diferencias en avidez, modo de unidn y capacidad de
neutralizacidn del virus, a pesar de tener afinidades altas por el RBD de la proteina Spike.
Sorprendentemente, mientras que un anticuerpo altamente potente inhibe la formacién de
sincitios mediada por Spike, otros que son neutralizantes mas débiles podrian potenciar esa
union célula-célula. Esto sugeriria que la potencial efectividad de un anticuerpo neutralizante

estaria influenciada por un gran nimero de factores. ?

Caracteristicas de la respuesta de anticuerpos en la infeccidon por SARS-CoV-2

Un aspecto importante para entender la respuesta inmune humoral frente a la infeccion por
SARS-CoV-2 y la aplicabilidad de los ensayos seroldgicos es comprender la dindmica de
aparicién y mantenimiento en el tiempo de anticuerpos especificos. La gran mayoria de los
individuos infectados seroconvierten 5-10 dias después del comienzo de los sintomas, con
aproximadamente un 90% de seroconversion al dia 10. Los principales antigenos examinados
para determinar seroconversién han sido las proteinas Spike y N. En este sentido, es de
destacar que los titulos de IgGs para la proteina N y la proteina Spike presentan una correlacidon

alta entre si.
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La deteccién de anticuerpos contra la proteina Spike de SARS-CoV-2 es de entre un 91% y un
99% en estudios grandes. Por ejemplo, en el articulo de Secchi et al.%?, se observé que, en
lineas generales, multiples anticuerpos se desarrollaron a las 4 semanas del inicio de los
sintomas en el 95% de los pacientes estudiados. Respecto a la presencia de anticuerpos anti
RBD en instancias tempranas se observd que, en la primera semana post inicio de sintomas, el
30% de los pacientes tenian anticuerpos de tipo IgA, IgG e IgM, 25% presentaba dos clases de
anticuerpos, y el 45% de los pacientes presentaba una sola clase de anticuerpos,

mayoritariamente IgM o IgA.

En el trabajo de Secchi et al. &2 también se observé que los niveles de IgM anti-RBD tienen un
pico hacia la segunda semana, seguido de un descenso, volviéndose no detectables hacia el
tercer mes post comienzo de sintomas, los de IgA aumentarian de la primera a la cuarta
semana, mientras que las IgGs contra el RBD tuvieron una tendencia a aumentar hasta el tercer
mes de seguimiento del ensayo. Las inmunoglobulinas de tipo IgG, IgM e IgA dirigidas contra la
proteina Spike se desarrollarian de manera practicamente simultdnea en individuos infectados,

aunque hay ciertas discrepancias entre los trabajos analizados.

En el articulo de los autores Kurano, Morita et al.2; se analiz6 de manera detallada la
evolucion del titulo de distintos tipos de anticuerpos (IgG, IgA e I1gM) contra diferentes
proteinas virales.

Respecto a los anticuerpos contra las proteinas S1 y RBD, la presencia de IgA se observé antes
que las de IgG e IgM, y los titulos de IgA aumentaron mas rdpido que los de IgM e IgG hasta el
dia 10, sin embargo, después de este dia los titulos de IgG fueron mas altos y se mantuvieron
elevados por 6 meses. En cuanto a los anticuerpos contra nucleocapside, los titulos de IgA e
IgG aumentaron mas rapidamente que los de IgM, hasta el dia 34 y los titulos de IgG fueron

mayores que los de IgA e IgM en la fase tardia.

Para el caso de la IgM, los titulos aumentaron mds rdpido contra S1, seguidos de RBD y luego
NCP hasta el dia 13, donde los titulos contra RBD y S1 fueron similares. Respecto a IgG, casi
todo el tiempo los titulos contra S1 eran los mas altos, seguidos por los de RBD y NCP. Para las
IgA, los titulos mas altos eran contra el NCP hasta el dia 19, y a partir del dia 45, los titulos
contra NCP eran mas bajos que para RBD y S1. En cuanto a la seroconversién, se vio que la IgM
contra NCP es la ultima en aparecer y ocurre con menos frecuencia, comparandola con la IgM

especifica de RBD y S1. Ademds, no se observd diferencia significativa entre el tiempo de

16


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32991329/
https://doi.org/10.1172/JCI142804
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8687758/

seroconversién entre anticuerpos IgA e IgG contra S1 y RBD. En general, se observaron
diferencias significativas en la cinética de aparicidon de anticuerpos respecto a las proteinas del
virus. Los titulos contra S1 y RBD eran mas elevados en un periodo de tiempo mas prolongado
respecto a los de NCP. La respuesta IgM e IgA a S1 ocurrieron antes que las de IgA a NCP.
También se observd que, si bien los titulos de IgA se generaban mas rapido, los titulos de

anticuerpos IgG eran mdas mantenidos en el tiempo que los de IgA e IgM.

En el trabajo de Deshpande et al.“?, donde se evalué la cinética de aparicién de los anticuerpos
en pacientes que cursaron la enfermedad hasta los 8 meses posteriores, se pudo valorar que
las IgG contra RBD aparecieron ligeramente antes y se mantuvieron sustancialmente mas
persistentes que las IgG anti-N en el curso del estudio, en concordancia con el trabajo
mencionado anteriormente. Respecto a los anticuerpos IgG contra estas dos proteinas, se
observé que la seropositividad alcanza su maximo en la cuarta semana, pero los titulos
relativos de IgG anti-N y anti-RBD continlan aumentando hasta la sexta semana, seguido de
una disminucion en los titulos relativos durante las semanas séptima y diecisiete, para luego

mantenerse constantes.

