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RESUMEN

La investigacion sobre la produccion de anticuerpos durante la enfermedad por
Coronavirus 2019 (COVID-19) ha cobrado importancia debido a su capacidad
para potenciar la eliminacién viral y el desarrollo de una respuesta de memoria.
Recientes publicaciones han evidenciado diferencias en la generacién de
anticuerpos segun la severidad del cuadro infeccioso, sin embargo, el rol de estos
aun no esta dilucidado. El objetivo de esta investigacion fue analizar la respuesta
humoral anti-SARS-CoV-2 en una cohorte de 60 pacientes chilenos que cursaron
COVID-19 de forma severa, moderada y leves a los 6 y 12 meses post infeccién.
Los niveles de anticuerpos IgM, IgG y neutralizantes (NAbs) se midieron
mediante inmunoensayo por quimioluminiscencia (CLIA) y sus niveles fueron
relacionados con secuelas pulmonares estructurales, funcionales y alteraciones
del metabolismo glucidico. Ademas, se determind el porcentaje de células B anti-
RBD para analizar la respuesta inmune de memoria a nivel celular por citometria
de flujo. Los resultados revelaron que 6 meses posterior a la infeccion, los
pacientes con cuadros severos presentaron mayores niveles de IgG que
pacientes con cuadros leves, aumento asociado a dafio pulmonar estructural y
metabolismo glucidico alterado previo a la infeccién, pero no con disfuncién
pulmonar. Estas diferencias no se observaron a los 12 meses en los niveles de
IgG, pero si en NAbs. Todos los pacientes presentaron células B anti-RBD, pero

éstas no se relacionaron con ningun pardmetro analizado. Por lo tanto, la
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produccion de IgG se encuentra relacionada con la severidad en pacientes
chilenos, no asi la diferenciacibn a células B anti-RBD. Los resultados
demuestran que todos los pacientes generaron una respuesta humoral antigeno-
especifica y que la severidad del cuadro no se asocia con una falla en la
capacidad de generar anticuerpos totales o neutralizantes anti-SARS-CoV-2, ni

con una falla en la generacion de la respuesta de memoria de linfocitos B.
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ABSTRACT

Research on antibody production during Coronavirus disease 2019 (COVID-19)
has gained importance due to its ability to enhance viral shedding and the
development of a memory response. Recent publications show differences in the
generation of antibodies according to the severity of infection, however, the role
of these has not been elucidated. The aim of this research was to analyze the
humoral response anti-SARS-CoV-2 in a cohort of 60 Chilean patients who had
severe, moderate, and mild COVID-19, at 6 and 12 months post-infection. The
levels of IgM, 1gG, and neutralizing antibodies (NAbs) were measured by
chemiluminescence immunoassay (CLIA), and their levels were related to
structural and functional pulmonary sequelae and alterations in glucose
metabolism. In addition, the percentage of RBD-specific B cells was determined
to analyze the memory immune response at the cellular level by flow cytometry.
The results revealed that 6 months after infection, patients with severe symptoms
presented higher levels of IgG than patients with mild conditions, a increased
levels of IgG were associated with structural lung damage and altered glucose
metabolism as comorbidity, but not with pulmonary dysfunction. These
differences were observed in NAbs levels but not in IgG 12 months post-infection.
All patients presented RBD-specific B cells, but these were not related to any
parameter analyzed. Therefore, the production of IgG is related with the severity

in Chilean patients, but not with the differentiation to RBD-specific B cells. The
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results show that all patients generated an antigen-specific humoral response,
and that the severity of the infection is not associated with a failure in the ability
to generate total or neutralizing anti-SARS-CoV-2 antibodies, or with a failure in

the generation of the memory response of B lymphocytes.
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INTRODUCCION

6.1 COVID-19y su impacto en la poblacién mundial

La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) es una enfermedad infecciosa
provocada por una nueva cepa de coronavirus tipo 2 causante del sindrome
respiratorio agudo severo, mundialmente conocido como SARS-CoV-2. El primer
caso de infeccidn por este virus fue reportado en diciembre de 2019 en Wuhan,
China y rdpidamente se ha propagado por transmision de persona a persona a
lo largo de todo el mundo llegando a afectar a mas de 200 paises Y territorios,
siendo declarado pandemia en marzo de 2020 por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS). Dia tras dias, el nUmero de casos y las muertes asociadas a esta
enfermedad siguen aumentando y hasta el dia 24 de enero de 2022, el SARS-
CoV-2 ha registrado un total de 352.796.704 de casos confirmados y 5.600.434

muertes asociadas, segun los datos publicados por la OMS (WHO, 2022).

La informacion obtenida hasta la fecha ha permitido clasificar la clinica de los
casos en leves, severos y criticos, de acuerdo con la sintomatologia presentada
por los pacientes. Se ha descrito que alrededor de un 81% de los pacientes
infectados exhiben sintomas que van de leves a moderados, como fiebre, tos y,
en algunos casos, neumonia leve; cerca del 14% cursa con un cuadro mas
severo caracterizado por disnea, frecuencia respiratoria mayor a 30 respiraciones

por minuto, saturacién de oxigeno <93%, relacién entre presion arterial de
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oxigeno y fraccion inspirada de oxigeno (PaO2/FiOz) <300 y/o infiltrado pulmonar
> 50% entre 24 a 48 horas, mientras que, aproximadamente un 5% sufre una
sintomatologia mucho més critica exhibiendo insuficiencia pulmonar, shock
séptico, y/o fallo multiorganico y riesgo de muerte (The Novel Coronavirus

Pneumonia Emergency Response Epidemiology Team, 2020).

En la actualidad, la tasa de mortalidad varia en cada pais, y varios informes han
demostrado que la edad, el padecimiento de comorbilidades, como diabetes o
hipertension, y la existencia de algun grado de deficiencia inmunolégica, estan
asociados con un mayor riesgo de desarrollar COVID-19 severa. En el margen
de esto, se ha analizado la produccién de anticuerpos como uno de los
mecanismos de defensa contra la COVID-19, ya que juegan un papel importante
en la eliminacion viral y en la generacion de inmunidad a largo plazo, siendo

claves tanto en el tratamiento como en la proteccion frente a esta infeccion.

6.2 SARS-CoV-2

El virus SARS-CoV-2 pertenece a la familia Coronaviridae, especificamente al
género de los betacoronavirus. Estos corresponden a virus envueltos, de ARN
monocatenario de sentido positivo (+ssRNA) que cuentan con cuatro proteinas
estructurales (Figura 1A). La proteina espiga (S), conocida como spike por su
nombre en inglés, media la entrada del virus a la célula huésped; la proteina de

la nucleocapside (N) se encuentra involucrada en la transcripcion y replicacion
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del ARN, y las proteinas de la membrana (M) y de la envoltura (E), son mas

pequeiias y necesarias para el ensamblaje viral (Siracusano et al., 2020).

El ectodominio de la proteina S se encuentra organizado en dos subunidades
(Figura 1B). La subunidad S1 N-terminal que contiene el dominio de unién al
receptor (RBD), capaz de acoplarse con el receptor de la enzima convertidora de
angiotensina 2 (ACE2) ubicado en las células epiteliales alveolares humanas del
tracto respiratorio y facilitar la union a la célula diana. Esta interaccién ocasiona
un cambio conformacional en la subunidad S2 C-terminal de la proteina S, siendo
esta la porcién responsable de la fusién de la membrana viral y la célula huésped,

permitiendo la entrada del virus a la célula (Chambers et al., 2020).

La proteina S es considerada altamente inmunogénica, debido a su capacidad
de interactuar con el receptor ACE2 para la union celular y también a su ubicacién
en la superficie de las particulas virales (Hoffmann et al., 2020; Walls et al., 2020).
Por su parte, la proteina N también posee una alta actividad inmunogénica, ya
gue es una de las principales proteinas estructurales del virus y, ademas,
participa en la transcripcion, replicacion y el empaquetamiento del genoma, por
lo que se expresa abundantemente durante la infeccién (Che et al., 2004). Por lo
tanto, la produccién de anticuerpos anti-S y anti-N han sido las mas estudiadas y

analizadas en los pacientes infectados con COVID-19.
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Célula huésped

Espiga (S)

Nucleocapside (N)

Membrana (M)

Envoltura (E)

ARN viral SARS-CoV-2
A B

Figura 1: Esquematizacion de la estructura del virus SARS-CoV-2 y su

interaccién con la célula huésped.

A. Esquema del SARS-CoV-2 formado por 4 proteinas estructurales: S, N, My
E. B. Esquema de la proteina S que detalla el dominio de union al receptor (RBD)
ubicado en la subunidad S1 y que es capaz de unirse al receptor ACE2 de las
células epiteliales alveolares y mediar la entrada del virus. Figura realizada en

Biorender.
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6.3 Dinamica de la produccién de anticuerpos durante la infeccion

Los primeros estudios sobre la cinética en la generacion de anticuerpos anti-
SARS-CoV-2, indicaron que la mayoria de los infectados presenta una
seroconversion positiva entre los 10-15 dias luego del comienzo de los sintomas.
En el estudio realizado por Hou y colaboradores, se analiz6 la produccion de
anticuerpos de clase IgM e IgG frente a antigenos recombinantes de la proteina
N y S del virus. Se concluy6 que de un total de 338 pacientes hospitalizados en
el hospital Tongji en China, clasificados en leves (64 casos), graves (119 casos)
y criticos (75 casos), los niveles de IgM en la mayoria aumentaron durante la
primera semana después de la infeccion, registrando un peak durante la segunda
semana antes de volver al estado basal en gran parte de los pacientes. (Figura
2). Los anticuerpos IgG, por otro lado, fueron detectables después de la primera
semana posterior a la infeccién, alcanzando su peak durante la tercera semana
y manteniendo niveles altos durante un periodo prolongado, incluso durante 48
dias luego del comienzo de los sintomas (Figura 2) (Hou et al., 2020). Estos
resultados fueron apoyados por otro estudio en donde se analizaron un total de
342 muestras de suero de 67 pacientes en diferentes etapas de progresion de la
enfermedad para detectar anticuerpos IgM e IgG especificos contra la proteina N
del SARS-CoV-2 mediante ELISA (del inglés, Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay). Los pacientes fueron reclutados desde el Centro Médico de Salud
Publica de Chongging, China. Para el andlisis se dividieron en 29 pacientes
severos, quiénes desarrollaron un cuadro de neumonia severo, y 35 pacientes
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no severos que cursaron con un cuadro de neumonia leve o moderado. Los
anticuerpos IgM se detectaron el dia 7 después de la infeccién y la tasa positiva
alcanz6 su punto maximo el dia 28 y luego disminuy6 alrededor del 33,3% a los
42 dias, mientras que IgG apareci6 el dia 10 y alcanz6 el maximo nivel el dia 42
después del inicio de la enfermedad, permaneciendo alta. Curiosamente en este
estudio, los niveles de IgM e IgG son significativamente mas altos en pacientes
severos en comparacion a los pacientes no severos. Los autores indican que una
respuesta de anticuerpos anti-N mas fuerte se asocia con un clearance viral
retrasado y mayor gravedad de la enfermedad, por lo tanto, la proteina N seria
candidata para el diagnéstico temprano de la infeccion, debido a su alta
inmunogenicidad y acumulacién intracelular antes del empaquetamiento del virus

(Tan et al., 2020).

