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RESUMEN

La pandemia originada por la COVID-19 constituye una auténtica crisis sanitaria y
econdémica mundial, colapsando los sistemas sanitarios de paises por todo el mundo. Se
ha propuesto que la respuesta inmunoldgica contra la infeccién, en concreto la existencia
de reactividad cruzada humoral por anticuerpos formados previamente contra coronavirus
causantes de infecciones catarrales estacionales, podria explicar la heterogeneidad en la
severidad de la infeccion, que abarca desde pacientes asintomaticos a casos muy graves.
Con el objetivo de evaluar esto, se han estudiado las diferencias en los titulos de 1gG entre
personas que han pasado COVID-19 con distinto grado de severidad, y controles sin
infeccion por SARS-CoV-2. Los resultados sugieren que existe inmunidad cruzada
humoral contra SARS-CoV-2 en personas que no han estado en contacto con ese virus,
pero que no tendria capacidad protectora ni modularia la clinica. También se evidencia
una mayor respuesta humoral en casos mas severos, la cual podria relacionarse con una
respuesta inmune desorganizada y desadaptativa que podria ser la causante del

agravamiento de la clinica en esos pacientes.

Palabras clave: COVID-19, SARS-CoV-2, coronavirus, inmunidad humoral, reactividad
cruzada, NL63, HKU1, 229E, OC43



ABSTRACT

The pandemic caused by COVID-19 constitutes a true global health and economic crisis,
collapsing health systems of countries all around the world. It has been proposed that the
immune response against infection, specifically the existence of humoral cross-reactivity
by previously formed antibodies against coronaviruses that cause seasonal catarrhal
infections, could explain the heterogeneity of the infection severity, ranging from
asymptomatic patients to very severe cases. In order to evaluate this, differences in 1I9G
titers between people who have been diagnosed with COVID-19 with different degrees
of severity, and controls without infection with SARS-CoV-2 have been studied. The
results suggest that humoral cross-immunity against SARS-CoV-2 in people who have
not been infected with this virus exists, but it is not protective nor able to modulate the
clinical expression. A greater humoral response is also evidenced in the more severe
cases, which might be related to a disorganized and maladaptive immune response that

would aggravate the infection in those patients.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, coronavirus, humoral immunity, cross-reactivity,
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RESUMEN DE ABREVIATURAS

COVID-19 Coronavirus Infectious Disease-19
SARS-CoV-2 Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
HCoV Human coronavirus
SARS-CoV-1 Severe acute respiratory syndrome coronavirus 1
MERS-CoV Middle East respiratory syndrome coronavirus
RBD Receptor binding domain
TMPRSS2 Transmembrane protease serine 2
ECA-2 Enzima convertidora de angiotensina 2
AGTR1A Type 1A Angiotensin 1l receptor
PCR Polymerase chain reaction
ELISA Enzyme-linked immunoabsorbent assay




INTRODUCCION Y OBJETIVOS

COVID-19 describe el cuadro clinico ocasionado por la infeccion por el coronavirus
SARS-CoV-2. La expresion clinica es variada, y abarca desde casos asintomaticos hasta
casos de gran severidad que requieren ingreso en unidades de cuidados intensivos. La
clinica mas frecuente es una combinacion de fiebre, tos seca y dolor de garganta, con
intensa astenia, mialgias y/o cefalea, pudiendo aparecer también sintomas
gastrointestinales como vomitos o diarreal. En casos mas graves pueden existir infiltrados
alveolares, generalmente bilaterales, que ocasionan disnea y taquipnea. Se ha descrito la
anosmia y ageusia como clinica de aparicién precoz, en ocasiones precediendo a la
aparicion del resto de semiologia, y siendo un buen predictor de la enfermedad®*. Otra
clinica menos frecuente incluye alteraciones neurologicas (accidente cerebrovascular,

ataxia, Guillain-Barré), cardioldgicas, exantemas y fendmenos tromboticos.

En la actualidad, la COVID-19 constituye una emergencia mundial, y desde la
descripcion del primer caso el 31 de diciembre de 2019 en Wuhan, China, se han
comunicado mas de 3 millones de muertes y 167 millones de casos a dia 24 de mayo de
2021. La répida extension y clinica potencialmente grave ha obligado a la mayoria de los
paises a establecer medidas estrictas de control y prevencion entre las que se incluyen el
distanciamiento social, empleo obligatorio de mascarillas e higienizacién periddica de las
manos con soluciones hidroalcohodlicas. Aun asi, la infeccion ha seguido propagandose,

causando la saturacion de sistemas sanitarios en todo el mundo.

La comprensién de la dinamica de transmisién pandémica y postpandémica del SARS-
CoV-2 es por tanto fundamental a la hora de imponer las medidas preventivas adecuadas
para minimizar el impacto en la sociedad, asi como para agilizar el tiempo de respuesta
en futuras pandemias. Asi mismo, el estudio de los factores que modulan la gravedad de
la clinica permitiria acotar poblaciones de alto riesgo, desarrollar terapias especificas, y
en general paliar las consecuencias de la infeccion en los pacientes, a menudo de gran
severidad. Algunos de los factores mas importantes relacionados con la evolucion de la
pandemia son la intensidad y momento de la aplicacion de las medidas de control, el
grado de variacion estacional en la transmision, factores de virulencia y comorbilidades

del huésped, y la respuesta inmunolégica en la poblacion.



Se ha estudiado de manera comparativa el genoma y la estructura, el mecanismo
fisiopatoldgico, la respuesta inmune y la dindmica de infeccion del SARS-CoV-2 frente
al resto de coronavirus que infectan y ocasionan clinica en humanos con el objetivo de
hallar mecanismos comunes que permitan extrapolar los conocimientos existentes sobre
medidas preventivas y terapéuticas a la COVID-19. SARS-CoV-2 es el coronavirus de
mas reciente aparicion dentro de los 7 que infectan a humanos, y dentro de éstos, 5 han
sido descubiertos en los ultimos 20 afios, lo cual sugiere una alta frecuencia de
recombinaciones y capacidad de mutacion. Los coronavirus no epidémicos o endémicos
(HCoV-NL63, HCoV-HKU1, HCoV-229E, HCoV-0C43) son causantes de infecciones
leves del tracto respiratorio superior con estacionalidad invernal, mientras que SARS-
CoV-1 y MERS-CoV han sido causantes de infecciones respiratorias graves en el
contexto de pandemias en 2002-2004 y 2012, respectivamente. Los 7 virus pertenecen a
la familia Coronaviridae, y se agrupan dentro del género Betacoronavirus (SARS-CoV-
2, SARS-CoV-1, MERS-CoV, HKU1 y OC43) y Alphacoronavirus (NL63 y 229E).

