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Memoria variable

La memoria inmune contra el coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo grave
(SARS-CoV-2) ayuda a determinar la proteccidn contra la reinfeccion, el riesgo de
enfermedad y la eficacia de la vacuna. Utilizando 188 casos humanos en todo el rango
de gravedad de COVID-19, Dan et al. datos transversales analizados que describen Ia
dindmica de las células B de memoria SARS-CoV-2, las células CD8+ Ty las células CD4+ T
durante mas de 6 meses después de la infeccion. Los autores encontraron un alto grado
de heterogeneidad en la magnitud de las respuestas inmunes adaptativas que
persistieron en la fase de memoria inmune al virus. Sin embargo, la memoria inmune
en tres compartimentos inmunolégicos permanecié medible en mas del 90% de los
sujetos durante mas de 5 meses después de la infeccién. A pesar de la heterogeneidad
de las respuestas inmunes, estos resultados muestran que la inmunidad duradera
contra la enfermedad secundaria COVID-19 es una posibilidad para la mayoria de las
personas.

Ciencia,este nimero p. eabf4063

Resumen estructurado

Introduccion

La memoria inmunolégica es la base para una inmunidad protectora duradera después
de infecciones o vacunas. La duracién de la memoria inmunolégica después de la
infeccidn grave por el coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo (SARS-CoV-2) y
covid-19 no esta clara. La memoria inmunoldgica puede consistir en células B de
memoria, anticuerpos, memoria CD4+ células T, y/o memoria CD8+ células T. El
conocimiento de la cinética y las interrelaciones entre esos cuatro tipos de memoria en


https://orcid.org/0000-0002-1672-0657
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-1
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-2
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#fn-1
https://orcid.org/0000-0002-1402-3452
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-1
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#fn-1
https://orcid.org/0000-0003-4743-1775
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-1
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#fn-1
https://orcid.org/0000-0002-3406-1210
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-1
https://orcid.org/0000-0002-3970-3753
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-1
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-1
https://orcid.org/0000-0002-2209-5966
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-1
https://orcid.org/0000-0002-7166-5195
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-1
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-2
https://orcid.org/0000-0002-8371-3713
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-1
https://orcid.org/0000-0002-4722-7304
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-1
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-1
https://orcid.org/0000-0002-2823-2984
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-1
https://orcid.org/0000-0003-3637-1447
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-2
https://orcid.org/0000-0002-8457-6693
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-1
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-3
https://orcid.org/0000-0003-4121-776X
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-4
https://orcid.org/0000-0002-6416-5096
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-4
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-5
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-6
https://orcid.org/0000-0002-1206-7451
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-1
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-2
https://orcid.org/0000-0003-3603-1733
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-2
https://orcid.org/0000-0003-2968-7371
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-1
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#corresp-1
https://orcid.org/0000-0001-7013-2250
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-1
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-2
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#corresp-1
https://orcid.org/0000-0002-6484-6262
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-1
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#aff-2
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#corresp-1
https://science.sciencemag.org/lookup/doi/10.1126/science.abf4063

los seres humanos es limitado. Entender la memoria inmune al SARS-CoV-2 tiene
implicaciones para entender la inmunidad protectora contra el COVID-19 y evaluar el
curso futuro probable de la pandemia COVID-19.

Fundamento

Es probable que sea necesario evaluar la memoria inmune especifica del virus durante
al menos un periodo de 6 meses para determinar la durabilidad de la memoria inmune
al SRAS-CoV-2. Dada la evidencia de que los anticuerpos, las células CD4+ Ty las células
CD8+ T pueden participar en inmunidad protectora al SARS-CoV-2, medimos anticuerpos
especificos de antigenos, células B de memoria, células CD4+ Ty células CD8* T en la
sangre de sujetos que se recuperaron de COVID-19, hasta 8 meses después de la
infeccion.

Resultados

El estudio incluyé 254 muestras de 188 casos de COVID-19, incluyendo 43 muestras a
los 6 a 8 meses después de la infeccion. Cincuenta y un sujetos en el estudio
proporcionaron muestras longitudinales de sangre, lo que permitié analisis
transversales y longitudinales de la memoria inmune especifica del SRAS-CoV-2. Los
anticuerpos contra el pico SARS-CoV-2 y el dominio de unién a receptores (RBD)
disminuyeron moderadamente durante 8 meses, comparables a varios otros informes.
Las células de memoria B contra el aumento del SARS-CoV-2 en realidad aumentaron
entre 1 mes y 8 meses después de la infeccion. Memoria CD8+ células Ty memoria
CDA4+ células T decliné con una vida media inicial de 3 a 5 meses. Este es el estudio mas
grande especifico de antigenos hasta la fecha de los cuatro tipos principales de
memoria inmune para cualquier infeccién viral.

Entre las respuestas de anticuerpos, la inmunoglobulina de pico G (IgG), RBD IgG y los
titers de anticuerpos neutralizantes exhibieron cinética similar. Spike IgA todavia
estaba presente en la gran mayoria de los sujetos a los 6 a 8 meses después de la
infeccion. Entre las respuestas de células B de memoria, IgG era el isotipo dominante,
con una poblacién menor de células B de memoria IgA. Las células B de memoria IgM
parecian ser de corta duracion. Cd8+ células Ty memoria celular CD4+ T se midid para
todas las proteinas SARS-CoV-2. Aunque ~70% de los individuos poseianmemoria celular
CD8* T detectable a 1 mes después de la infeccién, esa proporcion disminuyd a ~50% por
6 a 8 meses después de la infeccidn. Para lamemoria celular CD4+ T, el 93% de los sujetos
tenian memoria SARS-CoV-2 detectable a 1 mes después de la infeccién, y la
proporcién de sujetos positivos paralas células CD4+ T (92%) permanecio alto entre 6y 8
meses después de la infeccién. Tambiénse mantuvieron las células CD4+ T de memoria
especifica de picos SARS-CoV-2 con capacidad especializada para ayudar a las células B
[células T folicular helper (Try)] .

Los diferentes tipos de memoria inmune tenian cinética distinta, lo que resultaba en
interrelaciones complejas entre la abundancia de células T, células B y memoria
inmune de anticuerpos a lo largo del tiempo. Ademas, se observé una heterogeneidad
sustancial en la memoria del SRAS-CoV-2.

Conclusion



Memoria inmune sustancial se genera después de COVID-19, involucrando los cuatro
tipos principales de memoria inmune. Alrededor del 95% de los sujetos retuvieron la
memoria inmune a ~6 meses después de la infeccidn. Los titers de anticuerpos
circulantes no eran predictivos de la memoria celular T. Por lo tanto, las pruebas
seroldgicas simples para anticuerpos SARS-CoV-2 no reflejan la riqueza y durabilidad
de la memoria inmune al SARS-CoV-2. Este trabajo amplia nuestra comprension de la
memoria inmune en los seres humanos. Estos resultados tienen implicaciones para la
inmunidad protectora contra el SARS-CoV-2 y el COVID-19 recurrente.
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La memoria inmunoldgica consiste en anticuerpos, células de memoria B, memoria
CD8- células T, y células CD4+ T de memoria.

Este estudio examind todos los tipos de memoria inmune especifica del virus contra el
SARS-CoV-2 en sujetos covid-19. Memoria inmune robusta se observo en la mayoria de
los individuos.

Abstracto

Entender la memoria inmune al coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo grave
(SARS-CoV-2) es fundamental para mejorar el diagnéstico y las vacunas y para evaluar
el curso futuro probable de la pandemia COVID-19. Analizamos multiples
compartimentos de memoria inmune circulante al SARS-CoV-2 en 254 muestras de 188
casos de COVID-19, incluyendo 43 muestras a 26 meses después de la infeccién. La
inmunoglobulina G (IgG) de la proteina spike fue relativamente estable durante mas de
6 meses. Las células B de memoria especificas de picos eran mas abundantes a los 6
meses que a 1 mes después de la aparicion del sintoma. Las células CD4+ T especificas del
SARS-CoV-2 y las células CD8+ T disminuyeron con una vida media de 3 a 5 meses. Al
estudiar anticuerpos, células B de memoria,células CD4+ Ty memoria celular CD8+ T al
SARS-CoV-2 de una manera integrada, observamos que cada componente de la
memoria inmune SARS-CoV-2 mostraba cinética distinta.
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Correo electrénico

La enfermedad coronavirus 2019 (COVID-19), causada por el nuevo coronavirus 2 del
sindrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV-2), es una enfermedad grave que ha
dado lugar a una morbilidad y mortalidad mundial generalizadas. Los seres humanos
fabrican anticuerpos especificos del SARS-CoV-2, células CD4+ Ty células CD8+ T en
respuesta a la infeccién sars-cov-2 (1—4). Estudios de pacientes con COVID-19 agudos y
convalecientes han observado que las respuestas de las células T estdn asociadas con
la enfermedad reducida(5—7), lo que sugiere que la infecciénprimaria SARS-CoV-2-
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especifica CD4+ Ty las respuestas de células CD8* T puede ser importante para el control y la
resolucién de la infeccién primaria SARS-CoV-2. La inmunidad innata ineficaz se ha
asociado fuertemente con la falta de control de la infeccidn primaria sars-cov-2 y un
alto riesgo de COVID-19 fatal(8-12), acompafiado de inmunopatologia celular innata
(13-18). Los anticuerpos neutralizantes generalmente no se han correlacionado con la
disminucion de la gravedad de la enfermedad covid-19(5, 19, 20),que también se
observé para el sindrome respiratorio de Oriente Medio(MERS), causado por MERS-CoV (21).
En su lugar, los anticuerpos neutralizantes se asocian con inmunidad protectora contra
la infeccidn secundaria con SARS-CoV-2 o SARS-CoV en primates no humanos (3, 22—
25). La transferencia pasiva de anticuerpos neutralizantes antes de la infeccion
(imitando condiciones preexistentes tras la exposicién secundaria) limita eficazmente
la infeccion de las vias respiratorias superiores (URT), la infeccién de las vias
respiratorias inferiores (pulmdn) y la enfermedad sintomatica en modelos animales
(26—-28). La transferencia pasiva de anticuerpos neutralizantes proporcionados
después del inicio de la infeccidn en seres humanos ha tenido efectos mas limitados
sobre el COVID-19 (29, 30), consistente con un papel sustancial para las células T en el control
yaclaramiento de una infeccién en curso sars-cov-2. Por lo tanto, estudiar anticuerpos,
células B de memoria,células CD4+ T, ymemoria celular CD8+ T a SARS-CoV-2 de una
manera integrada es probablemente importante para entender la durabilidad de la
inmunidad protectora contra COVID-19 generada por la infeccién primaria SARS-CoV-2
(1, 19, 31).