Esta diferencia en la produccién de anticuerpos comienza a ser un punto
discrepante en las proximas investigaciones que comenzaron a publicarse. Por
ejemplo, otro informe sobre la dindmica del perfil de anticuerpos en pacientes con
COVID-19 mostr6 que la seroconversion aparecid secuencialmente para
anticuerpos totales IgM e IgG contra las proteinas S y N, con una mediana de
tiempo de 11 y 12 dias, respectivamente, y no se observaron diferencias entre

pacientes criticos y no criticos (Zhao et al., 2020).
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Figura 2: Dinamica de la produccién de anticuerpos IgM e IgG dias luego

del comienzo de los sintomas.

En verde se observa la progresion para los anticuerpos IgG y en naranja para los
IgM, ambos hasta el dia 48 post comienzo de los sintomas. AU: Unidades
arbitrarias. Days post-disease onset: Dias luego del comienzo de la enfermedad.

(Fuente: Hou et al., 2020).
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6.4 Diferencias en la produccion de anticuerpos IgG segun la especificidad
del antigeno y la severidad

La diferencia en la produccion de anticuerpos contra la proteina N que comienza
a presentarse en algunas publicaciones, cada vez es mas recurrente y ademas
se describen diferencias en la produccion de anticuerpos IgG anti-S de acuerdo

con la severidad del cuadro presentado por los pacientes.

Dentro de este contexto, uno de los estudios mas interesantes es el realizado por
Sun y colaboradores, en donde se colectaron 130 muestras de sangre de 38
pacientes entre 3 a 28 dias después del inicio de los sintomas. Estas muestras
de sangre se recolectaron de 27 pacientes no criticos, es decir, qgue no estuvieron
internados en la UCI (Unidad de cuidados intensivos) lo que seria equivalente a
pacientes leves y moderados, y de 11 pacientes criticos con sintomatologia
severa, internados en la UCI del Primer Hospital Afiliado de la Universidad Médica
de Guangzhou en China. Los anticuerpos de unién especificos para las proteinas

N y S se analizaron mediante ELISA.

Los resultados mostraron que, en la mayoria de los pacientes no criticos, la
produccion de anticuerpos obedecia a lo ya publicado en estudios anteriores, en
donde los anticuerpos IgG anti-N y anti-S lograron sobrepasar los niveles de los
IgM tras las dos semanas luego del comienzo de los sintomas, mostrandose
dinamicas similares para ambos antigenos. Sin embargo, los autores describen

gue la dinamica observada en pacientes criticos es mas irregular. Los niveles de
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anticuerpos N-1gG en todos los pacientes criticos alcanzaron niveles altos dentro
de las 2 semanas posteriores al inicio de los sintomas (Figura 3A) sobrepasando
los niveles alcanzados para pacientes no criticos (Figura 3B). Sin embargo, los
niveles de anticuerpos S-IgG en pacientes criticos (Figura 3C) parecieron
aumentar lentamente en comparacion con el aumento de N-IgG en estos mismos
pacientes y la produccion de S-IgG en pacientes no criticos (Figura 3D). Por otro
lado, la produccion de anticuerpos se comparo con los niveles de proteina C
reactiva. La proteina C reactiva es una proteina de fase aguda que aumenta
bruscamente en el plasma cuando el cuerpo esta infectado o el tejido esta
dafado, siendo un marcador no especifico de inflamacién. Los hallazgos
demostraron, a medida que avanzaba la enfermedad, el aumento de IgG anti-S
se correlaciond positivamente con la disminucion de la proteina C reactiva en
pacientes no criticos, lo que no sucedié en pacientes criticos. En pocas palabras,
mientras que los pacientes criticos tendian a producir mayores niveles de 1gG
anti-N que los pacientes no criticos, estos evidencian un cambio de clase de IgM
a IgG anti-S mas rapido y de niveles mas altos que los pacientes criticos. Este
resultado sugirié que el cambio de clase de IgM a IgG anti-S es vital para eliminar
el virus y podria usarse como un indicador para predecir el resultado y el
pronostico de la enfermedad COVID-19, segun proponen los autores (Sun et al.,

2020).
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Figura 3: Cinética de la produccion de anticuerpos IgG especificos contra

la proteina Ny S en pacientes criticos y no criticos.

A. Gréficos de la produccién de anticuerpos N-IgG (IgG anti-N) en el tiempo en

11 pacientes criticos y B. 7 pacientes no criticos. C. Graficos de la produccion de

anticuerpos S-IgG (IgG anti-S) en el tiempo en 11 pacientes criticos y D. 7

pacientes no criticos. (Fuente: Sun et al., 2020)
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El analisis de la respuesta humoral en los nifios también es importante. A
diferencia de los adultos infectados, los nifios tienen tasas de infeccion mas bajas
y sintomas mas leves y, curiosamente, la presencia de anticuerpo IgG anti-S
podria volver a ser importante (Lu et al., 2020). Un estudio en pacientes
pediatricos detecté que los niveles de IgM anti-RBD de la proteina S no fueron
medibles una semana después del inicio de la enfermedad, no asi como los
anticuerpos de clase 1gG anti-RBD. Esto sugiere que la mayor parte del cambio
de clase de células B especificas para este antigeno se completd dentro de una
semana después de la primera exposicion a virus. Ademas, una de las muestras
de suero de un caso infectado que contenia una alta concentracion de IgG para
la proteina S-RBD, tenia alta actividad neutralizante contra el SARS-CoV-2. Esta
eficaz respuesta inmune humoral podria ser una de las razones de por qué la
mayoria de los nifios infectados con SARS-CoV-2 cursan con sintomas mas

leves y se recuperan mas facilmente que los adultos (Zhang Y et al., 2020).

Ademaés de la diferencia entre la severidad del cuadro infeccioso de nifios versus
el de los adultos, también se han observado diferencias entre hombres y mujeres.
Un estudio que compard la produccién de anticuerpos IgG contra SARS-CoV-2
en pacientes masculinos y femeninos con COVID-19 mostré resultados
diferentes entre ambos sexos. Los datos mostraron que la concentracion de IgG
entre pacientes leves, moderados y en recuperacion de distinto sexo no exhibia
diferencias. Sin embargo, en el estado grave, mas pacientes femeninas tenian
una concentracion relativamente mas alta de anticuerpos 1gG anti-SARS-CoV-2
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en suero en comparacion a los pacientes masculinos. Ademas, la generacion de
anticuerpos IgG contra SARS-CoV-2 en pacientes femeninas fue mas rapida que
en pacientes masculinos en la fase temprana de la enfermedad (Zeng et al.,
2020). Estos resultados nuevamente sugieren que un cambio de clase temprano
podria ser un proceso esencial para una evolucién positiva de la enfermedad

COVID-19.

A pesar de que estos hallazgos insindan que esta diferencia entre la produccion
de anticuerpos IgG es fundamental en pacientes leves y severos, existen otros
estudios que reportan que no se evidencia una diferencia significativa segun la
severidad del cuadro. Un estudio de cohorte en dos hospitales de Hong Kong,
China, incluy6 a 23 pacientes con COVID-19: diez tenian COVID-19 grave (todos
con requerimiento de oxigeno suplementario) y trece tenian una enfermedad leve
(sin requerimiento de oxigeno suplementario). Para la mayoria de los pacientes,
se observo un aumento en los niveles de anticuerpos IgG anti-N o anti-RBD a los
10 dias o después de la aparicion de los sintomas. Al comparar el inicio de la
seropositividad entre anti-RBD y anti-N, se observé una seropositividad mas
temprana para anti-RBD en comparacion a anticuerpos IgG anti-N en la mayoria
de los casos. Sin embargo, los niveles de anticuerpos séricos no se
correlacionaron con la gravedad clinica (Figura 4). Incluso se observé que
pacientes con comorbilidades (como diabetes e hipertensién), arrojaron valores

menores de IgG anti-RBD que aquellos sin comorbilidades, pero la diferencia no
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fue significativa y tampoco se observé asociacién entre comorbilidad y la

produccion de anticuerpos IgG anti-N (To et al., 2020).
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Figura 4: Perfiles de anticuerpos IgG anti-N y anti-S-RBD en pacientes leves

Y Severos.

A. Gréficos de la produccion de anticuerpos IgG anti-N en pacientes severos y B.

pacientes leves en el tiempo. C. Gréficos de la produccion de anticuerpos IgG

anti-RBD en pacientes severos y D. pacientes leves en el tiempo. No se observan

diferencias significativas en ningun caso. (Fuente: To et al., 2020).
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Si bien algunos de los estudios mencionados brindan a los anticuerpos IgG anti-
S un rol protector dentro de la patologia, estudios méas actuales relacionan los
altos niveles de estos anticuerpos con un progreso hacia un estadio severo y la
necesidad de ventilacion mecéanica. Garcia-Gonzalez y colaboradores, disefiaron
un estudio para caracterizar la respuesta inmunoldgica de 66 pacientes COVID-
19 ingresados al Hospital Clinico de la Universidad de Chile entre julio de 2020
hasta agosto de 2021. De esta manera, 29 pacientes fueron clasificados con un
estado de enfermedad moderado al presentar infeccion por SARS-CoV-2 y
requerir hospitalizacion sin oxigeno suplementario 0 requerir oxigeno
suplementario no invasivo, mientras que 37 pacientes fueron calificados como
graves tras requerir ingreso en la UCI y ventilaciéon no invasiva o ventilacion
mecanica invasiva. Los datos recolectados durante la investigacion revelaron que
aquellos pacientes que requirieron ventilacion mecanica invasiva muestran una
respuesta inmune innata y adaptativa exacerbada caracterizada por frecuencias
aumentadas de plasmoblastos, monocitos, células Thl, destacando también
niveles elevados de IgG anti-S mediante medicion por ELISA, desregulacién que
en su conjunto puede proporcionar informacion relevante con respecto a la
progresion de la patologia grave de COVID-19. Por otro lado, se observo que
pacientes que logran recuperarse de COVID-19 grave comienzan a reestablecer
las proporciones normales de células inmunitarias 100 dias después del alta

hospitalaria, pero mantienen niveles altos de 1gG especifica para SARS-CoV-2
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durante todo el estudio, lo que es un signo indicativo de memoria inmunoldgica

(Garcia-Gonzalez et al., 2021).