Son virus RNA monocatenarios de polaridad positiva. Los dos tercios proximales al
extremo 5terminal de su RNA se traducen en 2 poliproteinas (ppla y pplab) que se
escisionan para generar entre 15-16 proteinas no estructurales (nsp) que se combinan
luego en el complejo de replicacion. El tercio distal al extremo 5" terminal codifica las
proteinas estructurales que incluyen las proteinas de nucleocapside (N), la glicoproteina
integral de membrana (M), la proteina de envoltura (E) y la proteina transmembrana Spike
(S) >'. En general, la proteina S tiene una subunidad 1 (S1), que contiene el dominio de
unién al receptor (RBD); y una subunidad 2 (S2), que se encarga de la fusién de

membranas®®.

Esta estructura, en términos generales, es compartida entre los coronavirus que infectan
a humanos, con alguna variacion. Algunos de los Betacoronavirus (OC43 y HKU1)
codifican una hemaglutinina-esterasa (HE) que se expresa en su superficie y se fija a
residuos de acido sialico de la célula huésped, hidrolizando grupos acetilo y

potencialmente facilitando la entrada viral.

El mecanismo de entrada en la célula se vale de la proteina S para, a través del RBD,
unirse a su diana celular, la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA-2), presente
sobre todo en células alveolares tipo 1y 2, epitelio, endotelio y macréfagos® . La union
con el receptor fomenta la proteolisis de S1 por parte de la Proteasa transmembrana de



serina 2 (TMPRSS2) y posteriormente por Catepsina B y Catepsina L, lo que a su vez
causa un cambio conformacional en el extremo C’-terminal de la subunidad S2 que
desemboca en la fusion de membranas y entrada del virus en la célula diana. La
disponibilidad de cada receptor, por tanto, podria ser un factor de susceptibilidad de cada
persona. La entrada en la célula causa la activacién de la respuesta inmunitaria innata,
con activacion de complemento y piroptosis que ocasiona dafio en los tejidos diana,
exponiendo el subendotelio y siendo la causa de un aumento de fendmenos tromboticos.
La regulacién a la baja de ECA-2 se traduce en un aumento de angiotensina Il, que al
estimular el receptor 1A de angiotensina tipo Il (AGTR1A) a nivel pulmonar puede
aumentar la permeabilidad de los capilares pulmonares y generar edemas pulmonares®®.
Por otro lado, se ha descubierto que el sitio de escision por furina localizado entre S1'y
S2 es estructuralmente muy similar a la subunidad alfa del canal epitelial de sodio
humano, por lo que podria competir con éste, disminuyendo la activacion proteolitica del
canal y su funcion y fomentando la formacién de edema pulmonar agudo al disminuir el
aclaramiento de liquido alveolar'?*®. Todo ello se suma a la propia accion inflamatoria

del SARS-CoV-2 para provocar la clinica grave de neumonia bilateral.

SARS-CoV-2 comparte su diana celular, ECA-2, con el SARS-CoV-1y NL63, lo cual
sugiere una cierta similitud en la estructura de su proteina de union al receptor S8°. Los
coronavirus han demostrado tener una gran homologia para la mayoria de sus proteinas

estructurales, excepto la proteina S, mas especifica de especie®®°.

Ante estas similitudes, se ha propuesto que uno de los factores que influyen en la gravedad
de la infeccion podria ser el reconocimiento de antigenos de SARS-CoV-2 por parte de
anticuerpos dirigidos contra antigenos de otros coronavirus; esto es, la existencia de
reactividad humoral cruzada. La alta incidencia de infecciones catarrales por coronavirus
no epidémicos generaria unos titulos de anticuerpos lo suficientemente altos y/o de
duracién prolongada en el tiempo como para reaccionar contra SARS-CoV-2, lo cual
también podria ser un factor en la heterogeneidad de la expresion clinica, ya que la
infancia es la etapa en la que se ha observado mayor incidencia de infecciones catarrales
por coronavirus endémicos, y en ellos es mas frecuente que la infeccion sea asintomatica
o leve!®. Se desconoce, no obstante, si esta inmunidad cruzada seria capaz de neutralizar

el SARS-CoV-2, y por tanto fuera protectora; o si fuera capaz de reducir la gravedad.



Ademas de la inmunidad cruzada, se han estudiado otros posibles factores de riesgo para
desarrollar una clinica mas grave, pudiendo asociarse a una peor evolucion la existencia
de hipertension arterial, enfermedades hepéticas, enfermedad renal crénica, enfermedad

pulmonar obstructiva cronica, cancer y enfermedades neuroldgicas®®.

Se ha comprobado también que la respuesta inmune tiene algunas diferencias entre los
casos leves y graves, tanto en intensidad como en el patrén de citoquinas expresadas
durante el curso de la infeccion. En un estudio’ realizado para describir los patrones
inmunoldgicos de la COVID-19 segun su gravedad, se cuantificaron los niveles de
citoquinas plasmaéticas obteniendo que inicialmente hay expresion de citoquinas de
respuesta inmunitaria tipo 1 y tipo 3 en ambos grupos. En los casos con clinica mas leve,
los niveles de citoquinas disminuirian con el tiempo, mientras que en los casos mas graves
no solo se mantendrian, sino que también se expresarian citoquinas de respuesta
inmunitaria tipo 2 (antihelmintica, con aumento en suero de IL-5, IL-13, IgE y
eosindfilos). Las diferencias descritas orientan a que el patron e intensidad de la respuesta
inmune puede estar relacionado con los mecanismos que aumentan la gravedad de la
COVID-19. En la respuesta inflamatoria de casos severos, por ejemplo, aumentan los

niveles de trombopoyetina, pudiendo asociarse a un mayor riesgo de coagulopatias.
Objetivos

La similitud entre los coronavirus que causan clinica en seres humanos y los antecedentes
de inmunidad cruzada entre coronavirus no epidémicos sugiere que podria existir una
reactividad inmunoldgica cruzada de anticuerpos contra antigenos de coronavirus

endémicos contra SARS-CoV-2, y viceversa.