Mientras que la esterilizacidon de la inmunidad contra los virus sélo puede lograrse
mediante anticuerpos neutralizantes de alto nivel, la proteccién exitosa contra la
enfermedad clinica o la muerte puede lograrse mediante varios otros escenarios de
memoria inmune. Los posibles mecanismos de proteccién inmunoldgica pueden variar
segln la cinética relativa de las respuestas a la memoria inmune y la infecciéon. Por
ejemplo, la hepatitis clinica después de la infeccion por el virus de la hepatitis B (VHB)
se previene mediante la memoria inmune provocada por la vacuna incluso en ausencia
de anticuerpos circulantes, debido al curso relativamente lento de la enfermedad de
VHB (32, 33). El curso relativamente lento de COVID-19 grave en humanos [mediana
19 dias después del inicio del sintoma (PSO) para casos mortales (34]) sugiere que la
inmunidad protectora contra COVID-19 secundario sintomatico o grave puede implicar
compartimentos de memoria como células T de memoria circulante y células B de
memoria (que pueden tardar varios dias en reactivarse y generar respuestas de células
T de recuperacion y/o respuestas de anticuerpos anamnésticos) (19, 21, 31).

La memoria inmune, ya sea por infeccidén primaria o inmunizacién, es la fuente de
inmunidad protectora de una infeccién posterior (35—37). Asi, el desarrollo de la
vacuna COVID-19 se basa en la memoria inmunoldgica (1, 3). A pesar del estudio
intensivo, la cinética, la duracién y la evolucién de la memoria inmune en los seres
humanos a la infeccién o la inmunizacién no son en general predecibles sobre la base
de la fase efectora inicial, y las respuestas inmunes en los momentos cortos después
de la resolucidn de la infeccidn no son muy predictivas de la memoria a largo plazo
(38—40). Por lo tanto, la evaluacién de las respuestas durante un intervalo de 6 meses
0 mas generalmente es necesaria para determinar la durabilidad de la memoria
inmune.
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Una comprension exhaustiva de la memoria inmune al SARS-CoV-2 requiere la
evaluacion de sus diversos componentes, incluyendo células B, células CD8+ T, ycélulas
CD4+ T, ya que estos diferentes tipos de células pueden tener cinética de memoria
inmune que son relativamente independientes entre si. Comprender las complejidades
de la memoria inmune al SRAS-CoV-2 es clave para obtener informacion sobre la
probabilidad de durabilidad de la inmunidad protectora contra la reinfeccién con sars-
cov-2 y enfermedad secundaria COVID-19. En este estudio, evaluamos la memoria
inmune de las tres ramas de inmunidad adaptativa (células CD4+ T, células CD8* T e
inmunidad humoral) en un estudio predominantemente transversal de 188 casos
recuperados de COVID-19, que se extiende hasta 8 meses después de la infeccién. Las
conclusiones tienen implicaciones para la inmunidad contra el COVID-19 secundario y,
por lo tanto, el posible curso futuro de la pandemia (41, 42).

Cohorte COVID-19

Reclutamos a 188 personas con COVID-19 para este estudio. Los sujetos (80 hombres,
108 mujeres) representaron una gama de casos asintomaticos, leves, moderados y
graves covid-19(Cuadro 1)y fueron reclutados en multiples sitios en los Estados
Unidos. La mayoria de los sujetos eran de California o Nueva York. La mayoria de los
sujetos tenian un caso "leve" de COVID-19, sin necesidad de hospitalizacién. El 93% de
los sujetos nunca fueron hospitalizados por COVID-19; El 7% de los sujetos fueron
hospitalizados, algunos de los cuales requirieron atencién de la Unidad de Cuidados
Intensivos (UCI) (Tablal). Esta distribucién de la gravedad del caso fue consistente con
la distribucion general de la gravedad de la enfermedad sintomatica entre los casos de
COVID-19 en los Estados Unidos. El estudio consistid principalmente en casos de
enfermedad sintomatica (97%, Tabla 1),debido a la naturaleza del disefio de
reclutamiento del estudio. Las edades tematicas oscilaron entre los 19 y los 81 afios
(Tablal). La mayoria de los sujetos proporcionaron una muestra de sangre en un solo
punto de tiempo, entre 6 y 240 dias de PSO (Tablal),con43 muestras a 26 meses de
PSO (178 dias 0 mas). Ademas, 51 sujetos en el estudio proporcionaron muestras
longitudinales de sangre durante una duracién de varios meses (dos a cuatro puntos
de tiempo; Tabla 1), que permite la evaluacién longitudinal de la memoria inmune en
un subconjunto de la cohorte.

Tabla 1 Caracteristicas del participante.
Vea esta tabla:

e Ver ventana emergente

e Verenlinea

Sars-CoV-2 anticuerpos circulantes con el tiempo

La gran mayoria de los individuos infectados por el SRAS-CoV-2 se encuentran
seroconvertidos, al menos durante una duracién de meses (1, 2, 4, 43-45). Las tasas
de seroconversion oscilan entre el 91 y el 99% en estudios grandes(44, 45). Las
evaluaciones de durabilidad de los titulos de anticuerpos circulantes en la Fig. 1 se
basaron en datos 220 dias PSO, con la grafica del modelo de ajuste de curva mejor
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ajustado que se muestra en azul (ver materiales y métodos). Se midieron los titulos de
ensayo inmunoglobulina G (IgG) vinculado a la enzima sarS-CoV-2 en plasma para
todos los sujetos de esta cohorte(Fig. 1, A y B). También se midié el dominio de union
de receptores de pico (RBD) IgG(Fig. 1, Cy D),ya que rbd es el objetivo de la mayoria
de los anticuerpos neutralizantes contra SARS-CoV-2 (4, 27, 46, 47). Sars-CoV-2
pseudovirus (PSV)—neutralizando los titulos de anticuerpos se midieron en todos los
sujetos (Fig. 1, E y F). También se midieron los titulos ELISA de punto final de
Nucleocapsid (N) 1gG para todos los sujetos(Fig. 1, G y H),ya que el nucleocapsid es un
antigeno comun en los kits de prueba serolégicas sars-cov-2 comerciales.
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1 Anticuerpos circulantes al SARS-CoV-2 con el tiempo.

(A) Pico transversal IgG de muestras de plasma sujeto COVID-19 (n = 228). Modelo
preferido de decaimiento continuo para la mejor curva de ajuste, t.,, = 140 dias; IC del
95%: 89 a 325 dias. R =-0,23, p =0,0006. (B) Pico longitudinal IgG (n =51), t
promedio ., =103 dias; IC del 95%: 65 a 235 dias. (C) RBD IgG transversal. Modelo
preferido de decaimiento continuo para la mejor curva de ajuste, t,, = 83 dias; IC del
95%: 62 a 126 dias. R =-0,36, p <0,0001. (D) RBD IgG longitudinal, promedio t.,, = 69
dias; IC del 95%: 58 a 87 dias. (E) Titers neutralizantes transversales del SCP-CoV-2 PSV.
Modelo preferido de decaimiento de una fase (linea azul) para la curva de mejor
ajuste, tinicial ., =27 dias; IC del 95%: 11 a 157 dias. R =-0.32. Linea de ajuste de
decaimiento continuo que se muestra como linea negra. (F) Titers longitudinales que
neutralizan el PSV de sujetos infectados con SARS-CoV-2, t promedio .. =90 dias; IC
del 95%: 70 a 125 dias. (G) Nucleocapsid IgG transversal. Modelo preferido de
decaimiento continuo para la mejor curva de ajuste, t.. =68 dias; IC del 95%: 50 a 106
dias.R =-0,34, p <0,0001. (H) Nucleocapsid longitudinal IgG, promedio t.,, = 68 dias;
IC 95%: 55 a 90 dias. (I) Pinchazo transversal IgA. Modelo preferido de decaimiento de
una fase (linea azul) para la mejor curva de ajuste, tinicial . =11 dias; IC del 95%: 5 a
25 dias. R =-0.30. Ajuste de decaimiento continuo que se muestra como linea negra.
(J)Pico longitudinal IgA, t.. =210 dias, 95% Cl 126 a 627 dias. (K) RBD IgA transversal.
Modelo preferido de decaimiento de una fase (linea azul) para la mejor curva de
ajuste, tinicial .. =27 dias; IC del 95%: 15 a 59 dias. R = -0.45. Ajuste continuo de la
linea de decaimiento que se muestra en negro. (L) RBD IgA longitudinal, promedio t..
= 74 dias; IC del 95%: 56 a 107 dias. Para analisis transversales, sujetos infectados por
el SRAS-CoV-2 (circulos blancos, n =238) y sujetos no expuestos (circulos grises, n =
51). Para muestras longitudinales, sars-cov-2 sujetos (n = 51). La linea negra punteada
indica el limite de detecciéon (LOD). La linea verde punteada indica el limite de
sensibilidad (LOS) por encima de los controles no infectados. Los sujetos no expuestos
se representan en gris, sujetos COVID en blanco. Registre los datos analizados en todos
los casos. La linea azul gruesa representa la curva de mejor ajuste. Cuando se muestran
dos curvas de ajuste, |la delgada linea negra representa la curva de ajuste alternativa.


https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#F2
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#F2
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#ref-4
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#ref-27
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#ref-46
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#ref-47
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#F2
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#F2
https://science.sciencemag.org/content/sci/371/6529/eabf4063/F2.large.jpg?download=true
https://science.sciencemag.org/content/sci/371/6529/eabf4063/F2.large.jpg
https://science.sciencemag.org/highwire/powerpoint/756660

Los titers 1gG de pico SARS-CoV-2 fueron relativamente estables de 20 a 240 dias de
PSO, al evaluar todos los temas covid-19 mediante analisis transversal (vida media ty,
=140 dias, Fig. 1A). Los titers Spike IgG eran heterogéneos entre los sujetos (rango de
5a 73.071; mediana 575), como se ha observado ampliamente (45, 47). Esto dio un
amplio intervalo de confianza (Cl) para el pico 1gG t., (IC del 95%: 89 a 325 dias).
Aungque las respuestas de anticuerpos pueden tener cinética de decaimiento
subyacente mas compleja, la curva de mejor ajuste fue una decadencia continua,
probablemente relacionada con la heterogeneidad entre individuos. La cinética IgG
nucleocapsida SARS-CoV-2 fue similar a la del pico I1gG durante 8 meses (t,, 68 dias; IC
del 95%: 50 a 106 dias, Fig. 1G). Como enfoque complementario, utilizando muestras
emparejadas del subconjunto de sujetos que donaron en dos o mas puntos de tiempo,
el pico calculado IgG titer promedio t., fue de 103 dias, (IC del 95%: 66 a 235 dias; 1B)
y el nucleo IgG titer promedio t,, fue de 68 dias, (IC 95%: 55 a 90 dias; 1H). El
porcentaje de sujetos seropositivos para el pico IgG a 1 mes PSO (20 a 50 dias) fue del
98% (54 de 55). El porcentaje de sujetos seropositivos para el pico IgG a 6 a 8 meses
PSO (2178 dias) fue del 90% (36 de 40).