6.5 Produccion de anticuerpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2

Unarespuesta de anticuerpos éptima contra una infeccion viral esta determinada,
principalmente, por las funciones que éstos sean capaces de cumplir tanto contra
la célula infectada como contra el virus propiamente tal. Entre ellas, destacan las
funciones efectoras como la opsonizacién y fagocitosis mediada por anticuerpos,
la citotoxicidad dependiente de anticuerpos y la activacion del sistema
complemento en donde se encuentra la fagocitosis de microorganismos
opsonizados por fragmentos del complemento, inflamacion y lisis (Figura 5) (Hua
et al., 2017). Sin embargo, un aspecto muy importante también es la
neutralizacion del virus, ya que previene la infeccion inicial y la diseminacion viral

(Murin et al., 2019).

En este contexto, la neutralizacion es definida como la reduccién de la infectividad
viral tras la uniéon del anticuerpo a la superficie de las particulas virales,
blogueando el ciclo de replicacion viral (Klasse et al.,, 2002). Generalmente,
bloguean la unién del virus a los receptores celulares; sin embargo, en algunos
casos, pueden prevenir los cambios conformacionales necesarios para la fusion
del virus con la membrana celular o la escision proteolitica (Bachmann et al.,

2021).

30



Célula B Anticuerpos
A

L L5
7 [ * ) }-

Microorganismos y
toxinas

Activacion del
complemento

#~ Y Neutralizacién de
( ’ : r\ microorganismos y toxinas

Receptor Fc

Opsonizacion y fagocitosis de

A

v

microorganismos

Fagocito

.'/.'_'&

9 : s
‘s § Citotoxicidad celular
) ‘. dependiente de anticuerpos

Célula NK

— VV‘Q 3 i dand .
= "‘ isis de microorganismos

- Receptor C3b

Fagocitosis de microorganismos

AN

g opsonizados con fragmentos del
complemento

&
—— -« ) Inflamacién

Neutrofilo

Figura 5: Funciones efectoras de los anticuerpos.

Los anticuerpos producidos por la célula plasméatica productora de anticuerpos

son capaces de actuar contra microorganismos y toxinas, neutralizarlos,

opsonizarlos para la fagocitosis, sensibilizarlos para la citotoxicidad dependiente

de anticuerpos y activar el sistema complemento. Figura obtenida desde

Biorender (Créditos: PhD. Akiko lwasaki y PhD. Ruslan Medzhitov).
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En el caso del SARS-CoV-2, los epitopos que se unen a los anticuerpos
neutralizantes se encuentran predominantemente en el dominio de unién al
receptor (RBD) de la proteina S del virus (Figura 6), impidiendo asi su interaccion
con el receptor ACE2 y su posterior internalizacion en la célula huésped

(Putcharoen et al., 2021).

Las investigaciones realizadas hasta el momento indican que la mayoria de los
pacientes infectados con SARS-CoV-2 desarrollan titulos variables de
anticuerpos neutralizantes entre los dias 14 y 20 post infeccién (Lau et al., 2021).
Sin embargo, la duracidon que tendrian estos anticuerpos es un tema que ha
generado controversia, ya que algunas investigaciones han reportado que los
niveles de anticuerpos neutralizantes comienzan a disminuir después de
aproximadamente 6 a 8 meses después de los sintomas iniciales (Dan et al.
2021), reportandose también niveles sélidos de anticuerpos neutralizantes que
duran mas de seis meses en la mayoria de los individuos (Lau et al., 2021). Sin
embargo, Marot y colaboradores observaron que los niveles de anticuerpos
neutralizantes comienzan a caer de 2 a 3 meses después de la infeccién (Marot

et al.,2021).
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proteina S del SARS-CoV-2 con el receptor ACE2.

Figura realizada en Biorender.



Respecto a las diferencias de producciéon de anticuerpos segun gravedad de la
patologia, varias investigaciones indican que la respuesta de anticuerpos
neutralizantes es mas elevada en pacientes graves que han requerido VMI
(Ventilacibn Mecéanica Invasiva). En el estudio realizado por Seow vy
colaboradores, reclutaron a 59 pacientes admitidos en el Fideicomiso de la
Fundacion NHS de Guy’s and St. Thomas. Los investigadores asignaron una
puntuacion de gravedad a los pacientes en funcion del nivel maximo de asistencia
respiratoria que requerian durante su periodo de hospitalizacion, obteniendo asi
5 grupos. El grupo 0 que corresponde a pacientes asintomaticos o que no
requirieron oxigeno suplementario; grupo 1 en donde se encuentran aquellos
pacientes que requirieron de oxigeno suplementario (FiO2 <0,4) durante al menos
12 horas; grupo 2 en el cual pacientes requirieron oxigeno suplementario (FiO2
20,4) durante al menos 12 horas, grupo 3 con requisito de ventilacion no invasiva
(VNI); grupo 4 con requerimiento de intubacion y ventilacion mecéanica u oxigeno
suplementario (FiO2> 0.8) y, finalmente, grupo 5 con requisito de oxigenacién por
membrana extracorpérea (ECMO). De acuerdo con la severidad, agruparon estos
5 grupos dentro de 2 clasificaciones mas grandes (del 0 al 3 y del 4 al 5) para
comparar los valores obtenidos en la determinacion de los anticuerpos
neutralizantes realizada por medio de un ensayo de inhibicion de entrada viral
con particulas de virus a base de VIH-1 pseudotipadas con la proteina S del
SARS-CoV-2. Se observé que la magnitud de la respuesta de NAbs (Anticuerpos

neutralizantes) depende de la gravedad de la enfermedad, ya que es
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significativamente mayor en los pacientes correspondientes a los grupos 4y 5 en
comparacion a los de los grupos del 0 al 3 (Figura 7) (Seow et al., 2020). Estos
resultados sustentan otros estudios con resultados similares en donde se ha
observado que los pacientes que se han recuperado de una enfermedad grave
tienen NAbs mas altos que los pacientes que han cursado la infeccién con
sintomas leves o siendo asintomaticos, ademas que se ha registrado, que titulos
mas altos de neutralizacion podrian ser buenos predictores de supervivencia en

pacientes con COVID-19 grave (Garcia-Beltran et al., 2021).
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6.6 Rol de las células B en la respuesta inmune humoral

No solo los anticuerpos con funciones efectoras o neutralizantes cumplen un rol
fundamental en la respuesta humoral. No podemos dejar de lado que ésta
comienza por el reconocimiento del antigeno por parte del BCR de la célula B
virgen que ocurre en los drganos linfoides periféricos. La union del antigeno al
receptor produce sefales bioquimicas hacia los linfocitos B, iniciando asi su
proceso de activacion. Por otro lado, se encuentra los linfocitos T CD4+ virgenes
quienes también se activan en los érganos linfoides (especificamente en las
zonas de linfocitos T) gracias a la presentacion antigénica mediada por las células
dendriticas en el contexto del MHC de clase Il. Asi, por medio del gradiente de
secrecion de ciertas quimioquinas como CCL19 y CCL21 y la regulacion en la
expresion de receptores, es que linfocitos By T CD4+ comienzan a acercarse
(Abbas et al., 2018). El antigeno reconocido por el BCR del linfocito B es
internalizado y es procesado con el fin de generar fragmentos peptidicos que
seran presentados en asociacion a moléculas del MHC de clase Il al linfocito T
CD4+. El linfocito T CD4+ reconoce el complejo MHC Il-péptido en los linfocitos
B, estimulando la respuesta en estas células. Ademas, al activarse el linfocito T
CD4+ expresa el ligando para CD40 (CD40L) que se une a su receptor CD40
situado en la superficie del linfocito B, e induce la proliferacién y diferenciacion
de éstos en focos extra foliculares y luego en los centros germinales. A su vez,
los linfocitos T CD4+ secretan citoquinas que permiten la proliferacion y el cambio

de isotipo en los linfocitos B y mantienen los centros germinales. Tras este
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proceso de activacion, la célula B podra diferenciarse a una célula plasmética
productora de anticuerpos o a células B de memoria, que guardan informacion
sobre el patdgeno para proporcionar inmunidad en el futuro (Figura 8) (Bishop et

al., 2001).
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Figura 8: Proceso de diferenciacion de las células B hasta células

plasméticas o B de memoria mediante la activacion del linfocito T CD4+.

El BCR de las células B es capaz de reconocer el antigeno e internalizarlo para
ser procesado y luego presentado en el contexto del MHC Il al linfocito T CD4+.
La interaccion del CD40/CD40L e IL-21 produce la activacion y proliferacion de
la célula B que posteriormente es capaz de diferenciarse a una célula plasmética
productora de anticuerpos o a una célula B de memoria. Figura obtenida desde

Biorender (Créditos: PhD. Akiko lwasaki y PhD. Ruslan Medzhitov).
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6.7 Células B especificas contra SARS-CoV-2

Los estudios publicados a la fecha destacan la sobrevida de las células B de
memoria especificas contra el virus en circulacion entre 6 a 7 meses tras la
infeccion natural. Gurevich y colaboradores estudiaron la poblacion de células B
de memoria contra SARS-CoV-2 en 64 pacientes convalecientes que cursaron la
infeccidn con sintomas leves. Los resultados mostraron que las células B de
memoria especificas anti-RBD aumentaron gradualmente y alcanzaron un nivel
significativamente mas alto en comparacion con los controles sanos a los 3
meses y permaneciendo elevadas a los 5 y 7 meses, mientras que no se
observaron diferencias entre los diferentes puntos de tiempo (Figura 9),
concluyendo asi que la respuesta de células B es robusta en el tiempo (Gurevich
et al., 2021). Gaebler y colaboradores, por su parte, realizaron un estudio sobre
la inmunidad humoral de 87 pacientes adultos convalecientes de COVID-19,
realizandoles un seguimiento por 6 meses. Observaron una disminucion
significativa de anticuerpos IgM e IgG anti-RBD al comparar los valores obtenidos
a las 1.3 meses y 6.2 meses post infeccion (Figura 10A y B). Ademas, segun
indican, la capacidad neutralizante de estos anticuerpos disminuyé
aproximadamente 5 veces. Sin embargo, el numero de células B RBD especificas
no disminuyo entre las mediciones a los 1.3 meses y 6.2 meses (Figura 10C), lo
gue evidenciaria una renovacion clonal y una evolucion continua de la respuesta

humoral (Gaebler et al., 2021).
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Figura 9: Dinamica de las células B de memoria anti-SARS-CoV-2 a los

meses 1, 3,5y 7 post infeccion.

La grafica describe el nimero de células B anti-RBD de memoria formadoras de
puntos (SFU)/250.000 células en el tiempo (1, 3, 5y 7 meses post comienzo de
los sintomas). El nimero de sujetos por grupo fue el siguiente: HS n = 16; 1 mes
n=13; 3 meses n=21; 5meses n=19; 7 meses n = 15. La linea punteada indica
el nivel de corte en HS. HS: corresponde a los sujetos sanos. MBC: Células B de
memoria. TFO: corresponde al tiempo luego del comienzo de la COVID-19.
*p<0.03 por la prueba de Mann-Whitney U en comparacion con los sujetos

sanos. (Fuente: Gurevich et al., 2021).
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Figura 10: Dindmica de la respuesta humoral anti-SARS-CoV-2 alos 1.3y

6.2 meses luego de la infeccion.