De igual manera, es preciso estudiar en mas profundidad la diferente respuesta inmune
que tiene lugar en los casos leves y mas graves, para conocer su relacién con una mayor
mortalidad. Niveles altos de anticuerpos en casos mas graves podrian deberse a que la
inmunidad humoral influye aumentando la gravedad. Sin embargo, niveles de anticuerpos
menores que en casos leves sugeririan que podria ser un fallo en la generacion de
inmunidad humoral cuantitativa la que permitiera que el SARS-CoV-2 ejerciera su accion
patoldgica sin control. La respuesta inmunolégica previamente formada, en caso de
existir, podria incluso dificultar el establecimiento de una nueva respuesta inmune, mas
especifica, debido a la similitud la estructura entre los distintos coronavirus, un fenémeno

conocido como efecto Hoskins.



El objetivo de este estudio es evaluar la existencia de inmunidad humoral cruzada entre
coronavirus endémicos y SARS-CoV-2, y si dicha respuesta pudiera ser protectora o se
relacionase positiva 0 negativamente con la gravedad. Del mismo modo, también se
evaluara cuantitativamente la respuesta inmune humoral en pacientes con clinica severa

y con clinica més leve, para estimar su papel en la fisiopatologia de la COVID-19.



MATERIAL Y METODOS
Disefio
Estudio de casos y controles entre personal laboral, sanitario y no sanitario, del Hospital

Universitario Ramon y Cajal.

Los participantes en el estudio se seleccionaron a partir del listado del Servicio de
Prevencién de Riesgos Laborales y los listados del Servicio de Microbiologia, donde
constan identificados todos los trabajadores del centro hospitalario y los resultados de sus

pruebas seroldgicas y PCR contra SARS-CoV-2 realizadas.

Se definieron como casos (grupo 1) los participantes que habian tenido infeccion por
SARS-CoV-2 confirmada mediante PCR de exudado nasofaringeo. EI grupo control
(grupo 0) lo integraban los participantes que no habian padecido infeccion por SARS-
CoV-2 en base a tres criterios: ausencia de sintomas compatibles con COVID-19 desde
el comienzo de la pandemia, no haber tenido nunca una PCR positiva para SARS-CoV-2
y ausencia de anticuerpos IgG e IgM especificos contra SARS-CoV-2 en muestra
reciente. Para confirmacion de este Gltimo criterio todos los participantes del grupo

control tuvieron un estudio seroldgico realizado en su inclusion en el estudio.

Cada caso se apare6 con 2 controles segun la edad (£5 afios), sexo y grado estimado de
exposicion al SARS-CoV-2 seguin puesto de trabajo. Cada puesto de trabajo se estratifico
segun el riesgo en 3 niveles: alto riesgo (médicos internos residentes, facultativos
especialistas, jefes de servicio y de seccién, médicos de urgencia, fisioterapeutas,
celadores y enfermeros), riesgo intermedio (trabajadores sociales, técnicos de
radiodiagnostico, optometristas, bidlogos internos residentes, auxiliares administrativos
y peluqueros) y bajo riesgo (técnicos de anatomia patoldgica y de diagndstico clinico,

cocineros, fontaneros, mecanicos y pinches de cocina).

Los participantes fueron contactados a lo largo del mes de agosto de 2020 para la
extraccion de una muestra de sangre venosa y la realizacién de una encuesta en la cual se
valoraba la edad, sexo y puesto laboral, los antecedentes de clinica compatible con
COVID-19 desde el comienzo de la pandemia y su gravedad, y los antecedentes de

realizacion de estudios seroldgicos o PCR previas para el diagnostico de COVID-19.



Se considero enfermedad leve aquella que no habia requerido ingreso hospitalario,
moderada la que habia precisado hospitalizacion sin ingreso en UCI y grave la que habia
precisado ingreso en UCI o habia ocasionado la muerte del paciente. Los participantes en
el grupo de casos fueron todos de gravedad leve o moderada. Para poder evaluar los
objetivos relacionados con la gravedad, se afiadio un tercer grupo de casos con
enfermedad grave. Para ellos se seleccionaron de modo aleatorio pacientes que habian
fallecido en el hospital a causa de COVID-19 de los que se guardaba una muestra de suero
congelada. Estos participantes no se aparearon con un grupo control.

Estudios de laboratorio

Los estudios de laboratorio se realizaron con simple ciego como técnica de
enmascaramiento. El personal de laboratorio desconocia si las muestras procedian de
casos, controles o de los casos con enfermedad grave. La metodologia empleada para
cada prueba fue la siguiente:

ELISA IgG frente a HCoV. En cada muestra de suero, se cuantificaron los titulos de
anticuerpos 1gG frente a la proteina de nucleocapside N (Creative diagnostics, New York,
USA) de los coronavirus humanos NL63, HKU1, 229E y OC43 mediante ELISA
indirecto, empleando anticuerpos anti-IgG humana, midiendo la absorbancia a 450 nmy
corrigiendo el blanco de reactivo.

Determinacion de 1gG anti-SARS-CoV-2. Se utilizé el ensayo Abbott Alinity SARS-CoV-
2 (Abbot, Illinois, EE. UU.) para la deteccion cuantitativa de anticuerpos 1gG especificos
frente a la proteina S del SARS-CoV-2 en todas las muestras de suero, siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Deteccion molecular de SARS-CoV-2. Para la deteccion cualitativa de los genes N, Sy
ORF1lab del SARS - CoV-2, se realiz6 una PCR multiplex en tiempo real en muestras
nasofaringeas utilizando el kit combinado TagPath COVID-19 (Thermofisher,

Massachusetts, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Anélisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los resultados, se ha empleado el programa estadistico IBM
SPSS Statistics 26.0, considerando un nivel de significancia estadistica a un valor de p
menor a 0,05 (p<0,05). Los datos se han sometido a las pruebas de Kolmogorov-Smirnov

0 Saphiro-Wilk seglin tamafio muestral para valorar normalidad, tras lo cual se emplearon
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pruebas no paramétricas para el contraste de hipdtesis (U de Mann-Whitney, Kruskal-
Wallis) y el analisis de la correlacion entre las variables (Coeficiente de Correlacion de

Spearman).
Aspectos Eticos

Los datos necesarios para el desarrollo del estudio y el andlisis estadistico fueron
proporcionados de manera codificada, sin manejar en ningin momento datos de caracter
personal, por el Servicio de Enfermedades Infecciosas del Hospital Ramon y Cajal, a
partir de un estudio aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del mismo
hospital. Todos los participantes vivos dieron su consentimiento informado para

participar en el estudio.
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RESULTADOS

Se reclutaron un total de 221 participantes: 92 casos que habian tenido COVID-19 leve a
finales de abril o principios de mayo y que no habian requerido ingreso, 84 controles, y
45 pacientes que habian sufrido exitus durante el ingreso por COVID-19. Las

caracteristicas de casos y controles se muestran en la tabla 1.