El andlisis transversal de los titers SARS-CoV-2 RBD IgG de 20 a 240 dias pso dio un
estimado t,, de 83 dias (IC del 95%: 62 a 126 dias; 1C). Como enfoque
complementario, volvimos a utilizar muestras emparejadas, que dieron un promedio
de..,, de 69 dias (IC del 95%: 58 a 87 dias; 1D). El porcentaje de sujetos seropositivos
para RBD IgG a los 6 a 8 meses PSO fue del 88% (35 de 40). Por lo tanto, el
mantenimiento de titer RBD IgG coincidia en gran medida con el de spike IgG. Los
titulos de neutralizacién del PSV SARS-CoV-2 en toda la cohorte coinciden en gran
medida con los resultados de los titulos de unién SARS-CoV-2 RBD IgG ELISA (Fig. 1, Ey
F). Un modelo de decaimiento de una fase fue el mejor ajuste (P = 0.015, prueba F;
decaimiento inicial t,, 27 dias, seguido de una fase de meseta extendida, Fig.
1E),mientras que un ajuste continuo dedecaimiento dio un estimado t,, de 114 dias
(Fig.1E,lineanegra). El analisis de puntos de tiempo emparejados de los titulos de
neutralizacion del PSV dio un estimado t,, de 90 dias, (IC del 95%: 70 a 125 dias; 1F).
El porcentaje de sujetos seropositivos para los anticuerpos neutralizantes SARS-CoV-2
(titer 220) a 6 a 8 meses PSO fue del 90% (36 de 40). En particular, incluso los titulos de
anticuerpos neutralizantes de baja circulacién (21:20) se asociaron con un grado
sustancial de proteccién contra covid-19 en primates no humanos (24, 48). Por lo
tanto, cantidades modestas de anticuerpos neutralizantes circulantes SARS-CoV-2 son
de interés biolégico en los seres humanos.

También se evaluaron los titulos de pico SARS-CoV-2 IgA(Fig. 1, 1 y J)y RBD IgA (Fig.1, K
y L). El andlisis de puntos de tiempo emparejados del pico IgA titers produjo un
estimado t,, de 210 dias (95% Cl 126 a 703 dias, Fig. 1J). El analisis transversal del
pico IgA se ajusta a un modelo corto de decaimiento de una fase con una fase de
meseta extendida (t inicial ., de 14 dias, Fig. 11). Rbd IgA circulante tenia un estimado
inicial t,, de 27 dias, decayendo en ~ 90 dias en la mayoria de los casos COVID-19 a
niveles indistinguibles de los de controles no infectados (Fig. 1K), consistente con
observaciones 3 meses PSO (44, 49). Mediante analisis de muestras emparejados, rbd
IgA de larga duracidn se hizo en algunos temas, pero a menudo cerca del limite de
sensibilidad (LOS) (Fig. 1L).
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Células de memoria SARS-CoV-2 B

Para identificar células B de memoria especificas del SARS-CoV-2, utilizamos sondas
multimerizadas etiquetadas fluorescentemente para detectar células B especificas de
espiga, RBD y nucleocapsido(Fig. 2A e higo. S1). Las células B de memoria de unidn a
antigenos (definidas como IgD- y/o CD27+) sedistinguieron aiin mas segun los isotipos
de superficie Ig: IgM, 1gG o IgA (Fig. 2B e fig. S1).
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2 Cinética de las respuestas celulares de memoria SARS-CoV-2 B.

(A) Gréficos de citometria de flujo de ejemplo que muestran patrones de tincién de
sondas de antigeno SARS-CoV-2 en células de memoria B (ver higo. S1 para gating). Se
muestra un donante no expuesto y tres sujetos convalecientes covid-19. Los nimeros
indican porcentajes. (B) Estrategias de Gating para definir células B de memoria especificas
depicos IgM+,IgG+, o IgA+ SARS-CoV-2. Las mismas estrategias de gating se utilizaron
para células B especificas de RBD o nucleocapsid. (C) Andlisis transversal de lafrecuencia
(porcentaje de cd19+ CD20- células B) del total especifico de la espiga SARS-CoV-2
(IgG+,IgM>-, olgA+) memoriaB. Modelo cinético pseudo-primer orden para la mejor curva
de ajuste (R = 0.38). (D)Analisis longitudinal de células B de memoria especifica de
picos SARS-CoV-2. (E) Analisis transversal de células de memoria B especificasde SARS-CoV-2
RBD (lgG-, IgM-o IgA» Modelo polinomio de segundo orden para la mejor curva de
ajuste (R =0,46). (F)Analisis longitudinal de células B de memoria especifica de SS-CoV-
2 RBD. (G) Anilisis transversal de células de memoria B especificasde nucleocapsidos SARS-
CoV-2 (IgG-, IgM-o IgA» Modelo cinético pseudo-primer orden para la mejor curva de
ajuste (R =0.44). (H) Analisis longitudinal de células B de memoria especificade IgG+ SARS-
CoV-2. (1) Analisis transversal de células IgG* memoria B especificasdel SARS-CoV-2. Modelo
cinético pseudo-primer orden para la mejor curva de ajuste (R = 0.49). (J) Andlisis
longitudinal de células IgG* memoria B especificas dela espiga SARS-CoV-2. K) Anilisis
transversal de células IgA* memoria Bespecificas de la espiga SARS-CoV-2. Modelo
polinomio de segundo orden para la mejor curva de ajuste (| R| =0,32). (L) Anélisis
longitudinal de células IgA memoria B especificasdel SARS-CoV-2. (M) Anilisis transversal de
células IgM+ memoria B especificasdel SARS-CoV-2. Modelo polinomio de segundo orden
para la mejor curva de ajuste (| R| = 0,41). (N) Analisis longitudinal de células IgM+ memoria
B especificasdel SARS-CoV-2. (O) Fraccién de células B de memoria especificade antigeno
SARS-CoV-2 que pertenecen a isotipos Ig indicados a 1 a 8 meses de PSO. Media +
SEM. (P) Andlisis transversal de células IgG* memoria B especificasde SARS-CoV-2 RBD. Modelo
polinomio de segundo orden para la mejor curva de ajuste (| R| =0,51). (Q) Analisis
transversal de células IgG* memoria B especificasdel SARS-CoV-2. Modelo polinomio de
segundo orden para la mejor curva de ajuste (| R| =0,51). n =20 sujetos no
expuestos (circulos grises) y n = 160 sujetos COVID-19 (n =197 puntos de datos,
circulos blancos) para el analisis transversal. n = 36 COVID-19 sujetos (n = 73 puntos
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de datos, circulos blancos) para el analisis longitudinal. La linea negra punteada indica
LOD. La linea verde punteada indica LOS.

El analisis transversal de los sujetos COVID-19 revel6 que las frecuencias de las células
B de memoria especifica de pico SARS-CoV-2 aumentaron durante los primeros ~120
dias de PSO y luego se estancaron (modelo pseudo-first-order para la curva de mejor
ajuste, R =0.38; mejor ajuste que el modelo polinomio de segundo orden segun el
criterio de informacién de Akaike; 2C e higo. S2A). Las frecuencias celulares B de
memoria especifica de spike aumentaron desde el primer punto de tiempo (36 a 163
dias) hasta el segundo punto de tiempo (111 a 240 dias) en muestras emparejadas de
24 de 36 donantes rastreados longitudinalmente(Fig. 2D). Las células B de memoria
especificas de spike en sujetos sars-cov-2-no expuestos eran raras (mediana 0,0078%;

2,AyC).

Las células B de memoria especificas de RBD mostraron cinéticas similares a las células
B de memoria especificas de picos. Las células B de memoria especificas de RBD eran
indetectables en sujetos SARS-CoV-2-unexposed(Fig. 2E e fig. S2C), como se esperaba.
Las células B de memoria especificas de RBD aparecieron tan pronto como 16 dias de
PSO, y la frecuencia aumenté constantemente en los siguientes 4 a 5 meses(Fig. 2E e
fig. S2, By C). Veintinueve de los 36 individuos con seguimiento longitudinal tenian
frecuencias mas altas de células B de memoria especificas de RBD en el punto de
tiempo posterior(Fig. 2F),mostrando de nuevo un aumento en las células B de
memoria especificas del SARS-CoV-2 varios meses después de la infeccion. Alrededor
del 10 al 30% de las células B de memoria especifica de pico de donantes
convalecientes SARS-CoV-2 eran especificas para el dominio RBD(Fig. 2A e fig. S2B).

También se detectaron células B de memoria especifica del SARS-CoV-2 después de la
infeccion sars-cov-2 (Fig. 2A). Al igual que las células B de memoria especificas de spike
y RBD, la frecuencia celular B de memoria especifica del nucleocapsido aumenté
constantemente durante los primeros ~4 a 5 meses PSO(Fig. 2, G y H,e fig. S2D). La
maduracion por afinidad de anticuerpos podria explicar potencialmente el aumento de
las frecuencias de las células B de memoria especificas del SARS-CoV-2 detectadas por
las sondas de antigeno. Sin embargo, la intensidad fluorescente media geométrica
(IMF) de la unién de la sonda fue estable con el tiempo (fig. S2, 1 y J), no soportando
una explicacién de maduracion de afinidad para el aumento de las frecuencias de celda
B de memoria.

Representacion de isotipos Ig entre la poblaciéon celular SARS-CoV-2 especifica del pico
B desplazada con el tiempo (Fig. 2, | a O). Durante la fase mas temprana de la memoria
(20 a 60 dias PSO), IgM+ e IgG+ isotipos fueron representados de manera similar (Fig.
20), pero IgM+ memoria B celdas luego decliné (Fig. 2, M a 0), ylgG* memoria especifica de
pico B células entonces dominadas por 6 meses PSO (Fig. 20). IgA+ células B de memoria
especificas de picos fueron detectadas como una pequefia fraccion de las células B de
memoria total especifica de pico (~*5%, Fig. 20). IgG* frecuencia de celda B de memoria
especifica de pico aumentd, mientras que IgA-+ frecuencia fue baja y estable durante el periodo
de 8 meses (Fig. 2, | a L). Patrones similares de aumento de la memoria IgG+ IgM+
memoria de corta duracidn, y IgA+ memoria estable se observaron para rbd- y nucleocapsid-
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especifico memoria B células durante el periodo de 8 meses (Fig. 2, O a Q, ehigo. S2, de
E a H).