A. Resultados de test ELISA para la reactividad plasméatica de anticuerpos IgM e
B. IgG frente a RBD a los 1.3 y 6.2 meses post infecciéon. C. Dot plots de
citometria de flujo que evidencian el porcentaje de células B de memoria doble
positivas para RBD en el mes 1.3 0 6.2 después de la infeccidn en 3 participantes

seleccionados al azar y muestra control. (Fuente: Gaebler et al., 2021).
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PROBLEMA DE INVESTIGACION

En relacion con los datos presentados, si bien hay estudios que demuestran
diferencias en la produccion de IgG contra SARS-CoV-2 segun el grado de
severidad de la enfermedad, también existe evidencia que contradice estos
hallazgos, por lo que aun no se logra comprender el rol de estos anticuerpos en
la infeccion. Ademas, la poblacion de células B necesita ser mas estudiada para
dilucidar el papel de la respuesta inmune humoral en la COVID-19. Por otro lado,
la mayoria de los estudios han sido realizados en poblacién china o europea, por

lo que se requiere mayor data en la poblacion chilena.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

A raiz de este problema, surge la pregunta que da origen a este proyecto la cual
es ¢ Cual es la relacién entre los niveles de 1gG y la poblacién de células B RBD-
especificas con el grado de severidad de la enfermedad COVID-19 en la

poblacién chilena?
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HIPOTESIS

Pacientes chilenos con COVID-19 severo presentan mayores niveles de
anticuerpos IgG y un mayor porcentaje de células B RBD-especificas en

comparacion a pacientes con COVID-19 leve.
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OBJETIVO GENERAL

Relacionar la respuesta inmune humoral anti-SARS-CoV-2 con la severidad de

la enfermedad COVID-19 en wuna cohorte de pacientes chilenos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar los niveles de anticuerpos de clase IgM e IgG anti-SARS-CoV-2
en una cohorte de 60 pacientes chilenos que padecieron COVID-19.

2. Determinar los niveles de anticuerpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2 en una
cohorte de 60 pacientes chilenos que padecieron COVID-19.

3. Determinar el porcentaje de células B RBD especificas contra SARS-CoV-2
en una cohorte de pacientes chilenos que padecieron COVID-19.

4. Asociar los niveles de los anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 y el porcentaje
de células B RBD especificas contra SARS-CoV-2 con la severidad de la
enfermedad en una cohorte de 60 pacientes chilenos que padecieron COVID-

19.
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MATERIALES Y METODOS

7.1 Disefno del estudio

Esta tesis se encuentra enmarcada dentro del proyecto COVID1005 financiado
por ANID, que lleva por titulo “El efecto colateral de la defensa frente al COVID-
19: Analisis de la respuesta inflamatoria y su asociacion con un potencial dafio
pulmonar en pacientes recuperados que cursaron COVID-19 severo, moderado
y asintomético” y corresponde a un estudio observacional y de cohorte
prospectivo. El protocolo del estudio fue previamente registrado en el registro
ISRCTN (ID: ISRCTN16865246) y fue aprobado por el comité ético cientifico
(CEC) del Servicio de Salud Bio Bio (cédigo: CEC113). Los pacientes fueron
reclutados desde el Hospital Regional Dr. Guillermo Grant Benavente de
Concepcion y el Complejo Asistencial Dr. Victor Rios Ruiz de Los Angeles
siguiendo las directrices sugeridas por el tratado STROBE. Al momento de la
inclusién en el estudio, se obtuvo el consentimiento informado firmado, y todos
los métodos se realizaron de acuerdo con la declaracién de Helsinki y las buenas

practicas clinicas (Anexos 1y 2).

7.2 Definicién de la poblacion de estudio

Se incluyeron 60 pacientes con edad mayor o igual a 18 afios y confirmados de
infeccibn por SARS-CoV-2 mediante PCR (del inglés, Polymerase Chain

Reaction) positiva durante los meses de abril a julio de 2020. Los pacientes se
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clasificaron en tres grupos distintos segun la severidad del cuadro agudo. Asi, se
incluyeron un total de 18 pacientes con COVID-19 de sintomatologia leve
(sintométicos, sin diagnéstico de neumonia o hipoxemia), 17 con sintomatologia
moderada (sintomaticos, con diagnodstico de neumonia que requirid
hospitalizacion, sin conexion a ventilacion mecanica invasiva (VMI) y 25 con
sintomatologia severa (con hipoxemia severa, necesidad de VMI y estadia en
UCI). Se excluyeron aquellos pacientes con comorbilidad respiratoria previa
(asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica u otra), pacientes mayores de
70 afos, ademas de participantes con pérdida de seguimiento, historia de
trasladado a otro hospital o ciudad posterior al alta, aquellos en cuidados
paliativos o que tuvieran una discapacidad mental que impidiera completar las
evaluaciones. Ademas, se incluyeron 10 a 12 individuos controles que no
presentaron COVID-19 confirmado por PCR negativo semanal y ausencia de

anticuerpos anti-SARS-CoV-2 al momento de toma de muestra.

7.3 Obtencién de muestras de suero

Para la toma de muestras, se recolectaron muestras de sangre en tubos con gel
separador a los 6 y 12 meses post infeccion. Posteriormente, estas muestras se
centrifugaron a 3500 rpm por 12 minutos para separar el coagulo del suero. El
suero obtenido se utilizO inmediatamente para realizar las mediciones de
anticuerpos segun la metodologia correspondiente sefialada a continuacion.

Cabe mencionar que con las muestras recolectadas a los 6 meses se realizaron
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mediciones de los niveles de IgM, IgG y la determinacion del porcentaje de las
células B RBD especificas anti-SARS-CoV-2, mientras que con las muestras
obtenidas a los 12 meses se realizdé la medicion de IgM, IgG y anticuerpos

neutralizantes (NADs).

7.4 Determinacion de los niveles de anticuerpos de clase IgM e IgG anti-

SARS-CoV-2

Para determinar los niveles de anticuerpos de clase IgM se llevé a cabo un
inmunoensayo de quimioluminiscencia de captura que fue realizado utilizando el
kit MAGLUMI 2019-nCoV IgM (CLIA) comercializado por la empresa SNIBE. Este
ensayo se aplico de forma automatizada utilizando el analizador MAGLUMI 800
para su medicion. El kit cuenta con microperlas magnéticas recubiertas con un
anticuerpo monoclonal anti-lgM humana a las que se agrega 10 pL del suero de
cada paciente junto con el buffer, en donde los anticuerpos generados deben
unirse a las microperlas luego de ser incubados, formando asi inmunocomplejos.
Después de la precipitacion de las perlas en un campo magnético, el
sobrenadante decanta y se realiza un ciclo de lavado. Posteriormente, se agrega
el antigeno recombinante 2019-nCoV marcado con ABEI (N-(4-aminobutill)-N-
etilisoluminol) y se incuba nuevamente para la formacion de complejos. ABEI es
una pequefia molécula no enzimatica con una férmula molecular especial para
mejorar la estabilidad en soluciones acidas y alcalinas. Nuevamente, las perlas

precipitan en un campo magnético, el sobrenadante decanta y debe realizarse
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otro ciclo de lavado. Posteriormente, se agregan los starters 1 + 2 (hidroxido de
sodio (NaOH) al 4% + peroxido de hidrogeno (H202) al + 0,12%) para dar inicio a
la reaccion quimioluminiscente (Figura 11A). La sefial generada es medida por el
analizador como unidades de luz relativas, la cual es proporcional a la

concentracion de IgM anti-SARS-CoV-2 de la muestra (SNIBE, 2020).

Para la determinacion de los niveles de anticuerpos de clase IgG se realizé un
inmunoensayo de guimioluminiscencia indirecto, el cual fue realizado utilizando
el kit MAGLUMI 2019-nCoV IgG (CLIA) distribuido también por la empresa
SNIBE. Este kit, a diferencia del anterior, cuenta con microperlas magnéticas
recubiertas con los antigenos recombinantes N y S del SARS-CoV-2. El
procedimiento es el mismo que en el caso del kit anterior, sin embargo, para
detectar los anticuerpos IgG producidos por el paciente se utilizan anticuerpos
anti-lgG humanos marcados también con ABEI, como se indica en la Figura 11B.
La sefial generada fue medida por el analizador MAGLUMI 800 y fue proporcional
a la concentracién de I1gG anti-SARS-CoV-2 de la muestra (SNIBE, 2020). Cabe
destacar que para ambos kits se considera reactivo un resultado mayor o igual a

1.00 AU/mL (21.00 AU/ mL) (SNIBE, 2020).
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Figura 11: Esquematizacion de la metodologia CLIA.

A. Inmunoensayo de quimioluminiscencia de captura para IgM. B. Inmunoensayo
de quimioluminiscencia indirecto para IgG. Ac: anticuerpo. Ag: Antigeno. Figura

realizada en Biorender.
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7.5 Determinacion de los niveles de anticuerpos neutralizantes anti-SARS-

CoV-2

Para la determinacion de los niveles de anticuerpos neutralizantes (NAbs), se
realizdO un ensayo de quimioluminiscencia competitivo, mediante el kit
MAGLUMI® SARS-CoV-2 Neutralizing Antibody (CLIA), el cual también se hizo
de forma automatizada utilizando el analizador MAGLUMI 800. Esta prueba se
basa en el principio de que los anticuerpos neutralizantes son capaces de
bloguear la interaccién del dominio RBD de la proteina S del SARS-CoV-2 y el
receptor ACE2. Es por esto que para llevarse a cabo, la muestra de suero, las
microperlas magnéticas unidas al antigeno ACE2 y la porcion RBD recombinante
del SARS-CoV-2 unida a ABEI se mezclan y son incubadas. Aqui es cuando los
NAbs presentes en la muestra compiten con el antigeno ACE2 inmovilizado en
las perlas magnéticas para unirse a la porcion RBD recombinante del virus. Luego
de la precipitacion en un campo magnético, el sobrenadante decanta y se realiza
un ciclo de lavado. En seguida, se agregan los starters 1y 2 para que ABEI inicie
la reaccién quimioluminiscente que sera cuantificada por el analizador. La sefial
fue medida como unidades de luz relativas, la cual es inversamente proporcional
a la concentracion de NAbs presentes en la muestra (Figura 12) El analizador
automaético es capaz de calcular la concentracién de cada muestra por medio de
una curva de calibracion de 2 puntos, expresando los resultados en pg/mL

(Rango lineal de 0.050-30 pg/mL) (SNIBE, 2020)
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Figura 12: Esquematizacion del Inmunoensayo de quimioluminiscencia

competitivo para la deteccion de NAbs.
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7.6 Determinacion del porcentaje de células B RBD especificas anti-SARS-
CoV-2.