Cinética de aparicidn de anticuerpos. Pacientes sintomaticos y asintomaticos
Otro aspecto interesante que explorar, dada la heterogeneidad de manifestaciones clinicas de
la COVID-19, es la relacién entre la evolucidon clinica de la infeccién por SARS-CoV-2 vy la

respuesta inmune humoral inducida.

En el articulo de Long et al."“ se estudiaron 37 pacientes diagnosticados por PCR y que no
presentaron ningun sintoma clinico en los siguientes dias luego de realizado el diagndstico. La
media de dias en la que se detecté SARS-CoV-2 mediante PCR en los pacientes asintomaticos
fue de 19 dias, siendo mayor que en los pacientes sintomaticos. No se detectaron anticuerpos
IgG en el 40% de los individuos asintomdticos en la fase temprana de la infeccién en
comparacién con los sintomaticos en los cuales este porcentaje fue del 12.9% de los pacientes.
En fases mas tardias se detectaron IgG especificas en el 81.1% (30/37) del grupo asintomatico y
83.3% (31/37) del grupo sintomatico, en una ventana de 3 a 4 semanas post exposicion al virus.
Sin embargo, los valores de IgG especificos fueron significativamente menores en los
asintomaticos en la fase aguda. En la etapa convaleciente, 8 semanas después de su alta
hospitalaria, los valores de IgG del grupo sintomatico se mantuvieron significativamente mas

elevados en comparacion con el grupo asintomatico. Esto sugiere que los pacientes que cursan
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la infeccidon por SARS-CoV-2 de forma asintomatica tienen una respuesta inmune humoral mas

débil.

Por otro lado, en la publicacién de Carsetti et al.Z fueron medidos los anticuerpos IgG e IgA
dirigidos a la subunidad S1 de la proteina Spike, asi como también las concentraciones de IgM
especificas contra el RBD. Se analizaron los sueros recolectados observandose que tanto los
pacientes con COVID-19 sintomdtica y los pacientes infectados por SARS-CoV-2 asintomaticos
presentaron anticuerpos especificos. Sin embargo, los niveles de anticuerpos especificos
fueron mas altos en los pacientes con enfermedad mas severa. Por otro lado, los anticuerpos

de tipo IgM fueron detectados en la misma proporciéon en ambos grupos.

Se concluyé que los pacientes asintomaticos secretan IgA e IgM tempranamente luego del
diagndstico, y aquellos pacientes sin anticuerpos IgA e IgG en la primera semana, los
desarrollaron mads tardiamente. Tanto los niveles de IgA como de IgG descendieron con el
tiempo y en pacientes asintomaticos volvieron a valores comparables con individuos no
infectados a las 6-8 semanas post diagndstico. Por el contrario, en pacientes con enfermedad
moderada no descendieron al mismo tiempo. Nuevamente, se observd que los pacientes con

enfermedad severa mostraban una respuesta humoral mayor.

En linea con lo anterior, en cuanto a la aparicién de anticuerpos y su vinculaciéon con la
gravedad de la enfermedad, en distintos articulos, a pesar de que se estudiaron poblaciones
diferentes, se ha llegado a la misma observacién: los pacientes que se catalogaron como graves
desarrollaron mayor cantidad de anticuerpos y en menor tiempo que los catalogados como no
graves. Esto correlaciona, a su vez, con que los pacientes graves tenian cargas virales mas

elevadas, lo que puede contribuir a generar una respuesta humoral mas sélida.

En el articulo de Tandhavanant et al.*? se vio que los pacientes que desarrollaron formas mas
graves de la infeccién, como neumonia bilateral, desarrollan antes los anticuerpos IgA que los
pacientes que presentaban formas leves de la infeccién por SARS-CoV-2. Lo mismo sucedio en
el trabajo de Lucas et al.”?, alli se vio que los pacientes que no requirieron internacién
hospitalaria tuvieron menores niveles de anticuerpos que los que si requirieron hospitalizacién.
Las respuestas de anticuerpos fueron consistentemente mds altas entre los sujetos

hospitalizados.

En este estudio también se observd la cinética de anticuerpos en pacientes que fallecieron por
infeccion y pacientes que no. El estudio revelé informacién importante respecto a esto, se

encontraron niveles mas bajos de anticuerpos antivirales en pacientes fallecidos. Los pacientes
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fallecidos alcanzaron niveles mas elevados de IgM e IgG anti-Spike que los pacientes dados de
alta. Estas diferencias se explican debido a las diferencias en torno a la capacidad que
presentan para eliminar el virus; los pacientes dados de alta fueron mas eficientes en la
eliminacion en comparacion con los fallecidos. Por lo tanto, la muerte por COVID-19 se
correlaciond con un retraso en el desarrollo de la IgG especifica del virus y la eliminacion de

este.

Otro articulo que demuestra lo mismo es el de Wang et al. @, aqui se estudia la respuesta
humoral en pacientes graves y no graves, entendiendo como graves aquellos que presentan
dificultad respiratoria con neumonia, con frecuencia respiratoria 230 respiraciones/min,
saturacion de oxigeno <93% en reposo, presién parcial de oxigeno/fraccion de oxigeno
inspirado <300 mmHg. Nuevamente se observd que los pacientes que cursaron la forma mas
grave de la enfermedad tuvieron mayor respuesta humoral que aquellos que presentaron

sintomatologia mas leve.

El articulo de Haddad et al.%? no solo apoya que los pacientes con enfermedad grave
desarrollan mayores niveles de anticuerpos, sino que también tienen una respuesta mas precoz

que los pacientes que cursan enfermedad leve.