Hay un conocimiento limitado de la cinética celular B de la memoria después de la
infeccidn viral aguda primaria en los seres humanos. Un estudio recientemente
publicado sars-cov-2 encontré células B de memoria especificas de RBD de hasta ~ 90
dias PSO, con frecuencias crecientes (y una baja frecuencia de IgA+ células) (50),
consistente con las observaciones reportadas aqui. Para otras enfermedades
infecciosas agudas, actualmente no conocemos otros andlisis transversales o
longitudinales de células B especificas de antigenos por citometria de flujo que cubren
una ventana de 6+meses después de la infeccidn, a excepcidn de cuatro individuos con
ébola(51)y dos individuos estudiados después de la inmunizacidn por el virus de la
fiebre amarilla (52) (excluimos las vacunas contra la gripe para la comparacién aqui,
porque las personas tienen numerosas exposiciones y antecedentes inmunolégicos
complejos a la gripe). En el estudio de la fiebre amarilla, se observaron células B de
memoria con cambio de isotipo de corta duracién y memoria B de corta duracién en los dos
individuos. En general, sobre la base de las observaciones aqui, el desarrollo de la
memoria celular B al SARS-CoV-2 fue robusto y probablemente de larga duracién.

Células SARS-CoV-2 memory CD8* T

Las células CD8+ T de memoria SARS-CoV-2 se midieron en 169 sujetos COVID-19
utilizando una serie de 23 grupos de péptidos que cubren la totalidad del ORFeome
SARS-CoV-2 (2, 5). Los marcos de lectura abiertos (ORF) mas comunmente
reconocidos fueron spike, membrana (M), nucleocapsid y ORF3a (CD69+ CD137+; 3A e
higo. S3, Ay B), en consonancia con nuestro estudio anterior (2). El porcentaje de
sujetos con células CD8 + T de memoria SARS-CoV-2 circulante detectable a 1 mes PSO
(20 a 50 dias) fue del 70% (40 de 57, Fig. 3B). La proporcion de sujetos positivos para
las células CD8 + T de memoria SARS-CoV-2 a =6 meses PSO fue del 50% (18 de 36).
Esto podria subestimar potencialmente lamemoria celular CD8* T, ya que los péptidos de
15 mer pueden ser subdptimos para la deteccion de algunascélulas CD8* T especificas de
antigenos (53); sin embargo, los grupos de epitopos predichos de clase | SARS-CoV-2 de
tamafio éptimo también detectaroncélulas CD8* T especificas del virus en ~70% de los
individuos de 1 a 2 meses de PSO, lo que indica consistencia entre los dos enfoques
experimentales (2).
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3 células CD8+ T de memoria circulante SARS-CoV-2.

(A) Parcelas representativas de citometria de flujo del SARS-CoV-2-CD8 especifico -
Células T (CD69+ CD137-; verhigo. S3 para gating) después de la estimulacion durante la
noche con piscinas de péptidos S, N, M, ORF3a o nsp3, en comparacion con el control
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negativo (DMSO). (B) Analisis transversal de la frecuencia (porcentaje de célulasCD8- T) del total
de células SARS-CoV-2-especificas CD8+ T. Modelo de ajuste preferido de decaimiento
continuo, t,, =125 dias. R =-0,24, p =0,0003. (C) Anlisis longitudinal del total de células
CD8- T especificasde SARS-CoV-2 en muestras emparejadas. (D) Analisis transversal de
células CD8* T especificasde picos. Modelo preferido de decaimiento lineal, t.,, = 225 dias.
R =-0,18, p =0,007. (E) Analisis longitudinal de células CD8* T especificasde picosen muestras
emparejadas. (F y G) Distribucién de memoria central(Towmemoria efectora (Tewy células
dememoria efectora diferenciadas terminalmente (Teawwentre células CD8* T totales
especificasde SARS-CoV-2. n =169 COVID-19 sujetos (n = 215 puntos de datos, circulos
blancos) para el analisis transversal. n =37 COVID-19 sujetos (n = 83 puntos de datos,
circulos blancos) para andlisis longitudinal. La linea negra punteada indica LOD. La linea
verde punteada indica LOS.

Las células CD8* T de memoria SARS-CoV-2 disminuyeron con un aparente t,, de 125 dias
en la cohorte completa(Fig. 3B)y t., 190 dias entre 29 muestras emparejadas (Fig. 3C).
Lascélulas CD8* T de memoria especifica de Spike mostraron cinética similar a las células CD8* T de
memoria especificas del SARS-CoV-2 (t,, 225 dias para la cohorte completa y 185 dias
entre muestras emparejadas; 3, D y E,respectivamente). Los marcadores fenotipicos
indicaron que la mayoria de las células CD8 + T de memoria especifica SARS-CoV-2
eran células de memoria efectoras diferenciadas terminalmente (Tewra(54), con pequefias
poblaciones de memoria central(Toyy memoria efectora (Tew) (Fig. 3, F y G). En el contexto
de la gripe,las células CD8* Tewra se @asociaron con la proteccién contra enfermedades
graves en humanos (55). La memoria CD8+ células T vidas medias observadas aqui
fueron comparables a los 123 dias ti, observados para la memoria CD8 células T después
de la inmunizacion de la fiebre amarilla (56). Por lo tanto, la cinética de la célula
circulante SARS-CoV-2-specific CD8+ T eran consistentes con lo que se ha reportado
para otro virus que causa infecciones agudas en los seres humanos.

Célu las CD4* T de memoria SARS-CoV-2

Las células CD4+ T de memoria SARS-CoV-2 se identificaron en 169 sujetos utilizando la
misma serie de 23 grupos de péptidos que cubren el ORFeome SARS-CoV-2 (2, 5). Los
ORF mas comunmente reconocidos fueron spike, M, nucleocapsid, ORF3a y nsp3
(CD137+ OX40+; 4A e higo. S4, Ay B), en consonancia con nuestro estudio anterior (2).
Las respuestas circulares de células SARS-CoV-2 de memoria CD4+ T fueron bastante
robustas(Fig. 4B);42% (24 de 57) de casos de COVID-19 a 1 mes pso tenia >1.0% SARS-
CoV-2-especifico CD4+ células T. Las células CD4 + T de memoria SARS-CoV-2
disminuyeron con un aparente t., de 94 dias en la cohorte completa (Fig.4B)y64 dias
entre 36 muestras emparejadas (Fig. 4C). El porcentaje de sujetos con células CD4 + T
de memoria SARS-CoV-2 circulante detectable a 1 mes DE PSO (20 a 50 dias) fue del
93% (53 sobre 57, Fig. 4B). La proporcién de sujetos positivos para las células CD4 + T
de memoria SARS-CoV-2 a 26 meses PSO fue del 92% (33 de 36).
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4 células CD4+ T de memoria circulante SARS-CoV-2.

(A) Parcelas representativas de citometria de flujo del SARS-CoV-2-CD4 especifico +
Células T (CD137+ OX40-; verhigo. S4 para gating) después de la estimulacidn durante la
noche con piscinas de péptidos S, N, M, ORF3a o nsp3, en comparacién con el control
negativo (DMSO). (B) Andlisis transversal de la frecuencia (porcentaje de célulasCD4- T) del total
de células SARS-CoV-2-especificas CD4+ T. Modelo de ajuste preferido de decaimiento
continuo, t,, =94 dias. R =-0,29, p < 0,0001. (C) Analisis longitudinal del total de células
CD4- T especificasde SARS-CoV-2 en muestras emparejadas de los mismos sujetos. (D)
Andlisis transversal de células CD4+ T especificasde picos. Modelo preferido por decaimiento
lineal, t,, =139 dias. R =—0,26, p < 0,0001. (E) Andlisis longitudinal de células CD4+ T
especificasde picosen muestras emparejadas de los mismos sujetos. (F y G) Distribucién de
memoria central(T.wmemoria efectora (Tawy células dememoria efectora diferenciadas
terminalmente (Tewwentre las células CD4+ T totales especificasde SARS-CoV-2. (H e 1)
Cuantificacién de células auxiliaresfoliculares T circulantes especificas SARS-CoV-2
(cTa(superficie CDA0L OX40-, como porcentaje de célulasCD4+ T; ver higo. S5 para gating)
después de la estimulacidn durante la noche con (H) pico (S) o (I) MP_R piscinas de
péptidos. (J) PD-1n SARS-CoV-2-especifico T« a 1 a 2 meses (mo) y 6 mo PSO. (K) CCR6-
SARS-CoV-2-especifico cTr en comparacion con las células de«rw a granelen la sangre. Para
(A)a (E), n =169 sujetos COVID-19 (n =215 puntos de datos, circulos blancos) para
analisis transversal, n =37 sujetos COVID-19 (n = 83 puntos de datos, circulos
blancos) para analisis longitudinal. La linea negra punteada indica el limite de
deteccidn. La linea verde punteada indica LOS. Para (H) a (J), n =29 muestras de
sujeto COVID-19 (circulos blancos), n =17 sujetos COVID-19al1a2mo, n =12
sujetos COVID-19 a 6 mes. La linea negra punteada indica LOD. Estadisticas por (J)
Prueba Mann-Whitney U y (K) Wilcoxon prueba de rango firmado. *p < 0.05, **p <
0.01, ***p <0.001. ns, no estadisticamente significativo.

Las células CD4+ T especificas de spike y M mostraron cinética similar a las células CD4+ T de
memoria especificas del SARS-CoV-2 (cohorte entera t,, de 139 dias y 153 dias,
respectivamente; 4, D y E,e higo. S4D). Una pluralidad de las células CD4 + T de
memoria SARS-CoV-2 presentes en 26 meses PSO tenia un fenotipoTcw (Fig. 4F).

Las células auxiliares foliculares T (Teson el subconjunto especializado decélulas CD4+ T
necesarias para la ayuda celular B (57) y por lo tanto son criticas para la generacion de
anticuerpos neutralizantes e inmunidad humoristica de larga duracién en la mayoria
de los contextos. Por lo tanto, examinamoslas células CD4+ T de memoria Ty
(CTencirculantes, con especial interés en las célulascr de memoria especificas de pico,debido
a la importancia de las respuestas de anticuerpos contra el pico. Tambiénse midieron las
célulase cT de memoria especificas para los epitopos predichos en el resto del genoma del
SARS-CoV-2, utilizando el megapool MP_R. Sedetectaron célulass cT de memoria
especificas para pico SARS-CoV-2 y MP_R en la mayoria de los casos covid-19 en
puntos de tiempo temprano (16 de 17; 4, Hy yo,e higo. S5, de la A a la D). lamemoriag ¢
cT parecia ser estable, con casi todos los sujetos positivos paralas células cTe de pico y
memoria MP_R a 6 meses de PSO (11 de 12 y 10 de 12, respectivamente; 4, H y yo).
Lascélulas cTs activadas recientemente son PD-14 (57). Consistente con la conversién
acélulascren de memoria en reposo, el porcentaje de MEMORIA especifica CTsy PD-1h SARS-CoV-
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2-cayo con el tiempo (Fig. 4])). Las células CR6+ SARS-CoV-2-especificas de cT: se han
asociado con la reduccién de la gravedad de la enfermedad COVID-19 (5) y se ha informado que
son una fraccién importante de las células.r especificas de picoen algunos estudios (5, 50,
58). Aqui confirmamos que una fraccion significativa delas célulasc s de memoria T
especificas de picos y MP_R eran CCR6+. También observamos aumentos en la memoria
CCR6* T con el tiempo (p=0.001y p=0.014 a 26 meses PSO en comparacién con a
granel cTs, Fig. 4K). En general,se observé una memoriag cT sustancial después de la
infeccion por SARS-CoV-2, con una durabilidad =6 meses pso.