Para realizar la determinacion de las células B RBD-especificas, se utilizaron solo
34 muestras de células mononucleares previamente aisladas desde sangre
periférica de los participantes y almacenadas a -80°C. De estas muestras, 10

correspondian a pacientes leves, 8 a moderados y 16 a severos.

7.6.1 Tratamiento de las muestras

Las células mononucleares criopreservadas a -80°C fueron descongeladas en un
bafio termorregulado, rapidamente se les agregdé medio RPMI enriquecido al 10%
con suero fisioloégico antes de realizarse una separacion mediante Ficoll a 2000
rpm por 20 minutos con el fin de eliminar las células muertas. Tras la separacion,
se extrajo el anillo correspondiendo a las células mononucleares y
posteriormente se lavaron con buffer PBS (del inglés, phosphate buffered saline)
durante una centrifugacion a 1400 rpm por 5 minutos. Se descartd el
sobrenadante tras la centrifugacion y el pellet obtenido se resuspendio en 800 pL

de MACS buffer.

A continuacion, el recuento celular se realiz6 utilizando 10 pL de muestra'y 90 uL
del reactivo azul de tripano como indicador de muerte celular. Una pequefa
alicuota de esta mezcla fue utilizada para realizar el recuento en el microscopio

y por medio del uso de una camara de Neubauer.
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7.6.2 Uso del kit de anélisis de células B anti-SARS-CoV-2

El primer paso para la implementacion de este kit fue resuspender 10 ug del RBD
recombinante del SARS-CoV-2 asociado a biotina en 100 uL de agua
desionizada, filtrada y estéril con el fin de obtener una concentracion de 0,1

mg/mL de la proteina recombinante.

Tras la reconstitucion de la proteina, se procedié a preparar dos soluciones del
tetrAmero-RBD por medio de la mezcla del RBD recombinante del SARS-CoV-2
asociado a biotina y estreptavidina PE o PE-Vio 770 (50 pL/mL),
respectivamente, con los valores que se indican en la Tabla 1. Una vez
preparadas las soluciones de ambos tetrdmeros, se incubaron a temperatura

ambiente por 15 minutos (Miltenyi Biotec, 2021).

Posteriormente, se procedio a realizar la mezcla de anticuerpos y sus fluoroforos
respectivos a utilizar para el marcaje de células B (Tabla 2), ademas de los
tetrameros RBD-PE y RBD-PE-Vio 770 encargados del reconocimiento

especifico de las células B RBD especificas (Figura 13).

Esta mezcla se repartido entre las 34 muestras y, ademas, se consideré una
muestra control la cual posee el marcaje con anticuerpos y estreptavidina unida
a los fluoroforos PE y PE-Vio 770, pero no la presencia de la proteina RBD

recombinante.

Las muestras preparadas se incubaron a 4°C por 2 horas antes de su medicion

en el citdmetro de flujo.
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Tabla 1: Volimenes en utilizados para la formacién de los tetrameros RBD-PE

y RBD-PE-Vio 770.

Soluciéon

tetramero-RBD

RBD recombinante

unido a biotina (pL)

Streptavidina-PE o

PE-Vio 770 (L)

PEB buffer (L)

Tetramero-RBD-PE

6,8

54

32,9

Tetramero-RBD-PE-

Vio 770

13,5

10,8

65,7
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Tabla 2: Detalle de los anticuerpos y fluoréforos utilizados para el marcaje de

células B RBD especificas y su medicion mediante de citometria de flujo.

Anticuerpo Fluoréforo
Anti-CD20 APC Vio770
Anti-IgM APC
Anti-IgG VioBlue
Anti-CD27 VioBright B5
Tetramero-RBD-PE PE
Tetramero RBD-PE-Vio 770 PEVio770
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Biotina/Estreptavidina

£
PE-Vio 770

Célula B

Figura 13: Los tetrameros RBD-PE y RBD-PE-Vio 770 reconocen a la célula

B RBD especifica.

Los tetrameros de RBD se forman cuando la biotina que viene unida a la porcion
RBD es capaz de unirse a la estreptavidina conjugada con los fluoréforos PE o
PE-Vio 770. Si la célula es capaz de unirse a ambos tetrAmeros entonces se
considera una célula RBD especifica anti-SARS-CoV-2. Figura realizada en

Biorender.
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7.7 Asociacion de los niveles de los anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 y el
porcentaje de células B RBD especificas anti-SARS-CoV-2 con la severidad
de la enfermedad COVID-19

Para llevar a cabo este objetivo, se realizé un analisis de cada uno de los
resultados obtenidos en los experimentos realizados por cada metodologia y se
compararon de acuerdo con los niveles de severidad del cuadro que cada
paciente haya presentado (severo, moderado o leve). Ademas, se utilizé una
segunda clasificacion en donde se dividieron segun el padecimiento o no del
sindrome de distrés respiratorio agudo o ARDS (por sus siglas en inglés, Acute
respiratory distress syndrome). También se incluyeron como marcadores de
severidad el haber presentado secuelas pulmonares estructurales, las que fueron
determinadas por un médico mediante la observacion y la deteccion de
anomalias en tomografias computarizadas (TC) de térax que fueron tomadas
para cada paciente, o secuelas pulmonares funcionales que fueron determinadas
gracias al puntaje obtenido por cada paciente luego del examen DLCO (Prueba
de difusién de mondxido de carbono) que corresponde a una prueba funcional
del aparato respiratorio en donde se realiza una evaluacion de la capacidad de
los pulmones para transferir el oxigeno a la sangre. Finalmente, también se
incluyeron comorbilidades como alteraciones del metabolismo glucidico
(resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo 2) notificadas pre y post infeccién
por COVID-19. Las alteraciones del metabolismo glucidico pre-COVID-19 fueron

consideradas segun lo notificado por cada paciente, mientras que las
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alteraciones del metabolismo glucidico post-COVID-19 fueron calculadas
utilizando un valor de glicemia mayor a 100 mg/dL en ayuna para diabetes
mellitus tipo 2 y un valor de HOMA-IR mayor a 2,5 para resistencia a la insulina.
Los valores para estos parametros fueron recaudados segun los examenes de
laboratorio realizados a los pacientes durante su participacion en el proyecto

COVID100s5.

Las comparaciones fueron realizadas mediante andlisis estadistico utilizando el
software GraphPad Prism 9, con el fin de establecer relacién entre el desarrollo
de la respuesta inmune humoral y la severidad de la enfermedad COVID-19 en

pacientes chilenos.

Cabe destacar que todos los ensayos fueron realizados bajo los protocolos
correspondientes de bioseguridad y bioética, y la eliminacién de los desechos y
restos bioldgicos fueron realizados bajo lo estipulado por el Plan de Manejo de

Sustancias y Residuos Peligrosos de la Universidad de Concepcién. (Anexo 3).
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RESULTADOS

8.1 Caracteristicas de la cohorte en estudio

El estudio incluyé 60 pacientes que padecieron COVID-19, los cuales cursaron
la enfermedad con distintos niveles de severidad clasificados en leves,
moderados y severos. En la Tabla 3 se describen detalladamente sus
caracteristicas donde se considera severidad, sexo, edad, IMC (indice de Masa
Corporal), padecimiento de ARDS, antecedentes de metabolismo glucidico
alterado pre o post infeccién por COVID-19 (diabetes o resistencia a la insulina),

tomografia computarizada de térax alterada y DLCO alterado.
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Tabla 3: Caracteristicas de los pacientes COVID-19 seleccionados para el

estudio
Total Leve Moderado Severo
Sexo (n=60) (n=18) (n=17) (n=25)
Masculino 32 (53,33%) 6 (33,33%) 11 (64,71%) 15 (60,00%)
Femenino 28 (46,67%) 12 (66,66%) 6 (35,29%) 10 (40,00%)
46,42 + 13,13 || 39,28 +14,36 || 47,53 +11,19 || 50,80+ 11,62
Edad (afios)
(20-74) (20-69) (27-66) (27-74)
31,07 £ 4,97 29,47 £5,13 31,30+2,61 32,06 +£5,88
IMC (kg/m?)
(18,50-42,50) (18,50-38,04) (27,50-36,40) (20,86-42,50)
ARDS 34 (56,67%) 0 (0%) 10 (58,82%) 24 (96,00%)
MGA pre COVID-19
19 (31,67%) 0 (0%) 10 (58,82) 9 (36,00%)
(Rl'y DM2)
Secuelas pulmonares
14 (23,33%) 1 (5,56%) 6 (25,00%) 7 (28,00%)
(TCy DLCO)
TC alterada 23 (38,33%) 3 (16,67%) 5 (29,41%) 15 (60,00%)

DLCO alterado

5 (8,33%)

3 (16,67%)

2 (11,77%)

0 (0%)

MGA post COVID-19
(Rl y DM2)

25 (41.67%)

9 (50,00%)

5 (29,41%)

11 (44,00%)

Valores expresados en promedio (porcentaje respecto al total de pacientes) +
desviacién estandar (rango). ARDS: Sindrome de distrés respiratorio agudo.
MGA: Metabolismo glucidico alterado. RI: Resistencia a la insulina. DM2:
Diabetes Mellitus Tipo 2. TC: Tomografia computarizada. DLCO: Prueba de

difusion de mondéxido de carbono.
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8.2 Niveles de anticuerpos de clase IgM e IgG anti-SARS-CoV-2 a los 6
meses post infeccién y su asociaciéon con la severidad cursada durante la
COVID-19.

Luego de realizada la primera toma de muestra a los 6 meses post infeccion, se
procedio a hacer la determinacion de los niveles de anticuerpos IgM e IgG anti-
SARS-CoV-2 mediante la metodologia CLIA antes mencionada. Los resultados
obtenidos fueron analizados en el software GraphPad Prism 9, relacionando los
valores con parametros como la severidad de los sintomas presentados durante
la infeccidn, el haber cursado con o sin ARDS, secuelas pulmonares estructurales
(TC) y funcionales (DLCO) y alteraciones en el metabolismo glucidico pre y post

infeccién por COVID-19.

En cuanto a los anticuerpos IgM y la severidad presentada por los pacientes, no
se observaron diferencias significativas de estos en los valores entre los 3 grupos
de pacientes (Figura 14A y B). Sin embargo, los pacientes con sintomatologia
moderada obtuvieron niveles significativamente mas altos que los controles
sanos (Figura 14A) (p=0,0487). También cabe mencionar que una gran parte de
los pacientes, independiente de la severidad, presentan niveles de IgM inferiores
a 1.00 AU/mL, considerdndose valores no reactivos o negativos segun el kit

utilizado.