Ensayos de diagndstico serolégico

Durante los afios de pandemia, se produjeron por distintos laboratorios a nivel mundial
diversos ensayos de diagndstico serolédgico, entre los cuales se incluyen: ensayos de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), pruebas rapidas que detectan IgM/IgG en soporte
inmunocromatografico, y ensayos automatizados por quimioluminiscencia, entre otros.
Nuestra finalidad es, basandonos en la bibliografia disponible, analizar algunos de estos

ensayos; sus diferencias, ventajas y desventajas.

Los ensayos seroldgicos pueden ser de naturaleza cualitativa (detectando Unicamente la
presencia o ausencia de anticuerpos especificos) o cuantitativos/semicuantitativos (estimando
o determinando la cantidad de anticuerpos presentes en la muestra). Los ensayos seroldgicos
son utiles ademds para identificar futuros donantes para terapias con plasma, detectar
seroconversion, realizar vigilancia seroldgica, entre otras aplicaciones. Las pruebas pueden
estar disefiadas para detectar anticuerpos especificos contra antigenos virales en general o

pueden servir para determinar la presencia de anticuerpos con capacidad neutralizante, estos
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ultimos pueden ser mds utiles si se quiere evaluar la funcionalidad de los anticuerpos, pero la

disponibilidad de este tipo de ensayos es menor.

Destacamos el articulo de DomBourian et al.2, en el cual los autores evaltdan el rendimiento
analitico y comparativo de 2 ensayos seroldgicos para SARS-CoV-2 basados en ELISAs
disponibles comercialmente que se dirigen a antigenos virales diferentes, el antigeno S1-RBD o
el antigeno N, en muestras de plasma convaleciente, obtenido a partir de pacientes
recuperados de COVID-19 con infeccién confirmada por PCR y libres de sintomas durante al
menos 14 dias previos a la donacién. Destacamos el rol fundamental de los ensayos ELISA, que
son los mas utilizados mundialmente.

Los ensayos de ELISA comerciales a comparar fueron, la prueba Epitope Diagnostics Inc (EDI,
San Diego, CA) el cual utiliza como antigeno a la proteina N de SARS-CoV-2 recombinante, y el
Euroimmun ELISA (Libeck, Alemania) el cual utiliza como antigeno a la subunidad S1 de la
glicoproteina Spike de SARS-CoV-2, incluyendo al RBD.

Por los datos recolectados en el ensayo la especificidad del test EDI fue superior (99%) segun el
punto de corte definido por el fabricante en comparacién con Euroimmun (96,8%). Pese a esto
se resalta qué el ensayo EDI tiene menor sensibilidad por no detectar respuesta de anticuerpos
positivos cuando es baja o en el limite, qué si fue posible con Euroimmun. Estos resultados
sugieren qué el rendimiento del test puede depender del antigeno especifico utilizado, por lo
que es posible qué se requiera una combinacién de dos o mas antigenos para una mayor

sensibilidad conservando la alta especificidad en la deteccidén de anticuerpos.

Por otro lado, en el estudio de Weiss et al.“ se utiliza un ensayo de unién de anticuerpos de
tipo Luminex como alternativa para evaluar la presencia de anticuerpos en sueros de
individuos infectados y no infectados por SARS-CoV 2 especificos para dos proteinas
recombinantes del mismo. El mismo consiste en un inmunoensayo basado en perlas de tipo
multiplex en el cual perlas marcadas con diferentes fluoréforos son recubiertas con la proteina
S trimérica o el RBD recombinantes, incubadas con las muestras de suero y plasma, y la
presencia de anticuerpos evidenciada mediante un instrumento basado en laser; Luminex Flex
Map 3D. Tiene cémo ventaja que se realiza en aproximadamente 2,5 horas, permite utilizar 20
veces menos antigeno que los ensayos de ELISA, y es particularmente util para ensayos de

testeo masivo.

Después de comprender la importancia de entender la respuesta inmune humoral frente a la

infeccién por SARS-CoV-2, destacamos que a la hora de realizar el diagnéstico de COVID-19 se
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dispone de varios métodos. Por un lado, los métodos directos, que buscan estructuras
procedentes directamente del virus, como ser la deteccion de antigenos virales y la deteccion
del genoma viral a través de PCR, que son Utiles en el diagndstico de infeccién activa. Y, por
otro lado, encontramos los métodos de deteccidn indirectos, que buscan elementos generados
gracias a la respuesta inmune del hospedero frente a la infeccién, como pueden ser la
deteccidén de anticuerpos por ensayos seroldgicos o ensayos capaces de evaluar la respuesta
inmune celular. En el caso de la infeccion por SARS-CoV-2 este tipo de ensayos no son Utiles
para el diagndstico de infeccidn activa, pero si para estudiar infeccion pasada, asi como evaluar
el grado de proteccién inmunoldgica inducido por la infeccién natural y su duracién en el

tiempo.

RESULTADOS EXPERIMENTALES

Se estudio la presencia de anticuerpos especificos de isotipo IgG anti-RBD de SARS-CoV-2 en el
suero de 16 individuos pertenecientes al personal del Institut Pasteur de Montevideo
obtenidos a partir de muestras de sangre extraidas el 17-18 de marzo de 2021. Para esto se
empleé el kit COVID-19 IgG QUANT ELISA de acuerdo con las instrucciones del fabricante, como
se describié anteriormente. Para determinar la presencia o no de anticuerpos se empled la
versidn cualitativa del ensayo, se calculd el valor de corte o cutoff, y se expresaron los
resultados en forma de ratio muestra/cutoff (Ratio M/CO). Las muestras con valores de Ratio
M/CO menores a 0.9 se consideran negativas a la presencia de anticuerpos, mayores a 1.1 se
consideran positivas para la presencia de anticuerpos, y entre 0.9 y 1.1 se consideran como

indeterminadas.