Grupo 0 Grupo 1
(n=92) (n=84)
Mujeres 86,42% 90,11%
(%)
Hombres 13,58% 9,89%
(%)
Media Edad
42,75 afos 40,9 afios
(afios)
9 0
Profesion de alto riesgo 86,42% 87,91%
(%)
0 0
Profesion de riesgo intermedio 8,64% 4,93%
(%)
9 0
Profesion de riesgo bajo 4,39% 7,69%
(%)

TABLA 1. Proporcion de participantes de los grupos 0 v 1 segiin sexo v riesgo profesional. Edad media
de los participantes de grupo 0 v 1.
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Anticuerpos frente a la proteina N de HCoV y la proteina S de SARS-CoV-2.

De cada grupo se midieron los titulos de anticuerpos 1gG contra proteina N de coronavirus
endémicos (HCoV NL63, HKU1, 229E y OC43) (Tabla 2 y Figura 1) y frente a la proteina

S de SARS-CoV-2 en todos los participantes (Tabla 2 y Figura 2).

Grupo 0 Grupo 1 Grupo 2 U de Mann- Kruskal-
.. . L. Whitney Wallis
Participantes | Participantes Participantes
gue no gue pasaron gue sufrieron | GrupoOy1
tuvieron COVID-19 leve exitus por
COVID-19 COVID-19 P P
(n=92)
(n=84) (N= 45)
1gG NL63 0,136 (0,09- 0,149 (0,079- 2,739 (1,673- p = 0,622 p <0,01*
0,238) 0,388) 3,628)
(AU/ml)
1gG HKU1 | 0,143 (0,001- | 0,248 (0-0,844) | 0,018 (0-0,520) | p=0,395 p=0,229
0,556)
(AU/ml)
1gG 229E | 0,298 (0,080- | 0,344 (0,134- 0,465 (0,189- p=0,110 p= 0,059
0,553) 0,707) 1,161)
(AU/ml)
1IgG OC43 | 0,389 (0,221- | 0,630 (0,207- 0,431 (0,238- p=0,177 p= 0,389
0,838) 1,263) 1,066)
(AU/ml)
19G SARS- 0 (0,000- 470,95 (211- 1256,300 p <0,01* p <0,01*
CoV-2 1,400) 1027) (31,000-
(AU/ml) 13776,200)

TABLA 2. Mediana v rango intercuartilico (en paréntesis) de los titulos de anticuerpos IgG contra
proteina N de NL63, HKU1, 229E v OC43, v contra proteina S de SARS-CoV-2 en cada grupo,

expresados en AU/ml. A la derecha, p valor para las comparaciones de las medianas, empleando T de Mann-

Whitney entre grupo 0 v 1, v Kruskal-Wallis entre los tres grupos. Se destacan con asterisco las diferencias
estadisticamente significativas

En todos los grupos se observd seropositividad contra proteina N de coronavirus

endémicos, de entre los cuales para el que mayores titulos de anticuerpos reactivos habia

en el grupo control y en los pacientes que habian tenido COVID-19 leve fue para OC43,

13



seguido por 229E. En los pacientes que tuvieron COVID-19 grave, el coronavirus
endémico para el que mas reactividad hubo fue NL63.
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Figura 1. Titulos de IgG contra proteina N de los coronavirus endémicos en cada uno de los
tres grupos, expresado en AU/ml. Grupo 0 corresponde al grupo control, grupo 1 a los casos
leves, v grupo 2 a los casos que sufrieron exitus. A. IgG contra NL63. B. IgG contra HKUL1. C.
IgG contra 229E. D. IgG contra OC43.

En cuanto a los titulos de anticuerpos frente a SARS-CoV-2 hubo diferencias importantes

entre los tres grupos.
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Figura 2. Titulos de IgG contra proteina S de SARS-CoV-2 en cada grupo,
expresados en AU/ml. Grupo 0 corresponde al grupo control, grupo 1 a los
casos leves y grupo 2 a los casos que sufrieron exitus.

Anticuerpos frente a HCoV y susceptibilidad a la infeccion por SARS-CoV-2

Con el objetivo de evaluar si haber pasado una infeccion por coronavirus endémicos
protegia frente a la infeccion por SARS-CoV-2, se compararon los niveles de anticuerpos
frente la proteina N de los HCoV en los casos y controles, con riesgo semejante de

exposicion (Tabla 2).

Los resultados no mostraron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
IgG contra coronavirus endémicos entre el grupo control y los pacientes que tuvieron
COVID-19 leve.

Adicionalmente, se encontraron niveles positivos de anticuerpos reactivos contra proteina
S de SARS-CoV-2 en suero de 35,7% de los participantes que no habian tenido COVID-
19, teniendo 28,5% de ellos niveles iguales o superiores a 1 AU/ml. En contraste, todos

los participantes que tuvieron COVID-19 leve tuvieron titulos mayores de 1 AU/m.
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Anticuerpos frente a HCoV y gravedad de COVID-19

Para determinar si los niveles de anticuerpos frentes a HCoV limitaban la progresion de
la COVID-19, se compararon los titulos en los pacientes con enfermedad leve o grave
(Tabla 2). Los pacientes que tuvieron COVID-19 grave tuvieron niveles de anticuerpos
reactivos contra NL63 significativamente mayores que los otros grupos, no habiendo
diferencias respecto a los titulos de anticuerpos reactivos frente a HKU1, 229E y OC43.
Se observd un gradiente en los niveles de anticuerpos frente a HCoV 229E, proximo a la

significacion estadistica (p=0,059).
Anticuerpos frente a la proteina S de SARS-CoV-2 y gravedad de COVID-19

De manera llamativa, los pacientes que fallecieron como consecuencia de la COVID-19
tuvieron niveles significativamente mas elevados de anticuerpos frente a SARS-CoV-2

que los pacientes con enfermedad leve.
Correlacion entre los niveles de anticuerpos frente a coronavirus.