Relaciones de memoria inmune

Se considerdé la memoria inmune al SRAS-CoV-2, incluidas las relaciones entre los
compartimentos de la memoria inmune. Los machos tenian mayor pico IgG [analisis de
covarianza (ANCOVA) p =0.00018, Fig. 5A] y RBD y nucleocapsid IgG (ANCOVA p =
0.00077 y p =0.018; fig. S6, Ay B), en consonancia con otros estudios (46, 47). Pico
mas alto IgG también se observd en los hombres cuando sélo se consideraron casos no
ipitalizados (ANCOVA p =0.00025, higo. S6C). Por el contrario, no se observaron
diferencias en los titulos de neutralizacion IgA o PSV (fig. S6, D a F), y no se detectaron
diferencias en la célula B de memoria SARS-CoV-2, memoria CD8+ célula T, o frecuencias
de celda CD4+ T de memoria entre machos y hembras (fig. S6, G a K).
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5 Relaciones de memoria inmune.

(A) Relacion entre género y pico IgG titers con el tiempo. Machos: Modelo preferido
por decaimiento lineal, t,, =110 dias; IC del 95%: 65 a 349 dias, R =-0,27, p =
0,0046. Hembras: modelo preferido de decaimiento lineal, t,, =159 dias; IC del 95%:
88 a 846 dias, R =-0,22, p =0,016. ANCOVA p =0,00018. Prueba de homogeneidad
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de regresiones F=1,51, p =0,22. (B a E) Memoria inmune a masde 120 dias PSO en
COVID-19 sujetos no hospitalizados y hospitalizados. Los colores de los simbolos
representan la gravedad maxima de la enfermedad (blanco: asintomatico, gris: leve,
azul: moderado, rojo: grave.) Para sujetos con varios puntos de tiempo de muestra,
solo se utilizé el punto de tiempo final para estos analisis. (B) 1gG especifico de Spike
(izquierda) y IgG especifico de RBD (derecha) titers de unién. n =64 (no
hospitalizado), n = 10 (hospitalizado). Pruebas Mann-Whitney U. (C) Frecuencia de las
células B de memoria especificas de spike (izquierda) y RBD (derecha) a mas de 120
dias PSO. n =66 (no hospitalizado), n =10 (hospitalizado). Pruebas Mann-Whitney U.
(D) Frecuencia del total de células SARS-CoV-2-specific CD8+ T (izquierda) y CD8* T
especificas de spike (derecha). p = 0,72 para el SARS-2-CoV-especifico total, p = 0,60
para las pruebas de Mann-Whitney U especificas de picos. n =72 (no hospitalizado), n
=10 (hospitalizado). (E) Frecuencia del total de células SARS-CoV-2-specific CD4+ T
(izquierda) y CD4- T especificas de spike (derecha). p = 0,23 para el sars-cov-2-especifico
total, p = 0,24 para las pruebas de Mann-Whitney U especificas de picos. (F) Memoria
inmuneal SARS-CoV-2 durante la fase temprana (1 a 2 mo, linea negra), fase media (3 a
4 mo, linea roja) o fase tardia (5 a 8 mo, linea azul). Para cada individuo, se asignd una
puntuacion de 1 para cada respuesta por encima de LOS para RBD IgG, pico IgA, células
B de memoria especificas de RBD, células CD4 + T especificas de SARS-CoV-2, y células
CD8- T especificas de SARS-CoV-2,dando un total méximo de cinco componentes de la memoria
inmune SARS-CoV-2. Sélo se incluyeron en el andlisis los sujetos convalecientes COVID-
19 con los cinco parametros inmunolégicos analizados. n =78 (1a2mo), n =52 (3 a
4 mo), n =44 (5 a 8 mes). (G) Graficas de puntos porcentuales que muestran
frecuencias (normalizadas al 100%) de sujetos con componentes de memoria inmune
indicados como se describe en (B) durante la fase temprana (1 a2 mo) o tardia (5a 8
mo). G, 1gG especifico de RBD; B, células B de memoria especificas de RBD; 4, células
CD4 + T especificas de SARS-CoV-2; células 8, SARS-CoV-2-specific CD8+ T; Un IgA
especifico de spike. n =78 (1 a2 mo), n =44 (5a 8 mo). (H) Relacionesentre
compartimentos de memoria inmune en sujetos COVID-19 a lo largo del tiempo, como
proporciones (curvas completas y datos mostrados en higo. S10, de B a F). AU,
unidades arbitrarias, escaladas de higo. S10, de B a F; B:IgA, relacién de células B de
memoria especifica de RBD con anticuerpos IgA de pico; B:1gG, relacién celular B de
memoria especifica de RBD con anticuerpos RBD IgG; B:CD4, relacion de celda B de
memoria especifica de RBD con células CD4 + T especificas de SARS-CoV-2; CD4:CDS,
SARS-CoV-2-specific CD4- T relacidn de células A a las células SARS-CoV-2-specific CD8+ T;
CDA4:1gG, SARS-CoV-2-specific CD4+ T relacién de células A RBD IgG.

Se examind la memoria inmune en busca de asociaciones entre la magnitud de la
memoria y la gravedad de la enfermedad COVID-19. El numero de casos de COVID-19
hospitalizados previamente(n = 13) opciones de analisis limitadas. Sin embargo, los
casos estaban bien distribuidos entre hombres y mujeres (Tablal),los datos de un gran
numero de casos noipitalizados estaban disponibles para la comparacion, y los analisis en
los Figs.1 a 4 demostraron que la memoria inmune era relativamente estable en el
periodo de tiempo analizado. Por lo tanto, podriamos simplificar el andlisis de la
gravedad de la enfermedad agrupando todas las muestras de mas de 120 dias de PSO
[limitando también los datos a una sola muestra por sujeto (higos. S7 a S9); la mayoria
de los sujetos previamente hospitalizados fueron muestreados en dos puntos de
tiempo, fig. S7A] y luego comparar sujetos no hospitalizados y hospitalizados. Los


https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#T1
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#F2
https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#F5

titulos de Pincho y RBD IgG en casos hospitalizados fueron superiores a los de los casos
no hospitalizados(Fig. 5B),en consonancia con otros estudios (46, 47). Las frecuencias
celulares B de memoria especificas de Spike y RBD también fueron mas altas en casos
hospitalizados (~1,7 veces y ~2,5 veces, respectivamente; 5C e higo. S8). Por el
contrario, lasfrecuencias de las células CD8* T de memoria no fueron mas altas en los casos
hospitalizados en comparacién con los casos no ipitalizados(Fig. 5D e fig. S9), y
lasfrecuencias celulares CD4+* T de memoria disminuyeron en los casos hospitalizados en
comparacion con los casos no ipitalizados(Fig. 5E e fig. S9). Por lo tanto, aunque
nuestras conclusiones estan limitadas por el nimero de sujetos hospitalizados, el
aumento de los titulos de IgG fue consistente en tres estudios independientes, y se
observaron células B de memoria entre los casos hospitalizados aqui (no medidos en
otros estudios), lo que indica que ambos compartimentos de inmunidad humoristica a
largo plazo al SRAS-CoV-2 son mas altos en individuos que experimentaron un curso de
enfermedad COVID-19 mas grave. La memoria celular T no siguidé el mismo patrén,
consistente con las indicaciones de que los casos hospitalizados de COVID-19 pueden
estar asociados con respuestas celulares T mds pobres en la fase aguda (5, 59).
Ademas, estos datos muestran que, aunque la gravedad del género y la enfermedad
COVID-19 contribuyen a las diferencias en la memoria inmune con el SRAS-CoV-2,
ninguno de los dos factores podria explicar la mayor parte de la heterogeneidad en la
memoria inmune a este virus.

Muy pocos conjuntos de datos publicados comparan anticuerpos especificos de
antigeno, células B, células CD8+ T, ymemoria celular CD4+ T con una infeccidn viral aguda en
los mismos individuos. Por lo tanto, hicimos uso de este conjunto de datos combinado
para examinar las interrelaciones entre compartimentos de memoria inmune. Nos
centramos en RBD IgG, células B de memoria RBD, IgA de pico, células CD8 + T
especificas de SARS-CoV-2 y células CD4+ T especificas de SARS-CoV-2,debido a sus
funciones potenciales putativas en la inmunidad protectora. La mayoria (64%) de los
casos covid-19 fueron positivos para los cinco de estos compartimentos de memoria
inmune a 1 a 2 meses PSO(Fig. 5, F y G),con las respuestas incompletas que reflejan en
gran medida a individuos sinmemoria celular CD8* T detectable y /o respuestas IgA pobres
(Fig. 5G). A los 5 a 8 meses después de la infeccidon por COVID-19, la proporcién de
individuos positivos para los cinco de estos compartimentos de memoria inmune habia
disminuido al 43%; sin embargo, el 95% de los individuos seguian siendo positivos para
al menos tres de cada cinco respuestas de memoria inmune SARS-CoV-2 (Fig. 5G). La
memoria inmune a los 5 a 8 meses PSO representaba contribuciones de diferentes
compartimentos de memoria inmune en diferentes individuos(Fig. 5G). Se obtuvieron
resultados similares si RBD IgG fue reemplazado por anticuerpos neutralizantes (fig.
S10A). En general, estos hallazgos vuelven a resaltar la heterogeneidad de la memoria
inmune, con diferentes patrones de memoria inmune en diferentes individuos.