Como se puede observar en la Tabla 1 [Figura 5], de las 16 muestras analizadas, 7 resultaron
positivas para la presencia de anticuerpos IgG anti-RBD de SARS-CoV-2, y 9 negativas, no
obteniendo resultados indeterminados. De las muestras positivas 5 pertenecen a individuos
gue declararon diagndstico previo de infeccidon por SARS-CoV-2 mediante PCR, una pertenece a
un individuo que habia recibido 15 dias antes de la extraccién una dosis de la vacuna contra
SARS-CoV-2 CoronaVac (Sinovac), y la restante pertenece a un individuo que no declara
infeccion confirmada por el virus. Es interesante el caso de la muestra 119 ya que la misma
habia sido analizada previamente en marzo del 2020 resultando positivo para la presencia de
anticuerpos con una ratio M/CO de 1.7, pero en esta nueva instancia de andlisis fue negativa.
Es de destacar que esta muestra pertenece a un individuo sin diagndstico previo de infeccién

por SARS-CoV-2. Este resultado contradictorio puede deberse a un error experimental en
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alguna de las dos instancias o a que, debido a que la muestra pasé mas de un afio almacenada
a -20°C previo a este nuevo ensayo, se haya perdido reactividad. Todas las muestras con
resultado negativo pertenecen a individuos que no declaran infeccién confirmada por

SARS-CoV-2 ni vacunacion.

También se determinaron los niveles de anticuerpos de las muestras empleando la version
cuantitativa del ensayo. Para esto se realizd una curva de calibracién de entre 10-400 BAU/ml a
partir de los estandares provistos en el kit y calibrados contra el estandar internacional. A partir
de los valores de absorbancia obtenidos para las muestras se interpolaron de la curva de
calibracién los valores en BAU/ml y se multiplicaron por el factor de dilucién para obtener los
niveles finales de anticuerpos. Como se puede observar en la Figura x para las muestras
negativas los niveles de anticuerpos fueron inferiores a 13 BAU/ml, mientras que para las
muestras positivas los mismos se encuentran entre 14 y 496 BAU/ml. Si bien se trata de un
numero pequefio de muestras podemos observar que el ensayo permite determinar los niveles
de anticuerpos presentes en el suero de individuos que cursaron la infeccion por SARS-CoV-2 y
que la respuesta de estos es diferente. Si bien la media se ubica en 87 BAU/mI, dos de los
individuos con infeccién confirmada muestran 5 veces mds anticuerpos, estas diferencias
pueden deberse a varios factores, caracteristicas personales, el tiempo transcurrido desde la
infeccion y el tipo de enfermedad. Si comparamos los resultados obtenidos cualitativa y
cuantitativamente podemos observar que hay en general una buena correlacion, las muestras

con ratios M/CO mas altos tienen niveles mayores de anticuerpos.
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DISCUSION

Luego de realizada una exhaustiva revision bibliografica, se pudo observar en lo que respecta a
los resultados, que los mismos han sido parcialmente concluyentes. Debido a la amplia
informacion que hay respecto a la pandemia, se desprendieron datos que en algunas
oportunidades podrian resultar contradictorios. Esto también puede estar relacionado con que
a pesar de que se ha generado mucha informacién sobre la respuesta inmune frente a la
infeccién por SARS-CoV-2 de manera rapida, la emergencia del virus y la epidemia generada por

el mismo no dejan de ser eventos relativamente recientes.

Los articulos analizados en este trabajo fueron internacionales, debido a la escasa informacién
proveniente de Uruguay, por lo que no se puede asegurar que los resultados puedan ser
totalmente extrapolados a nuestro medio (dada las diferencias en el sistema de salud, abordaje

de la pandemia, asi como la inmunidad de la poblacién).

Respecto a la respuesta inmune a la infeccidon por SARS-CoV-2, no cabe dudas del importante
rol de la formacidn de anticuerpos contra la glicoproteina Spike y su funcidn neutralizante.

En los distintos articulos citados y leidos, coincidian en que dicha proteina es en gran parte
responsable del desarrollo de la infeccién, ya que mediante el dominio RBD es capaz de unirse
al receptor ECa-2 presente en algunos érganos (donde el pulmdn cobra relevancia por motivos
considerables de morbimortalidad en los pacientes). Se observé que, el reconocimiento por
parte del receptor es un determinante clave para lograr la infectividad, ingreso del virus al

huésped, y la severidad de su patogenia.

Por lo descrito anteriormente, se cree que un punto clave donde se deberia intervenir para
evitar el desarrollo, o en su defecto; la severidad de la enfermedad es en el bloqueo de
interaccién entre la proteina Spike y el receptor, receptor, sobre todo en etapas tempranas de
la infeccidon. En este sentido, cobran relevancia el uso de anticuerpos monoclonales especificos,

por ejemplo.

Respecto a la cinética de aparicion de los distintos tipos de anticuerpos, la informacion
obtenida no es del todo concluyente hasta el momento. Si bien en los articulos leidos se
observaron discretas diferencias entre individuos respecto a los dias de aparicidon de estos, se
podria concluir que la respuesta de IgG contra Spike y RBD es mas potente y duradera, que la
de IgA e IgM.

Consideramos que, en general, se coincide en que: los anticuerpos IgA e IgM son los primeros
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en aparecer, pero a su vez son los primeros en bajar sus titulos, cobrando un rol especial los
anticuerpos 1gG, en donde la seroconversion es mas tardia, pero mantenida en el tiempo

(incluso 6 meses post infeccién).