Posteriormente, y para evaluar si pudiera existir alguna correlacién entre el aumento de
anticuerpos frente a las diferentes especies de coronavirus, se empled la Rho de Spearman

para analizarlo de manera conjunta en todos los participantes de los tres grupos (Tabla 3).

NL63 | HKU1 | 229E | OC43 | SARS-CoV-2
Coeficiente de correlacion 1 -0,26 0,185* 0,24 0,218*
NL63

p - 0,700 0,006 0,726 0,001

Coeficiente de correlacion 1 0,23 0,238* 0,109

HIKOL p - 0,730 | <0,001 0,107

Coeficiente de correlacion 1 0,101 0,117

229E p - 0,135 0,083

Coeficiente de correlacion 1 0,97

0OC43 p - 0,152
SARS- Coeficiente de correlacion 1
CoV-2 p -

TABLA 3. Coeficiente de correlacion de Spearman para los titulos de IgG contra proteina N de cada
coronavirus endémico v contra proteina S de SARS-CoV-2 en todos los participantes, v significancia
estadistica (p). Se destacan con asterisco las relaciones estadisticamente significativas.

16



Los resultados mostraron una correlacion positiva débil entre los Alphacoronavirus
(NL63y 229E) y entre los Betacoronavirus endémicos (HKU1 y OC43). Adicionalmente,
se hall6 una correlacién positiva débil entre anticuerpos reactivos a SARS-CoV-2 y los

reactivos a NL63.
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DISCUSION
Respuesta inmunoldgica en pacientes sin contacto con SARS-CoV-2

El hallazgo de la presencia de anticuerpos con reactividad a coronavirus endémicos en
grupo control es coherente con los estudios realizados hasta la fecha #1920 [as
infecciones por coronavirus endémicos tienen una alta incidencia, especialmente en la
poblacion infantil donde los agentes etioldgicos mas frecuentes son OC43 y NL632422,
Se ha estimado que la reinfeccibn por un mismo microorganismo sucede
aproximadamente cada 12 meses?, lo cual sugiere que seria probable encontrar niveles
elevados de anticuerpos reactivos contra éstos en la poblacion al tomar una muestra en
cualquier momento determinado (especialmente durante invierno por su estacionalidad).
La respuesta inmune humoral detectada en esos casos seria entonces insuficiente para
proteger de las reinfecciones de por vida, ya sea porque disminuye con el tiempo o porque

no tiene capacidad neutralizante.

Por otro lado, aunque la respuesta ha sido baja, 28,5% de los pacientes que no habian
tenido COVID-19 presentaron valores superiores a 1 AU/ml de IgG reactiva contra
proteina S de SARS-CoV-2, lo cual sugiere la existencia de reactividad cruzada humoral,
que podria deberse a la homologia que existe en ciertas regiones de esta proteina entre los
distintos coronavirus®®, siendo mayor en la subunidad S2 y menor en la subunidad S1y
RBD. Esto concuerda con los hallazgos encontrados en la mayoria de los estudios®1920:24,
en los que se ha encontrado reactividad contra proteina S, subunidad S2 y proteina N de
SARS-CoV-2 en suero de pacientes que no habian tenido contacto con el virus, aunque
no tenian capacidad neutralizante/protectora. En esos estudios®®, no se describieron
diferencias en los titulos de anticuerpos con reactividad cruzada segun edad, lo cual
sugiere que un mayor nimero de resfriados en la infancia no seria un factor protector, al
no tener tampoco capacidad neutralizante®®. Sin embargo, en otros estudios si se han
encontrado superiores niveles de anticuerpos en pacientes mayores de 65 afios mayores
que en menores de 25 afios?, por lo que la mayor severidad de su clinica podria ser debida
a una respuesta inmunoldgica mayor, pero insuficiente para combatir una mayor carga

viral.

Ademas de reactividad cruzada humoral también se ha descrito, en suero de personas que
no han tenido contacto con SARS-CoV-2, la existencia de respuesta celular de linfocitos

T CD4+ contra antigenos de SARS-CoV-226-35, La mayoria de los epitopos reconocidos
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por esos linfocitos T CD4+ se han encontrado dentro de la proteina S, sobre todo contra
aquellos localizados en su extremo C terminal (donde se ubica S2, que comparte mas
homologia con coronavirus endémicos que el extremo N terminal donde se ubica la
subunidad S1)%, llegando a identificarse reactividad contra RBD en un 11% de ellos?®.
Al estudiar el fenotipo de esos linfocitos T CD4+, encontramos que son mayoritariamente
linfocitos T memoria efectores (CD45RA -, CCR7 -) y memoria central (CD4RA —y
CCR7+)%, lo cual apoya que se trate de inmunidad cruzada originada inicialmente contra

algn coronavirus endémico.

En algunos casos, se ha descrito la formacion de una respuesta de linfocitos T contra
proteinas S1, S2, M y N de SARS-CoV-2 sin seroconversion®. Este fenémeno se ha
descrito previamente tras exposiciones ocupacionales e infeccion subclinica por virus de
la hepatitis C*, y podria deberse en esos casos a una baja carga viral que no estimule una

formacion suficiente de anticuerpos para ser detectada, pero si la respuesta celular.
Respuesta inmunolodgica en pacientes con COVID-19 leve

La ausencia de diferencias en los titulos de 1gG contra coronavirus endémicos entre los
pacientes que habian pasado COVID-19 leve frente a los que no lo habian pasado sugiere
que estos anticuerpos dirigidos contra la proteina S no serian protectores, ya que de ser
asi esperariamos encontrar valores superiores en los participantes que no han tenido
infeccion. Del mismo modo, aunque no fueran protectores, esperariamos encontrar
niveles mayores de 1gG contra coronavirus endémicos en el grupo de pacientes que han
tenido COVID-19 si los anticuerpos neoformados contra SARS-CoV-2 tuvieran
reactividad cruzada contra ellos. Sin embargo, esto no ha sido asi, lo cual podria
explicarse por un lado porque los niveles de IgG reactivos contra coronavirus endémicos
sean los que se encuentran habitualmente en la poblacion y no hubiera reactividad
cruzada, o porque hubiera reactividad cruzada leve que no fuera capaz de dar diferencias

significativas.