Las interrelaciones entre los componentes de la memoria se examinaron a
continuacion mediante la evaluacién de las relaciones entre los compartimentos de
memoria inmunes a lo largo del tiempo. La relacién entre la memoria celular SARS-
CoV-2 CD4+ Ty la memoria celular SARS-CoV-2 CD8+ T fue en gran medida estable con el
tiempo(Fig. 5H e fig. S10B). Dado que las mediciones seroldgicas son las mediciones
mas simples de la memoria inmune a escala poblacional, examinamos qué tan bien
estas mediciones seroldgicas pueden servir como marcadores sustitutos de otros
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componentes de la memoria inmune SARS-CoV-2 con el tiempo. La relacién entre las
células igG rbd circulantes y B de memoria especifica de RBD cambid ~20 veces en el
intervalo de tiempo estudiado (R =0.60, Fig. 5H e fig. S10C). La relacién cambiante
entre las células igA de pico circulante y las células B de memoria especificas de RBD
era aun mayor (R = 0,55, Fig. 5H e fig. S10D). La relacién entre RBD IgG y SARS-CoV-2
CD4+ T memoria celular fue relativamente plana en el intervalo de tiempo estudiado (Fig. 5H);
sin embargo, la variacion abarcé un rango ~1000-fold (fig. S10E). Por lo tanto, el poder
predictivo del RBD IgG circulante para evaluar la memoria celular T era pobre debido a
la heterogeneidad entre individuos (R = 0.046). En resumen, aunque la
heterogeneidad de las respuestas inmunes es una caracteristica definitoria del COVID-
19, la memoria inmune al SRAS-CoV-2 se desarrolla en casi todos los sujetos, con
relaciones complejas entre los compartimentos de memoria inmune individuales.

Observaciones finales

En este estudio, nuestro objetivo era llenar los vacios en nuestra comprensidn bdésica
de la memoria inmune después de COVID-19. Esto requirié medicién simultanea de
anticuerpos circulantes, células de memoria B, células CD8+ Ty células CD4+ T especificas
para el SARS-CoV-2, en un grupo de sujetos con una gama completa de enfermedades,
y distribuidas desde cortos momentos después de la infeccidn hasta 8 meses después.
Al estudiar estos multiples compartimentos de inmunidad adaptativa de una manera
integrada, observamos que cada componente de la memoria inmune SARS-CoV-2
presentaba cinética distinta.

El pico de titers IgG fue duradero, con caidas modestas en los titulos de 6 a 8 meses
pso a nivel de poblacién. Rbd I1gG y SARS-CoV-2 PSV-neutralizando los titulos de
anticuerpos eran potencialmente igualmente estables, consistentes con el dominio
RBD de pico siendo el objetivo de anticuerpo neutralizante dominante. Recopilamos
datos en dos puntos de tiempo para la mayoria de los individuos longitudinales aqui.
Es bien reconocido que la magnitud de la respuesta de anticuerpos contra el SARS-
CoV-2 es altamente heterogénea entre los individuos. Observamos que las respuestas
heterogéneas de anticuerpos iniciales no se derrumbaran en una memoria de
anticuerpos circulante homogénea; mas bien, la heterogeneidad es también una
caracteristica central de la memoria inmune a este virus. En el caso de los anticuerpos,
las respuestas abarcaron un rango ~200 veces. Ademas, esta heterogeneidad significa
gue se requeriran estudios longitudinales a largo plazo para definir con precision la
cinética de anticuerpos al SARS-CoV-2. Estamos informando de los modelos
estadisticos mas simples que explican los datos. Estos ajustes de curva no desmienten
la cinética mas compleja, como la cinética superpuesta, pero esos modelos requeririan
un muestreo longitudinal mucho mas denso en futuros estudios. Bioldgicamente, los
anticuerpos IgG que tienen una vida media de ~21 dias, y la magnitud de la respuesta
de anticuerpos con el tiempo, reflejan anticuerpos producidos primero por células
plasmaticas de corta duracién y luego células plasmaticas de larga duracién, con
maduracion de afinidad que también afecta la magnitud aparente en ensayos de unidn
convencionales y ensayos de neutralizacién. En general, con 5 a 8 meses de PSO, casi
todos los individuos fueron positivos para el pico SARS-CoV-2 y RBD IgG.
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En particular, se detectaron células B de memoria especificas para la proteina de pico o
RBD en casi todos los casos de COVID-19, sin vida media aparente a los 5 a 8 meses
después de la infeccion. Otros estudios de células B de memoria RBD reportan
hallazgos similares (50, 60). Se ha observado que la memoria de las células B a algunas
otras infecciones es de larga duracidn, incluyendo mas de 60 afios después de la
vacunacion contra la viruela (61), o mas de 90 afios después de la infeccidn por la gripe
(62). Las vidas medias de células T de memoria observadas durante mas de 6 meses
pso en esta cohorte (~ 125 a 225 dias para CD8+y ~ 94 a 153 dias paralas células CD4+ T)
fueron comparables a los 123 dias t.,; observados para la memoria CD8+ células T después
de la inmunizacién contra la fiebre amarilla (56). Memoria celular SARS-CoV-2 T a los 6
meses también se ha divulgado en otro estudio (63). En particular, la durabilidad de
una fraccién de la memoria cd8+ células T especificas del virus de la fiebre amarilla poseia un
estimado t,,, de 485 dias por etiquetado de deuterio (56). Utilizando diferentes
enfoques, los estudios determinaron que la durabilidada largo plazo de las células CD4+ T
de memoria a la viruela, durante un periodo de muchos afios, era una estimacion de t,,
de ~ 10 afios (61, 64), que también es consistente con la deteccidn reciente de células
T especificas de SARS-CoV 17 afios despuésde la infeccién inicial (65). Estos datos
sugieren que la memoria celular T podria alcanzar una meseta mas estable, o fase de
decaimiento mas lenta, mds alla de los primeros 8 meses después de la infeccion.

Aunque la memoria inmune es la fuente de inmunidad protectora a largo plazo, las
conclusiones directas sobre la inmunidad protectora no se pueden hacer sobre la base
de anticuerpos circulantes SARS-CoV-2 cuantificantes, células de memoria B, células
CD8+ Ty células CD4+ T, porque los mecanismos de inmunidad protectora contra el
SARS-CoV-2 o COVID-19 no estan definidos en humanos. No obstante, se pueden hacer
algunas interpretaciones razonables. Los anticuerpos son el Unico componente de la
memoria inmune que puede proporcionar inmunidad verdaderamente esterilizadora.
Estudios de inmunizacidn en primates no humanos han indicado que los titulos de
neutralizacidn circulantes de ~200 pueden proporcionar inmunidad esterilizadora
contra un desafio URT de dosis relativamente altas (66), y los titulos neutralizantes de
~3400 pueden proporcionar inmunidad esterilizante contra un desafio URT de dosis
muy alta (67), aunque las comparaciones directas no son posibles porque los ensayos
de anticuerpos neutralizantes no han sido estandarizados (3). Las conclusiones
también se ven limitadas por la limitada cantidad global de datos sobre la inmunidad
protectora al SRAS-CoV-2.

Mas alla de esterilizar la inmunidad, las respuestas inmunes que limitan el SARS-CoV-2
a la URT y la cavidad oral minimizarian la gravedad de |la enfermedad COVID-19 a la de
un "resfriado comun" o enfermedad asintomatica. Este resultado es el objetivo
principal de los ensayos clinicos actuales de la vacuna COVID-19 (3, 68). Tal resultado
podria ser potencialmente mediado por una mezcla de memoria CD4+ células T,
memoria CD8+ células T, y células de memoria B especificas para anticuerpos
neutralizantes anamnesicos productores de RBD, basados en mecanismos de accidn en
modelos de ratdn de otras infecciones virales (69-71). En las infecciones humanas de
COVID-19, las células CD4 + T especificas del SARS-CoV-2 vy las células CD8+ T se asocian
con menos gravedad de la enfermedad COVID-19 durante una infeccidén continua del
SARS-CoV-2 (5). La seroconversion rapida se asocié con cargas virales sustancialmente
reducidas en enfermedades agudas durante 14 dias(29). Ambas asociaciones son
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consistentes con la hipdtesis de que las células T de memoria SARS-CoV-2 y las células
B serian capaces de limitar sustancialmente la diseminacion del SARS-CoV-2 y/o la
carga viral acumulativa, lo que resultaria en una reduccién de la gravedad de la
enfermedad covid-19. La probabilidad de tales resultados también estd estrechamente
ligada a la cinética de la infeccidn, ya que las respuestas de las células By T de la
memoria pueden tardar de 3 a 5 dias en responder con éxito a una infeccion. Como se
sefiald anteriormente, dado el curso relativamente lento de COVID-19 grave en los
seres humanos, los compartimentos de memoria inmune en reposo pueden contribuir
potencialmente de maneras significativas a la inmunidad protectora contra la
neumonia o COVID-19 secundario grave. La presencia de titers de anticuerpos
neutralizantes subesterolizantes en el momento de la exposicion SARS-CoV-2 afectaria
el tamano de la infeccidn inicial, y puede contribuir adicionalmente a limitar la
gravedad del COVID-19, sobre la base de observaciones de inmunidad protectora para
otras infecciones virales respiratorias humanas(37, 72—74)yobservaciones de vacunas
SARS-CoV-2 en primates no humanos (48, 67, 75).

El estudio actual tiene algunas limitaciones. Se necesitarian datos longitudinales para
cada sujeto, con al menos tres puntos de tiempo por sujeto, para una comprensién
mas precisa de la cinética de la durabilidad de los anticuerpos especificos del SARS-
CoV-2. Sin embargo, los datos transversales actuales describen bien la dinamica de las
células B de memoria SARS-CoV-2, la celda CD8+ Ty la celda CD4+ T durante 8 meses pso.
Este estudio no fue suficientemente impulsado para controlar muchas variables
simultaneamente. Ademads, aqui se evalud la memoria circulante; es posible que la
memoria inmune URT local sea un componente minimo, moderado o grande de la
memoria inmune después de una infeccion primaria con SARS-CoV-2. Esto esta por
determinar.

Los informes de casos individuales muestran que se estan produciendo reinfecciones
con SARS-CoV-2 (76, 77). Sin embargo, un estudio de 2800 personas no encontré
reinfectaciones sintomaticas en una ventana de ~118 dias(78),y un estudio de 1246
personas no observo reinfecciones sintomaticas durante 6 meses (79). Observamos la
heterogeneidad en la magnitud de las respuestas inmunes adaptativas al SRAS-CoV-2
gue persisten en la fase de memoria inmune. Por lo tanto, es posible que una fraccion
de la poblacién infectada por el SRAS-CoV-2 con baja memoria inmune se vuelva
susceptible a la reinfeccidn relativamente pronto. Aunque la gravedad del género y la
enfermedad contribuyen a la heterogeneidad de la memoria inmune notificada aqui, la
fuente de gran parte de la heterogeneidad en la memoria inmune al SRAS-CoV-2 es
desconocida y vale la pena un examen posterior. Tal vez la heterogeneidad deriva de
una baja carga viral acumulativa o un pequeiio indculo inicial en algunos individuos. Sin
embargo, nuestros datos muestran que la memoria inmune en al menos tres
compartimentos inmunolégicos era medible en ~95% de los sujetos 5 a 8 meses PSO,
lo que indica que la inmunidad duradera contra la enfermedad secundaria COVID-19 es
una posibilidad en la mayoria de los individuos.