Cuando analizamos los titulos de anticuerpos presentes en pacientes sintomaticos vy
asintomaticos para la infeccidn, se describe que, en el primer grupo de pacientes, los titulos de
IgG que generaron fueron mayores. En general, los pacientes asintomaticos presentaron titulos
de anticuerpos, de distintos isotipos y diferentes especificidades, menores que los pacientes

sintomaticos, donde la respuesta inmune humoral luego de la infeccidn seria mayor.

En cuanto a la relacion entre la gravedad de la enfermedad y la respuesta de anticuerpos los
distintos articulos citados parecen coincidir; los pacientes que estuvieron hospitalizados y
desarrollaron formas graves de la enfermedad, tuvieron una respuesta inmune humoral mayor,
llegando a titulos de anticuerpos mas altos que los encontrados los grupos catalogados como

de formas no graves.

Informacion relevante se desprendié del articulo de Lucas et al.“?, ya que decidieron estudiar
qué ocurria con los anticuerpos de pacientes fallecidos comparado con pacientes que
requirieron internacidn pero fueron dados de alta. Los pacientes fallecidos, mostraron niveles
mas bajos de anticuerpos; algo que podria resultar controversial ya que, como se menciond
antes los pacientes de mayor gravedad parecen alcanzar titulos mas elevados.

Sin embargo, a la conclusién que se llegé en dicho articulo, fue que la muerte por COVID-19 se
correlacioné con un retraso en el desarrollo de la IgG especifica del virus y la eliminacién del

mismo.

DISCUSION EXPERIMENTAL

De las distintas muestras analizadas en el Institut Pasteur, se desprendieron datos interesantes.
Dentro de los 16 sueros analizados, 7 resultaron positivos para la presencia de anticuerpos IgG
anti-RBD, y 9 negativos. La particularidad de la muestra 119 (que en el afio 2020 habia dado
positivo y ahora negativa), nos hace plantearnos si este cambio en la seroconversién es debido

a cuestiones técnicas u experimentales.

En torno a los datos cuantitativos aportados, consideramos que hubo una buena relacién entre
lo cualitativo con este Ultimo parametro. Las muestras consideradas como negativas tenian

valores de anticuerpos inferiores a 13 BAU/ml, y las muestras consideradas positivas eran
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superiores a dicho valor. Mencién especial tienen dos muestras de individuos que tienen 5
veces mas anticuerpos que la media. Creemos que podria relacionarse con factores tanto
personales o experimentales. Dentro de los personales, si bien no contamos con datos de los
individuos en torno a: su edad, la presencia de comorbilidades, el transcurso de la enfermedad
(sintomas presentados, dias de evolucidon, si requirié hospitalizacion); consideramos que
hubiera sido informativo para poder correlacionar si esos niveles elevados de anticuerpos se
debieron a un curso de la enfermedad de manera mas grave que el resto del grupo, pudiendo

haber formado una respuesta inmune humoral mayor.
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CONCLUSIONES

En base a la bibliografia consultada y los datos disponibles hasta el momento, podemos
concluir que la respuesta inmune humoral tiene una importancia relevante en el transcurso de
la infeccidn, la severidad del cuadro clinico y el desenlace de la enfermedad.

El momento de aparicién de los anticuerpos (principalmente IgGs y sus niveles), presentan un
papel fundamental en el control de la infeccién, y por lo tanto, en el prondstico de la
enfermedad por SARS-CoV-2.

Ademads, considerando que, gran parte de la informacidon es obtenida en base a estudios
internacionales, creemos que podria ser util a nivel pais realizar investigaciones con una
muestra representativa que permita un mejor desarrollo en cuanto a politicas sanitarias.

En torno al objetivo experimental planteado, si bien somos conscientes que se trata de una
muestra selectiva de personas de nuestro pais, por lo cual no es posible extrapolar estos
resultados a nivel poblacional; debemos destacar que las muestras analizadas tuvieron una
buena correlacién tanto cualitativa como cuantitativamente; de las pruebas analizadas 7
resultaron positivas (de las cuales 5 informaban diagnéstico previo confirmado) y de las
pruebas negativas ninguna tenia diagndstico previo. Esto nos permite reafirmar, la buena
especificidad y sensibilidad del test COVID-19 IgG QUANT ELISA desarrollado por la Universidad
de la Republica, el Institut Pasteur de Montevideo y la compaiiia ATGen.

Como hemos observado en el transcurso de los uUltimos afos de pandemia, el virus SARS-CoV-2
se caracteriza por su alto poder mutagénico, esto ha planteado un gran desafio para la ciencia 'y
los sistemas sanitarios a la hora de generar protocolos de accion. Si bien hoy en dia ha
finalizado la emergencia sanitaria como tal, hay que considerar fuertemente que no estamos
exentos a nuevas variantes y brotes a futuro. Por lo tanto, la actualizacién constante de
informacion es un pilar fundamental.

Sin entrar en detalles profundos en torno a la vacunacién (ya que consideramos es un tema
amplio para ser abarcado en dicha revisidn), creemos pertinente y un buen punto para seguir
trabajando en un futuro, realizar un estrecho seguimiento de los individuos vacunados y la
cinética de anticuerpos, a expensas de poder obtener mas informacion respecto a la inmunidad
de memoria que somos capaces de generar a largo plazo respecto a la infeccion por

SARS-CoV-2.
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ANEXOS

SARS-CoV 2 Structure
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SARS- CoV 2 Structure. Contributed by Rohan Bir Singh, MD: Made with Biorender com
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OMICRON'S NEW IDENTITIES

Cases of COVID-19 are rising again in South Africa, after
the emergence of Omicron variants called BA.4 and BA.5.