Por otro lado, en cuanto a los resultados obtenidos luego del analisis de los

niveles de IgG, no se registraron diferencias significativas entre los pacientes que
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cursaron un cuadro severo versus los que sufrieron uno moderado. No obstante,
si se registraron diferencias importantes entre los pacientes que padecieron
COVID-19 severo versus los pacientes leves, donde los primeros tienen niveles
de IgG significativamente mayores (p=0,0002) (Figura 14C y D). Algo similar se
observo tras la comparacion de los niveles de anticuerpos IgG entre los pacientes
moderados y leves, donde los moderados también registraron niveles de

anticuerpos IgG mayores a los generados en pacientes leves (p= 0,0006).
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Figura 14: Niveles séricos de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 luego de 6

meses post infeccidon en pacientes severos, moderados y leves.

A. Niveles de IgM segun severidad tras 6 meses luego del comienzo de la

infeccion determinados mediante CLIA indirecto. B. Niveles de IgM segun

severidad tras 6 meses luego del comienzo de la infeccidn sin grupo control. C.

Niveles de IgG segun severidad tras 6 meses luego del comienzo de la infeccion

determinados mediante CLIA de captura. D. Niveles de IgG segun severidad tras

6 meses luego del comienzo de la infeccion sin grupo control. La linea roja
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punteada indica el valor en que los resultados son considerados reactivos (=1.00
AU/ mL). Para el analisis estadistico de los resultados se aplicO una prueba
ANOVA, en donde se considerd significativo un valor p<0,05. AU: Unidades

arbitrarias. CLIA: Inmunoensayo quimioluminiscente.
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A continuacion, los niveles de anticuerpos IgG e IgM a los 6 meses post infeccion
se compararon segun el padecimiento del sindrome de distrés agudo (ARDS)
durante el cuadro infeccioso. Para anticuerpos IgM, no se observaron diferencias
entre ambos grupos (Figura 15A y B). Sin embargo, para anticuerpos IgG se
observa que los pacientes que padecieron ARDS durante la COVID-19 tienen
niveles significativamente mas alto que aquellos que no (Figura 15C y D) (p=

0,0004).
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Figura 15: Niveles séricos de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 luego de 6

meses post infeccidon en pacientes que padecieron o no ARDS.

A. Niveles de IgM segun padecimiento de ARDS tras 6 meses luego del comienzo
de la infeccion determinados mediante CLIA indirecto. B. Niveles de IgM segun
padecimiento de ARDS tras 6 meses luego del comienzo de la infeccién sin grupo
control. C. Niveles de IgG segun padecimiento de ARDS tras 6 meses luego del

comienzo de la infeccion determinados mediante CLIA de captura. D. Niveles de
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IgG segun padecimiento de ARDS tras 6 meses luego del comienzo de la
infeccion sin grupo control. La linea roja punteada indica el valor en que los
resultados son considerados reactivos (21.00 AU/ mL). Para el andlisis
estadistico de los resultados de A y C se aplicé una prueba ANOVA, mientras
que para B y D se realiz6 la prueba de Mann-Whitney. Para ambas se considero
significativo un valor p<0,05. AU: Unidades arbitrarias. CLIA: Inmunoensayo

quimioluminiscente. ARDS: Sindrome de distrés respiratorio agudo.
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El siguiente analisis, se hizo con los niveles de anticuerpos IgM e IgG y las
secuelas pulmonares reportadas a través de examenes médicos realizados en la
cohorte (tomografia computarizada de térax y DLCO). No se observé ninguna
relacion entre los valores de IgM y las secuelas pulmonares, ya sea en pacientes
que presentaron un TC alterado, DLCO alterado o ambos (Figura 16A). Sin
embargo, la situacion vuelve a ser distinta cuando se observa lo obtenido para
anticuerpos 1gG, ya que aquellos pacientes con TC alterado, es decir, en los
cuales se reportaron secuelas estructurales, tienen niveles de anticuerpos
significativamente mas altos que pacientes no secuelados (p= 0,0232) (Figura
16B). Esta diferencia no se observa en pacientes que solo manifestaron secuelas
funcionales (DLCO alterado), pero si en aquellos con ambos parametros

alterados (TC y DLCO).
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Figura 16: Niveles séricos de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 luego de 6
meses post infeccion en pacientes con secuelas pulmonares y no

secuelados.

A. Niveles de IgM segun secuelas pulmonares tras 6 meses luego del comienzo
de la infeccion determinados mediante CLIA indirecto. B. Niveles de 1gG segun
secuelas pulmonares tras 6 meses luego del comienzo de la infeccion
determinados mediante CLIA de captura. La linea roja punteada indica el valor
en que los resultados son considerados reactivos (=21.00 AU/ mL). Para el analisis
estadistico de los resultados se aplicO una prueba ANOVA, en donde se
consider6 significativo un valor p<0,05. AU: Unidades arbitrarias. CLIA:
Inmunoensayo quimioluminiscente. TC: Tomografia computarizada. DLCO:

Prueba de difusion de monéxido de carbono.
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La ultima comparacion se realiz6 con las alteraciones registradas en el
metabolismo glucidico donde se incluyd resistencia a la insulina y diabetes
mellitus tipo 2 pre y post infecciébn por COVID-19. Para anticuerpos IgM no se
observaron diferencias entre los grupos de pacientes (Figura 17A), mientras que,
para IgG, se observan niveles significativamente mayores para los pacientes que
tenian registros de metabolismo glucidico alterado pre infeccion por COVID-19
en comparacion con aquellos que tuvieron un metabolismo normal durante todo
el estudio (p=0,0046) y también con aquellos que desarrollaron alguna alteracion

post COVID-19 (p=0,0021) (Figura 17B).
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Figura 17: Niveles séricos de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 luego de 6
meses post infeccion en pacientes con MG normal o alterado pre o post

COVID-19.

A. Niveles de IgM segun alteraciones en el metabolismo glucidico tras 6 meses
luego del comienzo de la infeccién determinados mediante CLIA indirecto. B.
Niveles de IgG segun alteraciones en el metabolismo glucidico tras 6 meses
luego del comienzo de la infeccion determinados mediante CLIA de captura. La
linea roja punteada indica el valor en que los resultados son considerados
reactivos (=1.00 AU/ mL). Para el andlisis estadistico de los resultados se aplico
una prueba ANOVA, en donde se consider6 significativo un valor p<0,05. AU:
Unidades arbitrarias. CLIA: Inmunoensayo quimioluminiscente. MG: Metabolismo

glucidico.
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8.3 Niveles de anticuerpos de clase IgM e IgG anti-SARS-CoV-2 a los 12
meses post infeccién y su asociacion con la severidad cursada durante la
COVID-19.

La segunda toma de muestra fue realizada 12 meses post infeccion por COVID-
19. Cabe aclarar que a esta fecha la mayoria de los participantes del estudio
(75%) se encontraban ya vacunados con una o dos dosis de las vacunas Pfizer
(28%) o Sinovac (72%) (Tabla 4). Es probable que exista un sesgo en estos
resultados debido al proceso de vacunacion, sin embargo, son presentados en

esta tesis y fueron analizados con fines académicos.

Los niveles de anticuerpos IgM e IgG obtenidos a los 12 meses se analizaron de
la misma forma que los obtenidos a los 6 meses. Asi, la primera comparacion
realizada fue de acuerdo con la clasificacion por severidad. Los datos recaudados
muestran que para IgM no se observan diferencias entre los grupos (Figura 18A
y B). Ademéds, cabe mencionar que casi la totalidad de los pacientes, indiferente
de su severidad, presentan valores IgM considerados no reactivos (<1.00 AU/
mL). En este sentido en comparacion a los 6 meses, todos los pacientes leves
registran valores no reactivos (Figura 18A). Para IgG se observa algo similar a lo
detectado a los 6 meses. Los valores de estos anticuerpos son significativamente
mayores para pacientes severos en comparacion con pacientes leves
(p=0,0119), sin embargo, esta diferencia ya no se observa en pacientes que

cursaron con COVID-19 moderado (Figura 18C y D).
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Tabla 4: Detalle del esquema de vacunacién alcanzado a los 12 meses post

infeccion.
Paciente Vacunado vac'l:lr?a do Pfizer || Sinovac || Dosis Fedcohsai\sl° FedcohsaiISZ"
| covip-1 || x| I | x ]| 2 | 19-03-2021 || 16-04-2021 |
|_covib-2 | L x | Lo | I |
| covip-3 || x| I | x ]| 2 [ 22-03-2021 || 19-04-2021 |
|_covio4 | L x| | Lo | I |
| covips || x| I | x || 2 || 15-03-2021 || 06-05-2021 |
| covio6 | L x| I Lo | I |
| covip-7 || x| I | x || 2 | 09-02-2021 || 09-03-2021 |
| covip-8 || x| | x| | 2 || 24-05-2021 || 21-06-2021 |
| covibg || x| x| | 2 || 25-12-2020 || 14-01-2021 |
|_covip-10 || L x| | Lo | I |
| covip-11 | L x| I Lo | I |
| covip-12 || x| I I x ]| 2 [ 17-03-2021 || 14-04-2021 |
| covip-13 || L x I Lo | I |
| covip-14 || x| | x| | 2 || 11-03-2021 || 08-04-2021 |
| covip-1s || x| x| | 2 |[ 09-03-2021 || 06-04-2021 |
| covib-1i6 || x| I | x || 2 || 29-03-2021 || 03-05-2021 |
|_covip-17_| L x| I Lo | I |
|_covip-18 || L x| I Lo | I |
|_covip-19 || L x | Lo | I |
|_covip-20 | L x| I Lo | I |
|_covip-21 | L x| I Lo | I |
| covip-22 || x| I | x || 2 |[ 15-02-2021 || 15-03-2021 |
| covib-23 || x| I | x || 2 | 04-02-2021 || 04-02-2021 |
| covip24 || x| I | x ]| 2 [ 12-03-2021 || 09-04-2021 |
| covib-2s5 || x| | x| | 2 || 25-12-2020 || 09-04-2021 |
| covib-26 || x| I | x || 2 ]| 09-03-2021 || 06-04-2021 |
| covib-27 || x| | x| | 2 || 10-03-2021 || 08-04-2021 |
| covip-2s || x| I I x ]| 2 | 12-02-2021 || 12-03-2021 |
| covip-29 || x| I | x || 2 ] 09-02-2021 || 09-03-2021 |
| covip30 || x| I | x ]| 1 | 18-03-2021 || |
| covip-31 || x| I x| || 07-04-2021 || 09-05-2021 |
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COVID-32