Materiales y métodos
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Sujetos humanos

Las Juntas de Revision Institucional de la Universidad de California, San Diego (UCSD;
200236X) y el Instituto la Jolla de Inmunologia (LJI; VD-214) aprobd los protocolos
utilizados para la recoleccion de sangre para sujetos con COVID-19 que donaron en
todos los sitios que no sean el Monte Sinai. La Escuela de Medicina Icahn en Mount
Sinai IRB aprobd las muestras recogidas en esta institucion en la ciudad de Nueva York
(IRB-16-00791). Todos los sujetos humanos fueron evaluados para la capacidad de
toma de decisiones médicas utilizando una evaluacion estandarizada y aprobaday
voluntariamente dieron su consentimiento informado antes de inscribirse en el
estudio. Los criterios de inclusién del estudio incluyeron un diagndstico de COVID-19 o
sospecha de COVID-19, edad de 18 aios o mas, y disposicién y capacidad para
proporcionar consentimiento informado. Aunque no es un criterio de inclusién
estricto, se solicitd a los sujetos pruebas positivas basadas en la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) para el SARS-CoV-2 antes de la participacion. Un total de 145 casos
fueron confirmados como positivos por sars-cov-2 mediante pruebas basadas en PCR
(cuadro 1). Dos sujetos dieron negativo por SARS-CoV-2 PCR (Tabla 1). El resto no se
probaron o no tuvieron los resultados de las pruebas disponibles para su revision
(Cuadrol). Los sujetos que tenian antecedentes médicos y/o sintomas consistentes con
COVID-19, pero carecian de pruebas positivas basadas en PCR para el SARS-CoV-2 y
posteriormente tenian pruebas seroldgicas negativas basadas en laboratorio para el
SRAS-CoV-2, fueron excluidos; es decir, todos los casos de COVID-19 en este estudio
fueron confirmados casos por SARS-CoV-2 PCR o SARS-CoV-2 serodiagndstico, o
ambos. Los adultos de todas las razas, etnias, edades y géneros eran elegibles para
participar. Los criterios de exclusidon del estudio incluian la falta de voluntad de
participacion, la falta de capacidad para proporcionar consentimiento informado o una
contraindicacion médica a la donacidn de sangre (por ejemplo, anemia grave). Las
muestras de sujetos en LJI se obtuvieron de individuos en California y al menos otros
siete estados.

Los métodos de recoleccion y procesamiento de sangre en LJl se realizaron como se
describidé anteriormente (5). Brevemente, sangre entera se recogioé a través de la
flebotomia en tubos separadores séricos de citrato acido (ACD) (SST) o acido
etilenodiaminetetraacetic (EDTA) y procesado para células mononucleares de sangre
periférica (PBMCs), aislamiento sérico y plasma. La mayoria de los donantes fueron
examinados para detectar sintomas antes de programar los extracciones de sangre y
tuvieron que estar libres de sintomas y aproximadamente de 3 a 4 semanas fuera
desde el inicio de los sintomas en el momento de la extraccidn inicial de sangre en
ucsd o LI, respectivamente. Las muestras fueron codificadas y luego desidentificadas
antes del analisis. Otros esfuerzos para mantener la confidencialidad de los
participantes incluyeron las muestras de etiquetado con nimeros de identificacion
codificados. En el cuadro 1 se ofrece una visién general de las caracteristicas de los
temas con COVID-19.

La gravedad de la enfermedad COVID-19 se anoté de 0 a 10 utilizando un sistema de
puntuacion numérica basado en la escala ordinal nih (5, 80). Se aplicé un descriptor
categdrico basado en este sistema de puntuacién: "asintomatico" para una puntuacién
de 1, "leve" para una puntuacion de 2 a 3, "moderado" para una puntuaciénde 4 a5, y
"severo" para una puntuacion de 6 o mas. Los sujetos con una puntuacidén numérica de
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4 0 mas requirieron hospitalizacion (incluyendo ingreso para observacion) para el
manejo de COVID-19. Sélo uno de los 13 sujetos hospitalizados es compartido del
estudio anterior de COVID-19 agudo(5). Los dias pso se determinaron en funcién de la
diferencia entre la fecha de la recoleccidn de sangre y la fecha de los primeros
sintomas notificados consistentes con COVID-19. Para sujetos asintomaticos, el dia de
las primeras pruebas positivas basadas en PCR SARS-CoV-2 se utilizd en lugar de la
fecha de los primeros sintomas reportados de COVID-19.

Proteinas recombinantes

La proteina de pico estabilizada [2P (81)] y la RBD se expresaron en células HEK293F.
Brevemente, el ADN que expresa proteina de pico estabilizado y RBD fueron
subclorados en vectores separados de phCMV y transfectados en células HEK293F a
una proporcion de 1 mg de ADN a 1 litro de células. Las células fueron cultivadas a
37°C en una incubadora de agitadores establecida en 125 rpm, 80% de humedad y 8%
de CO, Cuando la viabilidad celular cayé por debajo del 80% (normalmentede4a 5
dias), los medios fueron cosechados y centrifugados para eliminar las células. El
reactivo biobloqueo se aifadié a los medios sobrenadantes para eliminar cualquier
exceso de biotina. A continuacién, el medio se filtré a través de un filtro de 0,22-um
para eliminar los agregados biobloqueados. Las proteinas se purificaron utilizando
columnas Streptrap HP 5 ml (Cytiva) utilizando Tris de 100 mM, NaCl de 100 mM como
bufer de lavado y Tris de 100 mM, NaCl de 100 mM, 2,5 mM d-Desthiobiotina como
bufer de elucidén. Las fracciones elutadas para las proteinas de espiga se concentraron
en filtros Amicon de 100 kDa y los RBD se concentraron en filtros de 10 kDa. Las
muestras se purificaron aun mas utilizando columnas S6increase para las variantes de
pico y la columna S200increase para el RBD.

SARS-CoV-2 ELISAs

Los ELISAs SARS-CoV-2 se realizaron como se describié anteriormente (2, 5, 82).
Brevemente, las placas de medio drea de Corning 96-well (ThermoFisher 3690) fueron
recubiertas con 1 ug/ml de antigeno durante la noche a 4°C. Los antigenos incluian
proteina RBD SARS-CoV-2 recombinante, proteina de pico recombinante, y proteina
nucleocapsid recombinante (GenScript Z03488) [antigenos nucleocapsidos
recombinantes también fueron probados de Sino Biological (40588-VO7E) e Invivogen
(his-sars2-n) y dieron resultados comparables a GenScript nucleocapsid]. Al dia
siguiente, las placas fueron bloqueadas con un 3% de leche en solucién salina
amortiguada por fosfato (PBS) que contenia 0,05% de interpolacién-20 durante 1,5
horas a temperatura ambiente. El plasma se inactivd térmicamente a 56°C durante 30
a 60 min. El plasma se diluyé en un 1% de leche que contenia un 0,05% de
interpolacidn-20 en PBS a partir de una dilucién de 1:3, seguido de diluciones en serie
por tres e incubado durante 1,5 horas a temperatura ambiente. Las placas fueron
lavadas cinco veces con 0.05% PBS-Tween-20. Los anticuerpos secundarios se
diluyeron en un 1% de leche que contenia 0,05% de interpolacion-20 en PBS. Para IgG,
el anticuerpo anticuloso IgG peroxidase producido en cabra (Sigma A6029) se utilizé a
una dilucion de 1:5.000. Para IgA, el anticuerpo antic humano IgA rdbano picante
peroxidasa (Hybridoma Reagent Laboratory HP6123-HRP) se utilizé a una dilucién de
1:1,000. El ANTI-IgA monoclonal HP6123 se utilizé debido a su especificidad validada
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por los CDCy la OMS para las IgA1l e IgA2 humanas vy la falta de reactividad cruzada con
isotipos no IgA (83).

Se trazaron titulos de punto final para cada muestra, utilizando datos restados en
segundo plano. Se utilizaron controles negativos y positivos para estandarizar cada
ensayo y normalizarse en todos los experimentos. Se cred un estandar de control
positivo mediante la agrupacion de plasma de seis donantes convalecientes de COVID-
19 para normalizar entre experimentos. El limite de deteccion (LOD) se definié como
1:3 para IgG, 1:10 para IgA. El limite de sensibilidad (LOS) para los individuos infectados
por el SRAS-CoV-2 se establecio sobre la base de sujetos no infectados, utilizando
plasma de donantes sanos normales nunca expuestos al SARS-CoV-2. Para analisis
transversales, el modelado para la mejor curva de ajuste (por ejemplo, decaimiento de
una fase frente a regresion lineal simple) se realizé utilizando Graph Pad Prism 8.0. El
mejor ajuste de curva se definié mediante una prueba F de suma extra de cuadrados,
seleccionando el modelo mas simple a menos que P < 0.05 (84). En todos los casos se
evaluaron la decaimiento continuo (regresién lineal), la decaimiento unidireccion o la
descomposicion bidasica de los datos de registro, con el modelo estadistico mejor
ajustado elegido sobre la base de la prueba F; en varios casos, también se considerd un
ajuste de ecuacion cuadratica. Para calcular el t,,se utilizaron datos transformadosen el
registro,. Utilizando la mejor curva de ajuste, se utilizé un ajuste no lineal de
decaimiento de una fase o una regresién lineal simple (decaimiento continuo). Para
regresiones lineales simples, /a R de Pearson se calculd para la correlacion mediante
datos transformados en el registro, Para el ajuste no lineal de decaimiento de una fase, se
informé de R. Para las muestras longitudinales, se realizd una regresion lineal simple,
con ty,; calculado a partir de datos transformados en el registro,para cada par. Para los andlisis
de género, el modelado y el t,, se realizaron de forma similar a los analisis
transversales; ANCOVA (VassarStats o GraphPad Prism 8.4) se realizé entre conjuntos
de datos masculinos y femeninos. Anova p-valores de los medios ajustados se
notificaron y se consideraron significativos si la prueba de homogeneidad de las
regresiones no era significativa.