Otra posible explicacion seria que los titulos de 1gG frente a SARS-CoV-2 hubieran
descendido durante los 4 meses desde el inicio de la infeccion hasta la toma de las
muestras. Si ese fuera el caso, los titulos de anticuerpos contra SARS-CoV-2 serian
mayores a los objetivados en el estudio, y explicaria también por qué en los pacientes con
COVID-19 grave los niveles de anticuerpos son mayores, al haberse tomado estas

muestras durante el curso de la infeccion.
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Al estudiarse la duracion de la respuesta inmunoldgica formada tras la infeccion por
SARS-CoV-2, se ha estimado que los titulos IgG contra su proteina S podrian mantenerse
estables durante mas de 6 meses, con un porcentaje de seropositivos en ese momento del
90% Yy una semivida de 140 dias aproximadamente®’8%  Ademas, en estudios
comparando la respuesta inmunitaria entre casos leves y graves de COVID-19, se ha
objetivado una respuesta inmunitaria de menor intensidad en los casos leves que en los
casos mas severos. Por todo ello, no podriamos afirmar que la disminucion en los titulos
de anticuerpos con el tiempo pudiera explicar las diferencias encontradas entre los grupos,
ya que podrian deberse simplemente a una menor respuesta inmunitaria en general en
casos leves. En contraste, los anticuerpos IgG dirigidos contra su proteina N podrian
detectarse tan tardiamente como a los 106 dias, con una semivida de aproximadamente
68 dias®’, aunque otros estudios®® determinaron que los titulos se podrian mantener hasta

decaer tras alrededor de 6 meses.

Empleando citometria de flujo, se ha estudiado la respuesta inmune de células B memoria
contra S 0 RBD, encontrandose que sus niveles aumentan desde el primer mes tras la
infeccion hasta el sexto mes®"8, Durante ese tiempo, podria suceder una maduracion en
la afinidad contra los antigenos virales a través de hipermutacion somatica, lo cual
mejoraria la potencia de la accion humoral y la resistencia frente a mutaciones de RBD®,
Como la duracion de la 1gG es aproximadamente de 21 dias®, esta respuesta inmunitaria
de memoria mantendria la formacion de anticuerpos al menos durante el periodo de
tiempo estudiado, revelando una evolucion de la respuesta humoral tras el final de la

infeccioén.

Laproteina S, y especialmente el dominio RBD son altamente especificas de SARS-CoV-
259y anticuerpos dirigidos contra epitopos de estas regiones encontrados en suero de
pacientes convalecientes de COVID-19 han demostrado tener capacidad neutralizante*.
De igual manera, se ha evidenciado proteccion cruzada contra SARS-CoV-2 en suero de
pacientes que habian tenido infeccion por SARS-CoV-1%4! o que podria ser explicado
por la alta homologia en su proteina S y RBD entre ambos virus, que hace que compartan
la misma diana celular, ECA-28°. A pesar de su gran homologia, el RBD de SARS-CoV-
2 se diferencia en varios aminoacidos del RBD de SARS-CoV-1, de manera que la
terapéutica desarrollada contra SARS-CoV-1 no funciona de manera eficiente contra el
nuevo coronavirus® y seria necesario desarrollar nuevas terapias. La alta especificidad de

la respuesta formada contra proteina S y RBD y su capacidad neutralizante hacen que
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esos componentes virales sean actualmente la diana terapéutica mas prometedora,
empleada en las vacunas comercializadas y en la formacion de cocktails terapéuticos
formados por anticuerpos policlonales con especificidad contra RBD***4. El empleo de
distintos anticuerpos dirigidos contra esos antigenos dificulta el escape viral a la respuesta

inmunoldgica por mutaciones en sus epitopos.

Es mayoritariamente contra epitopos de la proteina S contra los que en otros estudios se
ha detectado, en pacientes que han pasado COVID-19, el desarrollo de una respuesta
especifica de linfocitos T CD4+y CD8+26-3145 Al comparar esta respuesta con la de suero
de pacientes no expuestos, se observo que las respuestas CD4+ contra antigenos
especificos de SARS-CoV-2 eran mayores entre los que habian pasado COVID-19, por
lo cual se estimd que era poco probable un efecto Hoskins debido a la inmunidad
preformada contra coronavirus endémicos?®. La respuesta de linfocitos T podria iniciarse
de manera temprana en la infeccion, e incrementarse con el tiempo®!, de manera que se
ha estimado que la respuesta inicial CD4+ y CD8+ especifica contra SARS-CoV-2 podria
detectarse hasta 3-5 meses tras la infeccion, momento a partir del cual podria declinar®’.

Estos estudios muestran que la respuesta inmunitaria formada contra SARS-CoV-2 no es
solamente humoral y centra su accion protectora mayoritariamente sobre la proteina S,
altamente especifica de SARS-CoV-2, por lo que la reactividad cruzada formada sobre
proteina S de los coronavirus endémicos no tendria la misma capacidad neutralizante a
nivel humoral o celular. Ademas, anticuerpos neutralizantes contra SARS-CoV-2 se han
mostrado suficientes para ofrecer proteccion ante el virus en modelos animales*®, por lo
que la respuesta humoral podria ser protectora independientemente de la celular. Esto es
especialmente importante si se tiene en cuenta que uno de los mecanismos patogénicos
descritos en la COVID-19 es el establecimiento de linfopenia®’ . Una posible explicacion
de ese fenémeno es que al presentar ECA-2 en su membrana, SARS-CoV-2 podria
infectar a linfocitos y macrofagos, afectando y causando atrofia en 6rganos linfaticos*®.