Omicron
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BA.4 and BA.5 spread faster than previous Omicron variants and are
accounting for a growing proportion of COVID-19 cases in South Africa.

Figura 3.Esquema ilustrativo de aparicion de variantes de SARS-CoV-2 en Sudafrica,
correlacionando el tiempo y la cantidad de individuos infectados. Extraida del Dto. de
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Response kinetics of different classes of antibodies to
SARS-CoV2 infection in the Japanese population: The |gA and IgG titers
increased earlier than the lzM titers.

Figura 4. Cinética de aparicidn de anticuerpos IgG, IgM e IgA
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Figura 5.(Tabla 1).Caracteristicas

resultados de las muestras analizadas

determinacidén de IgG anti-RBD de la proteina Spike de SARS-CoV-2.

ara_la

Identificado Ratio
r Resultado [M/CO BAU/ml Antecedentes COVID-19 Vacunacién
033 Positivo 6,1 82,4 PCR+ No
036 Positivo 9,2 91,9 Sin diagndstico previo Si
038 Positivo 1,7 13,9 Sin diagndstico previo No
040 Positivo 16,5 454,8 PCR+ No
045 Positivo 7 82,4 PCR+ No
059 Positivo 2 91,9 PCR+ No
119 Negativo 0 13,9 Sin diagndstico previo No
134 Positivo 20,1 496,2 PCR+ No
005 Negativo 0,2 0 Sin diagndstico previo No
006 Negativo 0 0 Sin diagndstico previo No
010 Negativo 0,1 0 Sin diagndstico previo No
011 Negativo 0,6 13 Sin diagndstico previo No
022 Negativo 0 0 Sin diagndstico previo No
028 Negativo 0,1 0 Sin diagndstico previo No
039 Negativo 0,2 0 Sin diagndstico previo No
050 Negativo 0,2 13 Sin diagndstico previo No
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Figura 6. Determinacion cuantitativa de la presencia de anticuerpos IgG anti-RBD de la proteina
Spike de SARS-CoV-2 en muestras de suero obtenidas del estudio “Andlisis evolutivo de la
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seroprevalencia de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en el personal del Institut Pasteur de
Montevideo” que resultaron positivas en el analisis inicial (S+) o negativas (control). Los
resultados se expresan en BAU/ml. Los puntos coloreados en rojo representan muestras de
individuos con diagndstico previo por PCR de infeccidn por SARS-CoV-2, en verde vacunados,
en blanco sin diagnéstico previo, y en azul muestras seronegativas sin diagndstico previo.
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[Anexo 2]

Anadlisis evolutivo de la seroprevalencia de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en el personal del
Institut Pasteur de Montevideo
Introduccién
Los coronavirus (CoVs) pertenecen a la familia Coronaviridae, dentro del orden Nidovirales.
Infectan varias especies de vertebrados incluyendo humanos, aves, murciélagos, ratones, entre
otros. En el dltimo medio siglo han sido descritos 7 coronavirus capaces de infectar al ser
humano. Cuatro de ellos son responsables del 15 al 30% de las infecciones respiratorias altas

leves. Las otras tres cepas sin embargo, presentan una patogenicidad diferente, lo que conduce
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a una mortalidad mas elevada. Ellos son: el Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus
(SARS-CoV), el Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV) y el Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2). Los CoVs son virus envueltos con un
genoma no segmentado de ARN de hebra simple y polaridad positiva, el cual codifica para
cuatro proteinas estructurales: la proteina Spike (proteina S o de Superficie), la proteina E (de
Envoltura), la proteina M (de Membrana), la proteina N (de Nucleocapside) (Fung, 2018). Los
CoVs son capaces de saltar las barreras interespecies (Hulswit, 2016), como habria sucedido en
la presente pandemia de COVID-19 (COronaVlrus Disease 2019), causada por el SARS-CoV-2
que se sugiere paso de su huésped natural animal al ser humano, mostrando una alta tasa de
diseminacion, siendo declarada como pandemia por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
el pasado 11 de marzo. Al dia de hoy nos acercamos a los 100 millones de casos a nivel
mundial, habiendo sobrepasado las 2 millones de muertes debido a la COVID-19
(https://coronavirus.jhu.edu/map.html). En nuestro pais se registraron los primeros casos de
COVID-19 el pasado 13 de marzo. Desde esa fecha y hasta el 17 de enero de 2021 se han
realizado 753.084 tests y se han registrado 32.378 casos positivos de Coronavirus en todo el
territorio nacional. Los pacientes COVID-19+ presentan una clinica variada que puede llegar a
sindromes respiratorios graves con requerimiento de internacion en Unidades de Cuidados
Intensivos, poniendo a prueba los sistemas de salud a nivel mundial (Yang, 2020). Pero también
es importante la proporcidn de pacientes asintomaticos, capaces de ser difusores del virus.
Entre la signo-sintomatologia mas frecuente de la infeccion se encuentra: la fiebre, la tos no
productiva, la disnea, las mialgias y la fatiga. El periodo de incubacién del SARS-CoV-2 es de
aproximadamente cinco dias (pudiendo variar desde 1 a 14 dias), estimandose un RO de
alrededor de 3 (Jin, 2020). Al dia de hoy no existe un tratamiento especifico para la infeccion
por SARS CoV-2, siendo las medidas preventivas de salud publica (distanciamiento fisico,
higiene de manos, uso de tapabocas, etc.) las que han mostrado cierta efectividad en el control
de la diseminacion del virus. Sumado a estas, una buena capacidad de testeo diagndstico es
otro factor favorecedor de lograr buenos resultados en el manejo de la pandemia. Desde el
comienzo, en el Institut Pasteur de Montevideo (IPMon) se implementaron distintas
actividades de investigacién y desarrollo relacionadas a la infeccion por SARS-CoV-2, en
conjunto con otras instituciones académicas y empresas biotecnolégicas. Entre otros logros, se
consiguid desarrollar e implementar kits para diagndstico molecular (por PCR) que
contribuyeron a la buena capacidad de testeo, asi como el desarrollo de test serolégicos (ELISA)
que permiten la deteccién de IgG especificas anti-SARS-CoV-2 en el suero de pacientes
previamente infectados. En el caso de estos ultimos, diversas instituciones de investigacion de