Neutralizar los ensayos de anticuerpos

The pseudovirus-neutralizing antibody assay was performed as previously described
(5). Briefly, Vero cells were seeded in 96-well plates to produce a monolayer at the
time of infection. Pretitrated amounts of rVSV-SARS-Cov-2 [phCMV3-SARS-CoV-2 spike
SARS-CoV-2-pseduotyped VSV-AG-GFP (green fluorescent protein) were generated by
transfecting HEK293T cells, ATCC CRL-3216] were incubated with serially diluted
human plasma at 37°C for 1 hour before addition to confluent Vero cell monolayers
(ATCC CCL-81) in 96-well plates. Cells were incubated for 12 to 16 hours at 37°Cin 5%
CO.,. A continuacidn, las células se fijaron en paraformaldehido al 4%, se tifieron con 1
ug / ml de Hoechst y se obtuvieron imagenes usando un generador de imagenes
Celllnsight CX5 para cuantificar el nimero total de células que expresan GFP. La
infeccion se normalizé al nimero medio de células infectadas con rVSV-SARS-CoV-2
incubadas con plasma humano normal. EI LOD se establecié en <1:20 sobre la base de
muestras de plasma de una serie de sujetos de control no expuestos. Las sefiales
negativas se establecieron en 1:19. Neutralizacidn de IC 5, (concentracién inhibitoria
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media) Los titulos se calcularon utilizando regresidén de un sitio Fit LoglC50 en
GraphPad Prism 8.0.

Deteccion de células B de memoria especificas de antigeno

Para detectar células B especificas de SARS-CoV-2, se multimerizaron individualmente
antigenos proteicos biotinilados con estreptavidina marcada con fluorescenciaa 4 ° C
durante 1 hora. El pico de SARS-CoV-2 de longitud completa (estabilizado con 2P,
marcado con doble Strep) y el RBD se generaron internamente. La biotinilacion se
realizo utilizando un kit de reaccidén estandar de biotina-proteina ligasa (Avidity, n2 de
catdlogo Bir500A) siguiendo el protocolo estdndar del fabricante y se dializé durante la
noche frente a PBS. La espiga biotinilada se mezcld con estreptavidina BV421
(BioLegend, n2 de catalogo 405225) y estreptavidina Alexa Fluor 647 (Thermo Fisher
Scientific, n2 de catdlogo S21374) en una relacién de 20: 1 (relacién molar ~ 6: 1). Se
mezclé RBD biotinilado con estreptavidina ficoeritrina (PE) / Cyanine7 (BioLegend, n?
de catalogo 405206) en una relacién 2,2: 1 (relacién molar ~ 4: 1). Nucleocapside de
longitud completa del SARS-CoV-2 biotinilado (marcado con Avi- e His; Sino Biological,
catdlogo no. 40588-V27B-B) se multimerizé usando estreptavidina PE (BioLegend, n?
de catalogo 405204) y estreptavidina BV711 (BioLegend, n2 de catdlogo 405241) en
una relaciéon de 5,5: 1 (relacion molar ~ 6: 1). Se usé estreptavidina PE / cianina5.5
(Thermo Fisher Scientific, n2 de catdlogo SA1018) como sonda sefiuelo para eliminar
las células B de unién a estreptavidina inespecificas del SARS-CoV-2. Las sondas de
antigeno preparadas individualmente como anteriormente se mezclaron luego en
Brilliant Buffer (BD Bioscience, n2 de catdlogo 566349) que contenia d-biotina libre 5
UM (Avidity, n? de catalogo Bir500A). La d-biotina libre asegurd una reactividad
cruzada minima de las sondas de antigeno. Como 10 5 (Thermo Fisher Scientific, n2 de
catdlogo SA1018) se utilizd como sonda sefiuelo para eliminar las células B que se unen
a estreptavidina inespecificas del SARS-CoV-2. Las sondas de antigeno preparadas
individualmente como anteriormente se mezclaron luego en Brilliant Buffer (BD
Bioscience, n2 de catdlogo 566349) que contenia d-biotina libre 5 uM (Avidity, n? de
catdlogo Bir500A). La d-biotina libre asegurd una reactividad cruzada minima de las
sondas de antigeno. Como 10 5 (Thermo Fisher Scientific, n2 de catdlogo SA1018) se
utilizé como sonda sefiuelo para eliminar las células B que se unen a estreptavidina
inespecificas del SARS-CoV-2. Las sondas de antigeno preparadas individualmente
como anteriormente se mezclaron luego en Brilliant Buffer (BD Bioscience, n? de
catdlogo 566349) que contenia d-biotina libre 5 uM (Avidity, n? de catalogo

Bir500A). La d-biotina libre asegurd una reactividad cruzada minima de las sondas de
antigeno. Como 10Se prepararon 7 muestras de PBMC previamente congeladas en
placas de 96 pocillos con fondo en U y se tifieron con 50 ul de céctel de sonda de
antigeno que contenia 100 ng de pico por sonda (total 200 ng), 27,5 ng de RBD, 40 ng
de nucleocapsida por sonda (total 80 ng) y 20 ng de estreptavidina PE / Cyanine5.5 a 4
° C durante 1 hora para garantizar la maxima calidad de tincién antes de realizar la
tincidén de la superficie con anticuerpos como se indica en la tabla S1 en Brilliant Buffer
a 4 ° C durante 30 min. Las células muertas se tifieron usando el kit de tincién azul
fijable LIVE / DEAD (Thermo Fisher Scientific, n2 de catadlogo L34962) en DPBS a 42C
durante 30 min. Aproximadamente el 80% de las células B de memoria especifica de
antigeno (IgD-y / o CD27 +) detectadas con este método eran IgM +, IgG + 0

IgM - 1gG- IgA -, que eran comparables a las células B de memoria inespecificas. Sobre



la base de estas observaciones, llegamos a la conclusién de que las sondas de antigeno
no afectaron sustancialmente a la calidad de la tincién de inmunoglobulina de
superficie. Se adquirieron muestras de PBMC tenidas en Cytek Aurora y se analizaron
usando FlowJo10.7.1 (BD Bioscience).

La frecuencia de células B de memoria especificas de antigeno se expresé como
porcentaje del total de células B (CD19 + CD20 + CD38 i/-, CD3 -, CD14 -, CD16 -,
CD56 -, LIVE / DEAD -, linfocitos), o como nimero por 10 ¢ PBMC (VIVAS /

MUERTAS - células). EI LOD se establecié sobre la base de la mediana + 2 x desviacién
estandar (DE) de [1 / (nimero de células B totales registradas)] o la mediana + 2 x DE
de [10 ¢/ (nimero de PBMC registrados)]. LOS se establecié como la mediana + 2 x DE
de los resultados en donantes no expuestos. El andlisis de fenotipo de células B
especificas de antigeno se realizd solo en sujetos con al menos 10 células detectadas
en la puerta de células B de memoria especifica de antigeno respectiva. En cada
experimento, se incluyeron PBMC de un control positivo conocido (sujeto
convaleciente de COVID-19) y sujetos no expuestos para asegurar una sensibilidad y
especificidad consistentes del ensayo. Para cada conjunto de datos, se consideraron
polinomios de segundo orden, regresién lineal simple y modelos cinéticos de
pseudoprimer orden. Se determiné que el modelo con un valor de criterio de
informacién de Akaike mas bajo se ajustaba mejor y se visualizaba mejor.

Ensayo de células T de marcadores inducidos por activacion (AIM)

Las células T CD4 - especificas de antigeno se midieron como un porcentaje de células
T AIM - (OX40 - CD137 +) CD4 +y (CD69 + CD137 +) CD8 + después de la estimulacion de
PBMC con megapools de péptidos (MP) superpuestos que abarcan todo el SARS -CoV-2
ORFeome, como se describié anteriormente ( 2 ). Las células se cultivaron durante 24
horas en presencia de MP especificos de SARS-CoV-2 (1 ug/ ml) o5 ug / ml de
fitohemaglutinina (PHA, Roche) en placas de 96 pocillos con fondoen U a 1 x

10 ¢ PBMC por bien. La estimulacion con una cantidad equimolar de dimetilsulféxido
(DMSO) se realizé como control negativo. PHA y estimulacién con un CD4

combinado+ and CD8+ cytomegalovirus epitope MP (CMV, 1 pg/ml) se incluyeron como
controles positivos. Cualquier muestra con una sefial PHA baja fue excluida como
control de calidad.

Las células T CD4 +y CD8 + especificas de antigeno se midieron como datos de fondo
(DMSO) - datos restados, con un nivel minimo de DMSO establecido en 0,005%. Todos
los ORF positivos (> 0,02% para CD4 - ,> 0,05% para CD8 + ) se agregaron luego en una
suma combinada de células T CD4 + o CD8 + especificas del SARS-CoV-2 . El umbral de
positividad para las respuestas de células T CD4 - especificas de antigeno (0,03%) y las
respuestas de células T CD8 - especificas de antigeno (0,12%) se calculé utilizando la
desviacion estandar doble media de todos los controles negativos medidos (> 150). El
panel de anticuerpos utilizado en el (OX40 - CD137 +) CD4 +T y (CD69 + CD137 +)

CD8 - La tincién AIM de las células T se muestra en la tabla S2. Se realizé un analisis de
consistencia para multiples mediciones de ensayos de células T AIM por dos
operadores diferentes. Antes de fusionar, comparamos la inmunodominancia de la
proteina, las respuestas totales de células T CD4 +y CD8 + especificas del SARS-CoV-2 y
los calculos de la vida media entre los dos grupos de datos experimentales. En los


https://science.sciencemag.org/content/371/6529/eabf4063#ref-2

analisis longitudinales, los célculos de la vida media excluyeron cualquier muestra que
fuera negativa en ambos puntos de tiempo (porque no se pudo calcular la vida media),
aungue todos los datos se incluyeron en los graficos.

Para los ensayos AIM de celda CD40L+OX40 + CD4+T de superficie, los experimentos se
realizaron como se describid anteriormente (5), con las siguientesmodificaciones. Las
células se cultivaban en RPMI completa que contenia un 5% de suero AB humano
(Gemini Bioproducts), B-mercaptoetanol, penicilina/estreptomicina, piruvato sédico
(NaPy) y aminodcidos no esenciales. Antes de la adicidn de péptidos MPs, las células
fueron bloqueadas a 37°C durante 15 min con 0,5 pg/ml de anti-CD40 mAb (Miltenyi
Biotec). Se realizd una estimulacién con una cantidad equimolar de DMSO para
determinar la resta de fondo, y se utilizé la activacién de enterotoxina estafilococa B
(SEB) a 1 pg/ml como control de calidad (positivo). Lod para cTs especifico de antigeno
entre las células CD4+ T se basé en el LOD para células CD4+ T especificas de antigeno (descritas
anteriormente) multiplicadas por el promedio % cTw en las células T CD4 a granel entre
muestras de control. Seutilizé un umbral de inclusién de diez eventos después de que se
utilizara la puerta cTsy CXCR5+ para los calculos PD-1hy CCR6+4, y las pruebas estadisticas no
paramétricas y firmadas de Wilcoxon de Mann-Whitney y Wilcoxon se aplicaron para
las respectivas comparaciones.
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