Diferencias en la respuesta inmunoldgica segun gravedad de COVID-19

La cuantitativamente mayor respuesta humoral frente a SARS-CoV-2 en el grupo de
pacientes con COVID-19 grave contrasta con el concepto de inmunidad protectora que
se les habia atribuido a los anticuerpos formados contra SARS-CoV-2. Es posible por
tanto que en pacientes con COVID-19 leve se desarrolle de manera paralela otro tipo de

respuesta inmune, por ejemplo, celular, que fuera protectora. De igual manera, puede que
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los hallazgos encontrados se deban solamente a que en pacientes graves la muestra de
suero se obtuvo durante el curso de la infeccion cuando la respuesta inmune se acababa
de formar, al contrario que en los pacientes con COVID-19 leve que fueron reclutados 4
meses después de la infeccion. Otra posible explicaciéon seria el distinto patron de
respuesta inmune que tiene lugar en los casos mas severos, en el que mayor expresion de
citoguinas e inflamacion no solo no se asocia a proteccion, sino que se relaciona con la
propia fisiopatologia de la infeccidn. Por ultimo, al no estar estos pacientes emparejados
con el resto de los grupos, no es posible atribuir las diferencias en los valores de
anticuerpos a la severidad, siendo necesario valorar factores como la edad u otras

comorbilidades como causantes de ello.

Otros estudios que han investigado las diferencias en la respuesta inmune entre casos
leves y graves han encontrado que niveles altos de IgG contra proteina N tenian mas
riesgo de complicaciones e ingreso en UCI, ya que podrian, al no tener capacidad
neutralizante pero si de reconocimiento y unién, facilitar al virus la entrada en las células
inmunes en un proceso conocido como amplificacion de la infeccion dependiente de
anticuerpos, que ha sido descrito previamente en el virus del dengue®. Es posible que un
alto nimero de anticuerpos dirigidos contra la proteina S, pero que no fueran
neutralizantes, pudiera ocasionar el mismo fenémeno. Ademas de ello, es posible que el
establecimiento de una respuesta inmune celular y humoral especifica pero no coordinada
contra SARS-CoV-2 no sea capaz de establecer una proteccion efectiva®, causando dafio
adicional al estimularse excesivamente la accion inflamatoria. Se ha descrito que la
respuesta T a la infeccion puede tardar entre 7-10 dias en formarse y expandirse, que es
el mismo tiempo que los pacientes tardan en recuperarse de la infeccién o tener
complicaciones, lo que sugeriria un papel activo de la respuesta inmunoldgica en la

modulacién de la severidad.

La elevacion temprana de citoquinas al comienzo de la infeccion se ha asociado también
a mayor gravedad. Como comentamos previamente, en pacientes con clinica moderada
se ha descrito!” un aumento de citoquinas con patrén inmunoldgico tipo 1 (linfocitos Thi,
CDB8+, NK) y tipo 3 (linfocitos Th17, IL-17, 1L22), que posteriormente se ha reducido
progresivamente a medida que evolucionaba el cuadro. En contraste, los pacientes con
clinica severa mantuvieron esas respuestas y ademas presentaron un incremento de
citoguinas con patron inmunolégico tipo 2 (IL-4, IL-5, IL-13, aumento de IgE y accién

de mastocitos, eosinofilos y basofilos). En ese mismo estudio también se describié que
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un aumento de IFN-a, IFN-y, IL-1RA y citoquinas asociadas con el reclutamiento de
monocitos y células T como CCL1, CCL2, M-CSF, IL-2, IL-16 y CCL12 durante los 12

primeros dias del inicio de la infeccion se asocié con mayor severidad y mortalidad.

Estos hallazgos muestran que la presencia de una actividad inmunitaria cuantitativamente
superior no se asociaria necesariamente a proteccién o menor severidad de la infeccion
por SARS-CoV-2, lo que sugiere que una respuesta inmunoldgica descoordinada y
desadaptada tendria un papel fundamental en la fisiopatologia de la enfermedad, y seria

una explicacién plausible a las diferencias descritas.
Correlacion entre 1gG contra proteina S de SARS-CoV-2 y proteina N de NL63

Al examinar la relacion que tienen los titulos de anticuerpos contra cada coronavirus en
cada paciente, encontramos que existe una correlacion positiva, aunque débil, entre los
anticuerpos reactivos a Betacoronavirus endémicos (HKU1l y NL63) y entre los
Alphacoronavirus (OC43 y 229E). Estos hallazgos podrian explicarse por la gran
homologia de su estructura proteica, que favorece que anticuerpos formados contra uno
de ellos reaccionen al encontrarse con un coronavirus del mismo género. Sin embargo, la
Unica correlacion que se ha encontrado con SARS-CoV-2 ha sido con el
Alphacoronavirus NL63, lo cual contrasta con los resultados de otros estudios® que han
encontrado una correlacion en los titulos de 1gG reactiva a proteina S de SARS-CoV-2

con el Betacoronavirus OC43.

Una posible explicacion para esta diferencia seria que, ya que tanto SARS-CoV-2 como
NL63 reconocen ECA-2 como su diana celular, podria haber cierta similitud en su
proteina S que favoreciese un reconocimiento de NL63 por anticuerpos contra SARS-
CoV-2. El mismo fendmeno, como se ha descrito anteriormente, ha sucedido entre SARS-
CoV-2 y SARS-CoV-1, que también comparten su diana'®*'. También podria ser posible
una infeccién reciente o coinfeccion por NL63 en el momento de tomar la muestra, ya
que, dentro de todos los coronavirus endémicos, es uno de los que mas incidencia tienen.
Esta correlacién ha sido mas frecuente entre los pacientes que tuvieron COVID-19 grave,
por lo es posible que este fendmeno solo suceda cuando la respuesta inmunitaria estd mas

desarrollada.
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Este hallazgo, el hecho de que empleen la misma diana celular a pesar de las diferencias
en la conformacion de sus proteinas, y otras similitudes entre SARS-CoV-2 y NL63
deberan ser tenidas en cuenta y valoradas en futuros estudios sobre reactividad cruzada

humoral entre los distintos coronavirus.

CONCLUSIONES

Los resultados muestran que existe inmunidad cruzada contra SARS-CoV-2 por parte de
anticuerpos formados por infeccion por coronavirus endémicos, cuyos niveles se
encuentran habitualmente elevados por la alta incidencia de las infecciones por estos
virus. Sin embargo, no parece ser una respuesta protectora ni asociarse a menor gravedad
clinica, quizés por evaluar la reactividad a la proteina S, y no especificamente a RBD,
donde se ha demostrado mas capacidad neutralizante en pacientes convalecientes de
COVID-19. Las diferencias en la respuesta inmunoldgica humoral especifica contra
SARS-CoV-2 formada en el curso de la infeccion, con mayores niveles de anticuerpos en
los casos més graves, puede ser un factor en si que se asocie a peor evolucidn clinica en
esos casos. La diferencia de intensidad y patrén inmunoldgico observada en otros estudios
en el caso de infecciones graves sugiere que una respuesta inmunoldgica desadaptada

pudiera tomar parte en la fisiopatologia de la infeccion, agravandola.