nuestro pais trabajaron coordinadamente para desarrollar multiples estrategias metodolégicas
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para evaluar la presencia de anticuerpos séricos frente a proteinas virales (proteina S,
nucleocapside o dominios de ellas). En particular se conformé un Grupo de Trabajo
Interinstitucional (GTI) que logré desarrollar un test seroldgico en formato ELISA (Enzyme
Linked ImmunoSorbent Assay) con alta especificidad y sensibilidad para la identificacién de
anticuerpos tipo 1gG contra la proteina Spike del SARS-CoV-2. Este desarrollo técnico se llevd
adelante con la participacion de recursos humanos de la Universidad de la Republica (UdelaR) a
través del Hospital de Clinicas, las Facultades de Medicina, Quimica y Ciencias, el Polo
Tecnoldgico de Pando, asi como del Institut Pasteur de Montevideo. Finalmente, un consorcio
entre el Institut Pasteur de Montevideo, la Universidad de la Republica y la empresa ATGen,
logré implementar este ensayo en formato kit, como forma de aumentar la disponibilidad y uso
del mismo por los prestadores de salud de nuestro pais. La utilizacién de un test serolégico que
evidencie la presencia de anticuerpos especificos anti-SARS-CoV-2 con alta sensibilidad y
especificidad, es una estrategia de fundamental importancia en infecciones con alta frecuencia
de casos asintomaticos. Estos inmunoensayos seroldgicos permiten realizar estudios
epidemioldgicos poblacionales al evidenciar la respuesta inmune montada por el hospedero
infectado. En particular, la deteccion y cuantificacion de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 permite:
i) Evaluar el estado de la respuesta inmune inducida por el virus a lo largo de la infeccién y una
vez superada la etapa de convalecencia. Esto puede contribuir a identificar posibles donantes
para la generacién de sueros de alto titulo que puedan ser utilizados con fines terapéuticos
(Amanat, 2020), procedimiento aprobado por la Food and Drug Administration. ii) Determinar
cuando aparece y de qué tipo e intensidad es la respuesta inmune humoral generada en la
poblacidn frente al SARS-CoV-2, lo cual incluye a aquellos sujetos asintomaticos que estuvieron
expuestos al virus. Esta informacion es muy valiosa para la vigilancia epidemioldgica. iii)
Identificar sujetos que hayan cursado la infeccién en forma inadvertida o con un cuadro clinico
leve. iv) Evaluar la respuesta humoral en individuos luego de la administracién de vacunas para
prevenir el desarrollo de la COVID-19. De lo expuesto, se desprende que estos ensayos aportan
informacion valiosa para la toma de decisiones a nivel clinico respecto a las conductas que
puedan tomar los individuos en medio de la pandemia actual, y aun en caso de que ésta se
transforme en una endemia. Pero también tienen una importancia desde un punto de vista
epidemioldgico, permitiendo la toma de decisiones en al dambito de la salud publica.
Actualmente, el gobierno uruguayo a través del Ministerio de Salud Publica, estd planificando
la adquisiciéon de vacunas que se han mostrado efectivas para prevenir el desarrollo de la
COVID-19. Aunque aun no se conocen fechas de comienzo de la inmunizacién, se plantea que
la misma se inicie en el primer trimestre del presente afio. Aun es incierta la informacién

disponible respecto la proporcidn e importancia de las infecciones leves y/o asintomaticas que
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no requieren atencién médica, ni estd claro el rol que personas infectadas y asintomaticas
tienen en la transmisidn del virus. Al momento actual, no habiendo comenzado la etapa de
inmunizacién con vacunas, la presencia de anticuerpos especificos anti-SARS-CoV-2 en el suero
de un individuo implica que la persona ha sido infectada por el virus, haya sido esta infeccién
sintomatica o no. Ello, sumado al hecho de acceder en el corto plazo a una vacuna, marca la
importancia de analizar la seroprevalencia de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en el personal del
Institut Pasteur de Montevideo, el cual ha estado involucrado desde diferentes aspectos en la
lucha contra la pandemia COVID-19. Por otro lado, planteamos que este estudio sea
longitudinal de cohorte y se desarrolle durante los préximos dos afios, como forma de ver la
evolucion temporal de la seroprevalencia, tanto en personas vacunadas como no vacunadas. Se
analizaran los resultados considerando el comportamiento epidemioldgico de la infeccidon a
nivel nacional. Para la elaboracién de la presente propuesta se ha tomado como material de
base el “Protocolo para estudios seroepidemioldgicos poblacionales sobre la COVID-19, con
estratificacion por edades” de la OMS (OMS, 2020).

Objetivos especificos

- Conocer la seroprevalencia de anticuerpos anti-SARS-CoV2 en personas de un instituto de
investigacion (IPMon) que han estado relacionadas a distintas actividades relacionadas a la
infeccion por el SARS-CoV-2 desde el momento de los primeros casos diagnosticados en
nuestro pais.

- Analizar la respuesta inmune humoral y la persistencia en el tiempo (cinética) de anticuerpos
anti-SARS-CoV-2 en suero durante dos afios en individuos vacunados o no vacunados en ese
mismo grupo de personas.