|

| covip-33 || x| I I | 2 || 26-02-2021 || 26-03-2021 |
| covip-34 || x| I | | 2 |[ 17-01-2021 || 17-02-2021 |
| covip-3s || x| I | x || 2 | 23-03-2021 || 20-04-2021 |
| covip-36 || x| I | x || 2 | 18-03-2021 || 15-04-2021 |
| covip-37 || x| I | | 2 || 11-06-2021 || 09-07-2021 |
|_covip-38 | | I I Lo | I |
| covip39 || x| I | x || 2 | 17-03-2021 || 17-04-2021 |
|_covip-40_| | I I Lo | I |
| covip41 || x| I | | 1 || 24-05-2021 || |
| covib-42 || x| I | x || 2 | 11-03-2021 || 02-04-2021 |
| covip-43 || x| I | x || 2 || 11-03-2021 || 08-04-2021 |
| covip44 || x| I I x ]| 2 [ 03-02-2021 || 03-03-2021 |
| covib-45 || x| I | x || 2 | 15-02-2021 || 15-03-2021 |
| covib-46 || x| | | x || 2 | 09-02-2021 || 09-02-2021 |
|_covip-47_|| I I I Lo | I |
| covip-48 || x| I | x || 2 | 15-02-2021 || 15-03-2021 |
| covib-49 || x| I | x || 2 ] 02-03-2021 || 30-03-2021 |
| covipso || x| I | x ]| 2 | 02-03-2021 || 01-04-2021 |
| covibs1 || x| I I | 2 || 10-03-2021 || 09-04-2021 |
| covips2 || x| I I |l 2 | 25-02-2021 || 18-03-2021 |
| covips3 || x| I | x || 2 |[ 12-03-2021 || 12-04-2021 |
| covips4 || x| I | x || 2 | 15-02-2021 || 15-03-2021 |
| covibss || x| I | x || 2 ]| 15-02-2021 || 15-03-2021 |
| covipse || x| I I x ]| 2 [ 29-03-2021 || 26-04-2021 |
| covibs7 || x| I | | 2 || 10-05-2021 || 07-06-2021 |
| covipsg || x| I | x || 2 ] 13-02-2021 || 13-03-2021 |
| covips9 || x| I | x ]| 2 | 03-02-2021 || 03-03-2021 |
| covip-60 || x| I | x ]| 2 | 03-02-2021 || 03-03-2021 |
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Figura 18: Niveles séricos de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 luego de 12

meses post infeccidon en pacientes severos, moderados y leves.

A. Niveles de IgM segun severidad tras 12 meses luego del comienzo de la
infeccion determinados mediante CLIA indirecto. B. Niveles de IgM segun
severidad tras 12 meses luego del comienzo de la infeccion sin grupo control. C.
Niveles de IgG segun severidad tras 12 meses luego del comienzo de la infeccion
determinados mediante CLIA de captura. D. Niveles de IgG segun severidad tras

12 meses luego del comienzo de la infeccidon sin grupo control. La linea roja
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punteada indica el valor en que los resultados son considerados reactivos (=1.00
AU/ mL). Para el analisis estadistico de los resultados se aplic6 una prueba
ANOVA, en donde se considerd significativo un valor p<0,05. AU: Unidades

arbitrarias. CLIA: Inmunoensayo quimioluminiscente.
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En cuanto a la distribucién de los pacientes segun el padecimiento o no de ARDS
durante la infeccién, para IgM nuevamente no se observa ninguna diferencia
(Figura 19A y B). Algo similar ocurre para IgG donde el haber cursado distrés
respiratorio ya no se encuentra asociado a la mayor produccion de los niveles de
anticuerpos (Figura 19C). Sin embargo, al realizar el analisis estadistico sin el
grupo control (Figura 19D) se puede observar que se la diferencia entre los
grupos se vuelve significativa, aunque en menor medida que a los 6 meses

(Figura 15D).
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Figura 19: Niveles séricos de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 luego de 12

meses post infeccidn en pacientes que padecieron o no ARDS.

A. Niveles de IgM segun padecimiento de ARDS tras 12 meses luego del
comienzo de la infeccion determinados mediante CLIA indirecto. B. Niveles de
IgM segun padecimiento de ARDS tras 12 meses luego del comienzo de la
infeccidn sin grupo control. C. Niveles de IgG segun padecimiento de ARDS tras
12 meses luego del comienzo de la infeccion determinados mediante CLIA de
captura. D. Niveles de IgG segun padecimiento de ARDS tras 12 meses luego

del comienzo de la infeccién sin grupo control. La linea roja punteada indica el

79



valor en que los resultados son considerados reactivos (=1.00 AU/ mL). Para el
andlisis estadistico de los resultados de A y C se aplicd una prueba ANOVA,
mientras que para B y D se realizé la prueba de Mann-Whitney. Para ambas se
consider6 significativo un valor p<0,05. AU: Unidades arbitrarias. CLIA:

Inmunoensayo quimioluminiscente. ARDS: Sindrome de distrés respiratorio

agudo.
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Tras realizar los andlisis de acuerdo con las secuelas pulmonares, para
anticuerpos IgM a los 12 meses, no se observan diferencias significativas
relacionadas a ningun tipo de secuela, ya sea estructural (TC), funcional (DLCO)

0 ambas (TC y DLCO) (Figura 20A).

En relacion con los anticuerpos IgG, tampoco se observan diferencia entre los 3
grupos (Figura 20B) a diferencia de lo observado a los 6 meses en donde estos
anticuerpos tenian valores mas altos en pacientes con secuelas pulmonares
estructurales. En esta ocasion, se observa una gran dispersion en la gréafica y

niveles similares entre los grupos.
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Figura 20: Niveles séricos de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 luego de 12
meses post infeccibn en pacientes con secuelas pulmonares y no

secuelados.

A. Niveles de IgM segun secuelas pulmonares tras 12 meses luego del comienzo
de la infeccién determinados mediante CLIA indirecto. B. Niveles de IgG segun
secuelas pulmonares tras 12 meses luego del comienzo de la infeccidon
determinados mediante CLIA de captura. La linea roja punteada indica el valor
en que los resultados son considerados reactivos (=1.00 AU/ mL). Para el analisis
estadistico de los resultados se aplicé una prueba ANOVA, en donde se
considerd significativo un valor p<0,05. AU: Unidades arbitrarias. CLIA:
Inmunoensayo quimioluminiscente. TC: Tomografia computarizada. DLCO:

Prueba de difusion de mondéxido de carbono.
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Finalmente, en relacion con las alteraciones en el metabolismo glucidico, estas
no influyeron en la produccion de ninguno de las dos clases de anticuerpos. Para
anticuerpos IgM no se observan diferencias entre los grupos y nuevamente se
observa que la mayoria de los valores se encuentran bajo 1 AU/mL,
considerandose no reactivos (Figura 21A). En el caso de IgG, nuevamente se
perdio la diferencia observada a los 6 meses para anticuerpos IgG, por lo que ya
no se observan diferencias y la produccion de estos es muy similar en todos los

grupos (Figura 21B)
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Figura 21: Niveles séricos de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 luego de 12
meses post infeccion en pacientes con MG normal o alterado pre o post

COVID-19.

A. Niveles de IgM segun alteraciones en el metabolismo glucidico tras 12 meses
luego del comienzo de la infeccién determinados mediante CLIA indirecto. B.
Niveles de IgG segun alteraciones en el metabolismo glucidico tras 12 meses
luego del comienzo de la infeccién determinados mediante CLIA de captura. La
linea roja punteada indica el valor en que los resultados son considerados
reactivos (21.00 AU/ mL). Para el analisis estadistico de los resultados se aplico
una prueba ANOVA, en donde se considero significativo un valor p<0,05. AU:
Unidades arbitrarias. CLIA: Inmunoensayo quimioluminiscente. MG: Metabolismo

glucidico.
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8.4 Niveles de anticuerpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2 a los 12 meses
post infeccidn y su asociacion con la severidad cursada durante la COVID-
19.

La medicion de anticuerpos neutralizantes solo se realizé a los 12 meses post
infeccion. Es por esta raz6n los valores obtenidos podrian encontrarse sesgados
también por efecto del proceso de vacunacioén del cual los pacientes fueron
participes aproximadamente 3 meses antes de la toma de muestra (Tabla 4). Sin
embargo, estos datos fueron tratados estadisticamente y son presentados en

esta tesis.

La primera relacion se realizé con los grupos definidos por severidad, donde si
bien, no se observaron diferencias significativas entre pacientes pertenecientes
a los grupos severos, moderados y leves (Figura 22), si se obtuvieron tras realizar
el analisis en pacientes que cursaron 0 no con distrés respiratorio durante el
cuadro (Figura 23). Se observa entonces que aquellos pacientes que fueron
diagnosticados con ARDS presentan valores significativamente mayores de
anticuerpos neutralizantes que aquellos que no (p=0,0001), relacién que se
condice con los hallazgos encontrados para anticuerpos IgG a los 6 meses luego

del comienzo de la infeccion por SARS-CoV-2.

85



301 - -Go000089 - - 0000 -~ --@----~-~-=--== 30 - - 00000000 - - -0 00O -~~~ -~ QPrssnee
20 P ° s
. - | 20~
E ° B ¢ o
2 —— 2 ® —o0—
10+ 8 10—
(o]
“o iyl o, OOO 8
Q
o °85 oo offe ©°g° oo
o 0802 s o °
0 R Q l_'_l_m_ 0 P o .L’:._

L
Severo Moderado Leve Control Severo Modelrado Leve

Grupos de pacientes Grupos de pacientes
Figura 22: Niveles séricos de anticuerpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2

luego de 12 meses post infeccion segun la severidad de COVID-19.

A. Niveles de anticuerpos neutralizantes tras 12 meses luego del comienzo de la
infeccion determinados mediante CLIA competitivo en pacientes leves,
moderados y severos. B Niveles de anticuerpos neutralizantes tras 12 meses
luego del comienzo de la infeccion en pacientes leves, moderados y severos sin
grupo control. La linea roja punteada indica el valor de deteccion maximo
permitido por el kit (30 pg/mL). Para el analisis estadistico de los resultados se
aplicoé una prueba ANOVA, en donde se considero significativo un valor p<0,05.
AU: Unidades arbitrarias. CLIA: Inmunoensayo quimioluminiscente. ARDS:

Sindrome de distrés respiratorio agudo.
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Figura 23: Niveles séricos de anticuerpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2

luego de 12 meses post infeccion en pacientes que padecieron o no ARDS.

A. Niveles de anticuerpos neutralizantes tras 12 meses luego del comienzo de la
infeccién determinados mediante CLIA competitivo en pacientes que padecieron
0 no ARDS. B. Niveles de anticuerpos neutralizantes tras 12 meses luego del
comienzo de la infeccidon en pacientes que padecieron o no ARDS sin grupo
control. La linea roja punteada indica el valor de deteccidon maximo permitido por
el kit (30 pg/mL). Para el andlisis estadistico de los resultados de A se aplicd una
prueba ANOVA, mientras que para B se realiz6 la prueba de Mann-Whitney. Para
ambas se consider6 significativo un valor p<0,05. AU: Unidades arbitrarias. CLIA:

Inmunoensayo quimioluminiscente. ARDS: Sindrome de distrés respiratorio

agudo.