En futuros estudios, seria necesario evaluar el comportamiento de la reactividad humoral
cruzada de manera mas especifica contra RBD en suero de pacientes que no han tenido
COVID-19, ya que la respuesta inmunoldgica ante estas regiones proteicas si se ha
asociado a proteccion, al menos en suero de pacientes convalecientes. Ademas, otros
estudios para caracterizar mejor la respuesta inmunoldgica que sucede en casos graves y
el mecanismo fisiopatoldgico con el que podria empeorar la clinica podrian esclarecer los

motivos de la heterogeneidad clinica.

Las principales limitaciones de este estudio fueron que, al tratarse de un estudio
longitudinal, no se pudo evaluar la evolucion de la respuesta humoral, no pudiendo
estudiar la causalidad. EI grupo de casos graves no se apared con el resto de participantes,
por lo que las diferencias no se pueden atribuir a la diferencia de gravedad en la clinica,
al no haber tenido en cuenta posibles factores de confusion.
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INTRODUCCION

La pandemia por COVID-19 constituye una auténtica emergencia
sanitaria y econoOmica mundial. Aun asi, todavia no se comprende
completamente los mecanismos detras de la heterogeneidad en su
severidad clinica.

Se ha propuesto gue la respuesta inmunoldgica contra la infeccion, en
concreto la existencia de inmunidad cruzada humoral por anticuerpos
formados previamente contra coronavirus endéemicos causantes de
catarros podria ser un factor importante a la hora de explicar estas
diferencias.

El objetivo de este estudio es evaluar la existencia de esa inmunidad
cruzada, y conocer si dicha respuesta pudiera ser protectora, o si se
relacionase positiva o negativamente con la gravedad.

De igual manera, también se evaluara cuantitativamente la respuesta
inmune humoral en pacientes con clinica severa y clinica mas leve,
para estimar su papel en la fisiopatologia de la COVID-19.

MATERIAL Y METODOS

Se seleccionaron 221 trabajadores sanitarios y no sanitarios del
Hospital Ramén y Cajal, y se dividieron en tres grupos:

* Grupo O/control (n=85): nunca tuvieron COVID-19.
* Grupo 1 (n=92): tuvieron COVID-19 leve.
* Grupo 2 (n=45): sufrieron exitus por COVID-19.

En cada participante de midido con ELISA indirecto los titulos de IgG
reactivos contra proteina N de nucleocapside de los coronavirus NL63,
HKU1, 229E, OC43, y contra proteina S de SARS-CoV-2.

El analisis estadistico se realizdé con el programa estadistico IBM SPSS
Statistics 26.0. Se valord la normalidad en la distribucion de los datos
con las pruebas de Kolmogorov-Smirnov o Shapiro-Wilk segun tamano
muestral. Para el contraste de hipotesis se empleo la U de Mann-
Whitney, y para analizar la correlacion entre titulos de anticuerpos para
un coronavirus u otro, se empled el Coeficiente de Correlacion de
Spearman.

El nivel de significancia estadistica se consider0 con un valor de
p<0,05.

RESULTADOS

Los titulos de IgG contra proteina N de coronavirus endémicos Yy
proteina S de SARS-CoV-2 se muestran en la figura 1y figura 2.

Al comparar las medianas de IgG en cada grupo, no se encontraron
diferencias entre HKU1, 229E u OC43. El grupo 2 tenia titulos de NL63 y
SARS-CoV-2 significativamente mas altos que el resto de grupos,
mientras que el grupo 1 tenia titulos contra SARS-CoV-2 mas altos que
el grupo control.

35,7% de los participantes del grupo control fueron seropositivos para
SARS-CoV-2, con 28,5% de ellos teniendo titulos >1 AU/ml.

Los resultados mostraron una correlacion positiva débil entre NL63 y
229E (0,185, p=0,006), entre HKU1l y OC43 (0,238, p<0,001), y entre
SARS-CoV-2y NL63 (0,218, p=0,001)
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Figura 1. Titulos de IgG contra proteina N de los coronavirus endémicos en cada uno de los

tres grupos, expresado en AU/ml. Grupo 0 corresponde al grupo control, grupo 1 a los casos

leves y grupo 2 a los casos que sufrieron exitus. A. IgG contra NLG3. B. |IgG contra HKU1. C. IgG
contra 229E. D. 1gG contra OC43.
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Figura 2. Titulos de IgG contra proteina S de SARS-CoV-2 en cada grupo,
expresados en AU/ml. Grupo 0 corresponde al grupo control, grupo 1 a los casos
leves y grupo 2 a los casos que sufrieron exitus.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La existencia de reactividad contra proteina S de SARS-CoV-2 en
pacientes gue no han tenido contacto con el virus, junto con los
niveles elevados de IgG contra coronavirus endémicos, sugiere
reactividad cruzada humoral de los anticuerpos formados durante una
Infeccion catarral estacional contra antigenos de SARS-CoV-2.

La ausencia de diferencias en los titulos de IgG reactivos a proteina N
de coronavirus endémicos entre el grupo control, los casos leves y los
casos graves sugiere que no protegen de la infeccidon ni disminuyen la
gravedad de la enfermedad. De manera llamativa, no obstante, los
casos graves tuvieron titulos mas elevados contra NL63.

Los niveles de anticuerpos mas altos en casos graves gue en casos
leves pueden deberse a un patron de respuesta inmunoldgica mayor,
pero mas descoordinado, en los casos de mayor severidad, que
influiria negativamente en la evolucidon de la infeccion.

En conclusion, el estudio muestra que la infeccion previa por
coronavirus endémicos circulantes no protege de la infeccion por
SARS-CoV-2 ni disminuye la gravedad de la enfermedad, y que niveles
mas altos de anticuerpos contra SARS-CoV-2 no se asocian
necesariamente a una clinica mas leve.