- Evaluar el desempeio del test serolégico desarrollado por el GTI en un grupo especifico de

individuos no diagnosticados previamente en forma sistematica para COVID-19.

Metodologia y procedimientos
Disefio del estudio vy poblacidn a evaluar. La presente propuesta se trata de un estudio

sero-epidemioldgico, longitudinal y prospectivo, que implicara la evaluacion de una misma
muestra de individuos. La participacion en este proyecto sera estrictamente voluntaria. Se
incluirdn personas mayores de 18 afos, de ambos sexos, que desarrollen actividades en el
IPMon en forma estable, independientemente de si han cursado la enfermedad previamente o
hayan presentado clinica compatible con la misma. Se exluiran los individuos que no den su
consentimiento informado o aquellos en los que esté contraindicada la venopuncién, no

generandose absolutamente ninguna consecuencia de la no participacién en el estudio. Se
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estima que la poblacién de participantes en el estudio serd de entre 200 y 300 personas. Los

voluntarios no recibirdn compensacién monetaria por aceptar participar en el estudio.

Muestras bioldgicas. Se plantea la obtencion seriada de muestras cada cuatro meses en el
primer afo del estudio, y cada seis meses en el segundo. Se obtendran muestras de 5 ml de
sangre venosa periférica a cada persona que acceda a participar del presente proyecto
mediante venopuncion en Vacutainer™ con gel y activador de la coagulacién. Las muestras de
sangre se extraeran por personal calificado y se procesaran en el IPMon en condiciones de
asepsia y bioseguridad para el personal actuante. Una vez obtenida la muestra se dejara
coagular y se centrifugara a baja velocidad, obteniéndose el suero que se alicuotara. Se
procederd a su inactivacidon por calor a 56C por 1 h, se alicuotara y almacenaran las muestras a
-20 generando “serotecas espejo” para prevenir su pérdida accidental. Al culminar el proyecto,
todas las muestras seran eliminadas de acuerdo a los procedimientos de descarte de muestras
bioldgicas instaurados en el Institut Pasteur de Montevideo. Previo a la extraccién de las
muestras, se le solicitara a la persona participante la firma de un consentimiento informado.
Ademas, se le realizard un cuestionario en el que se solicitard datos demograficos,
patronimicos, antecedentes clinicos personales y relacionados a COVID-19 (se adjuntan ambos
documentos). Las muestras bioldgicas obtenidas se codificaran y los datos personales y

médicos seran mantenidos en forma confidencial.

Pruebas seroldgicas. Los kits de ELISA a utilizar seran los desarrollados por la Universidad de la
Republica, el Institut Pasteur de Montevideo y la empresa ATGen (“COVID-19 IgG ELISA UY
2.0”), el cual ha sido validado por el Ministerio de Salud Publica del Uruguay. Las placas de
estos kits estan sensibilizados con el fragmento Receptor Binding Domain (RBD) de la proteina
Spike del SARS-CoV-2, permitiendo evidenciar anticuerpos de tipo 1gG especificos contra RBD
presentes en las muestras séricas. Mediante controles de la técnica incluidos en el kit, se
calcula un valor umbral (cut-off), el cual sera utilizado para interpretar los resultados. De esta
manera, los resultados posibles son positivo, negativo o indeterminado (en este Ultimo caso
serd necesario repetir el procedimiento por duplicado). (Los ensayos seroldgicos se llevaran
adelante por personal con experiencia en su realizacién, de acuerdo con la cartilla técnica que
acompafia al kit (se adjunta). El listado con el nimero de muestra y su resultado

correspondiente serd enviado a los coordinadores del estudio.

Consideraciones éticas. El protocolo se registré en el Registro/Autorizacion de Proyectos de

Investigacion en Seres Humanos del Ministerio de Salud Publica (MSP) y se presentara al
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comité de ética del Institut Pasteur de Montevideo. El riesgo para los participantes es minimo y
estan relacionados a los de la extracciéon de una muestra de sangre venosa periférica. La mayor
complicacidn posible es el desarrollo de un hematoma en el lugar de puncién, situacién poco
frecuente, de manejo ambulatorio y de conducta expectante. Se mantendra la confidencialidad
de los participantes durante todo el estudio. Los responsables del proyecto, asignaran a cada
participante un nimero de identificacién que se utilizara para etiquetar los cuestionarios y las
muestras clinicas. Para asegurar la privacidad de la informacidn recabada, solo los responsables
tendran acceso a la tabla que relaciona el numero de identificacién con el participante. Los
responsables comunicardn en forma individual a cada participante el resultado del estudio
llevado a cabo, manteniendo la confidencialidad del mismo en todo momento. Como ya fue
mencionado, la participacion en el presente estudio sera totalmente voluntaria, pudiendo los
participantes retirarse del mismo cuando lo deseen sin esgrimir ningln tipo de justificacion, no
pudiendo ser penalizados de ninguna forma por tal decision. A los participantes se les solicitara
la firma de un consentimiento informado. El principal beneficio para los participantes serd el
conocer su nivel sérico de anticuerpos especificos anti-SARS-CoV-2. Ademas, el presente
estudio permitird conocer la sero-prevalencia en el personal del IPMon previa y posteriormente
al inicio del plan de vacunacién a desarrollar en nuestro pais, asi como tener una primera
aproximacion del mantenimiento en el tiempo de los anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en un grupo

seleccionado de individuos.

Financiacién. Los kits de ELISA estan disponibles en el IPMon, asi como los recursos humanos y
materiales para llevarlos adelante. Los recursos humanos y materiales para la extracciéon de las

muestras de sangre venosa periférica seran provistos por el IPMon.
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