87



En relaciéon con las secuelas pulmonares, aquellos pacientes que presentaron
una TC de torax alterada evidenciando dafio estructural en sus pulmones tienen
valores de anticuerpos neutralizantes mayores que aquellos pacientes que no
cursaron con ningun tipo de secuela pulmonar (p=0,0079). Esta diferencia
también se observo en aquellos pacientes en donde se reportaron secuelas tanto
funcionales como estructurales (p= 0,0135), sin embargo, no se observan en
pacientes que solo cursaron con secuelas funcionales (DLCO) (Figura 24).
Ademas, estos hallazgos son muy similares a las observados para anticuerpos

IgG a los 6 meses luego del comienzo de la infeccion (Figura 16B).
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Figura 24: Niveles séricos de anticuerpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2
luego de 12 meses post infeccidn en pacientes con secuelas pulmonares y

no secuelados.

Niveles determinados mediante CLIA competitivo. La linea roja punteada indica
el valor de deteccion maximo permitido por el kit (30 pg/mL). Para el andlisis
estadistico de los resultados se aplicé una prueba ANOVA, en donde se
considerd significativo un valor p<0,05. AU: Unidades arbitrarias. CLIA:
Inmunoensayo quimioluminiscente. TC: Tomografia computarizada. DLCO:

Prueba de difusion de monéxido de carbono.
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De acuerdo con las alteraciones del metabolismo glucidico, se observé que los
pacientes con antecedentes de Rl o DM2 pre infeccion por COVID-19 tenian
mayores niveles de anticuerpos neutralizantes que aquellos que no cursaron con
alteraciones en el metabolismo glucidico (p=0,0051) y también mayores que
aquellos que presentaron Rl o DM2 como secuela tras la enfermedad (p=0,0037)
(Figura 25). Ademas, estos hallazgos son muy similares a las relaciones
observadas con la produccion de anticuerpos IgG a los 6 meses post infeccion

(Figura 17B).
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Figura 25: Niveles séricos de anticuerpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2
luego de 12 meses post infeccion en pacientes con MG normal o alterado

pre o post COVID-19.

Niveles determinados mediante CLIA competitivo. La linea roja punteada indica
el valor de deteccion méaximo permitido por el kit (30 pg/mL). Para el analisis
estadistico de los resultados se aplicO una prueba ANOVA, en donde se
consider6 significativo un valor p<0,05. AU: Unidades arbitrarias. CLIA:

Inmunoensayo quimioluminiscente. MG: Metabolismo glucidico.
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8.5 Porcentaje de células B RBD especificas anti-SARS-CoV-2 alos 6 meses
post infeccidn y su asociacion con la severidad cursada durante la COVID-
19.

Para determinar el porcentaje de las células B RBD especificas anti-SARS-CoV-
2 se analizaron los datos obtenidos luego de realizar la citometria de flujo
mediante el software FlowJo 7.6. En la Figura 26, se muestra la estrategia de
gating utilizada en donde primero se realizé la seleccion de linfocitos segun su
tamafno y granularidad (Figura 26A) y luego la determinacion del singlete para
descartar agregados celulares (Figura 26B). A partir esta poblacion, se
seleccionaron las células positivas para CD20, separandolas en CD20+ (que
corresponden a células B) y CD20- (Figura 26C). De las células B CD20+, se
determiné la poblacion de interés que corresponde a las células B RBD+. Para
ello, se utilizé la muestra control como referencia para realizar el gating (Figura
26D) quedando determinada la presencia de estas células gracias al
reconocimiento de los tetrdmeros (RBD-PE y RBD-PE-Vio 770) por parte de las

células B antigeno especificas para RBD (Figura 26E).
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Figura 26: Estrategia de gating utilizada para seleccionar la poblacion total

de células B RBD especificas anti-SARS-CoV-2.

A. Seleccion de la poblacion de linfocitos. B. Seleccion del singlete. C. Seleccion
de células CD20+ (células B). D. Muestra control para las células B RBD+. Se
observa que ninguna célula logra reconocer los tetrameros RBD. E. Muestra al
azar que evidencia la poblacion de células B RBD+ que reconocen ambos

tetrameros (RBD-PE y RBD-PE-Vio 770).
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A continuacion, se procedio a separar la subpoblacion de células B IgM+ RBD+
e lgG+ RBD+. Para esto, desde la poblacion de células BCD20+ (Figura 27A), se
realiz6 la seleccion de las células CD20+IgM+ utilizando el marcaje con los
anticuerpos anti-lgG y anti-IgM (Figura 27B). Asi, desde la poblacion de células
CD20+IgM+ se utiliz6 el marcaje con ambos tetrdmeros RBD para poder
seleccionar a las células B RBD especificas anti-SARS-CoV-2 (Figura 27C).
Proceso similar se realizé con las células CD20+IgG+, seleccionandose desde

esta poblacion las células que respondian especificamente a RBD (Figura 27D).
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A. Seleccion de células CD20+. B. Seleccion de células IgM+ o IgG+. C.
Seleccion de la poblacién de células IgM+RBD+. D. Seleccion de la poblacion de

células IgG+RBD+.
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Luego, se procedid a separar a la subpoblacién de células B de memoria (CD27+)
y naive (CD27-) especificas para el RBD del SARS-CoV-2. Nuevamente,
partiendo desde las células CD20+ (Figura 28A), se seleccionaron aquellas
células positivas para CD27 (Figura 28B). De estas, a su vez se seleccionaron
aquellas capaces de responder a los dos tetrameros de RBD, aislando la
poblacion de células B CD27+RBD+ (Figura 28C). Lo mismo se hizo con las
células CD27-, seleccionando desde esa poblacion a las que respondian a RBD,

clasificandolas como CD27-RBD+ (Figura 28D).
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Figura 28: Estrategia de gating para la seleccién de células RBD+CD27+ y

RBD+CD27-.

A. Seleccion de células CD20+. B. Seleccion de células CD27+ o CD27-. C.
Seleccién de la poblacion de células CD27+ RBD+. D. Seleccion de la poblacion

de células CD27- RBD+.
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Una vez determinadas las células correspondientes a cada poblacion analizar
(RBD+, IgM+ RBD+, IgG+ RBD+, CD27+ RBD+ y CD27- RBD+), se realizo el
andlisis de las células B RBD especificas totales anti-SARS-CoV-2 con los
parametros de severidad antes utilizados. Asi, tras analizar el porcentaje de
células B RBD+ entre los distintos grupos de pacientes (leves, moderados y
severos), no se observa ninguna relacion o diferencia significativa. Incluso se

observan valores similares entre los 3 grupos (Figura 29A).

Luego, se procedid a realizar el analisis con los pacientes que padecieron y no
padecieron ARDS donde nuevamente no se encontré6 ninguna relacion o

diferencia relevante entre ambos grupos de pacientes (Figura 29B).
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Figura 29: Porcentaje de la poblacion de células B RBD especificas anti-

SARS-CoV-2 luego de 6 meses post infeccion segun severidad.

A. Porcentaje de células B RBD especificas anti-SARS-CoV-2 luego de 6 meses
en pacientes leves, moderados y severos. Para el analisis estadistico se aplic
una prueba ANOVA, en donde se considerd significativo un valor p<0,05. B.
Porcentaje de células B RBD especificas anti-SARS-CoV-2 luego de 6 meses en
pacientes que padecieron o no ARDS. Para el andlisis estadistico se aplico una
prueba t con correccién de Welch en donde se considerd significativo un valor

p<0,05. ARDS: Sindrome de distrés respiratorio agudo.
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Posteriormente, se hizo el analisis de la poblacion de células B RBD+ anti-SARS-
CoV-2 y su relacién con las secuelas pulmonares (TC y DLCO) y alteraciones
metabdlicas (Rl y DM2 pre o post COVID-19) reportadas por los pacientes. En
cuanto a las secuelas pulmonares, tanto estructurales como funcionales, no se
observo ningun tipo de diferencia entre los grupos (Figura 30A). Lo mismo ocurrio
en los pacientes con metabolismo glucidico alterado, previo o posterior a la
COVID-19, donde en ninguno de los grupos analizados se obtuvieron valores

significativamente mayores (Figura 30B).
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Figura 30: Porcentaje de células B RBD especificas anti-SARS-CoV-2 luego
de 6 meses post infeccion segun secuelas pulmonares y alteraciones

metabolicas pre o post COVID-19.

A. Porcentaje de células B RBD especificas anti-SARS-CoV-2 luego de 6 meses
post infeccidn segun secuelas pulmonares (TC y DLCO). B. Porcentaje de células
B RBD especificas anti-SARS-CoV-2 luego de 6 meses post infeccidon segun
alteraciones metabolicas (Rl y DM2) registradas pre o post COVID-19. Para el
analisis estadistico se aplicO una prueba ANOVA, en donde se considerd
significativo un valor p<0,05. TC: Tomografia computarizada. DLCO: Prueba de
difusion de monoxido de carbono. RI: Resistencia a la insulina. DM2: Diabetes

Mellitus Tipo 2.
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A continuacién se correlacionaron los niveles de anticuerpos IgM e IgG con el
porcentaje de células B RBD especificas.Para IgM se observa una correlaciéon
muy baja con un valor r=0.3031 y un valor p=0.08138 (Figura 31A), mientras que
para IgG la correlacion es casi nula obteniéndose un valor r=0,06541 y un valor

p=0.7132 (Figura 31B).

Con el fin de demostrar que las 34 muestras analizadas presentaban un
porcentaje de células B RBD especificas anti-SARS-CoV-2 mayor a 0 luego de 6
meses tras la infeccién, se realizé el analisis presentado en la Figura 32. Los
pacientes muestran en promedio un porcentaje de 4,7 células B RBD+

especificas, siendo el menor un valor de 1,3% y el mayor 8,6%.

104



>
w

p=0.7132

10 p=0.08138 _
14 r=0.06541

r=0.3031

%CD20+ RBD+
»
[}
o ®
[ J
o
%CD20+ RBD+
»
.l
o
()

4 LY : ° ° 4 " .' >, ° °
2 ) ° 2] L] °
[ ] " J
0 1 1 1 1 I I o 1 1 1 1 1
2 4 6 8 10 0 10 20 30 40 50
IgM (AU/mL) IgG (AU/mL)

Figura 31: Correlacion entre los niveles de anticuerpos IgM o IgG vy el
porcentaje de células B RBD especificas (CD20+RBD+) 6 meses luego de la

infeccion.

A. Correlacion con IgM. B.Correlacion con IgG. Para el andlisis estadistico se
aplicé una prueba de correlacion de Spearman, en donde se consideré

significativo un valor p<0,05. AU: Unidades arbitrarias.
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Figura 32: Porcentaje de células B RBD especificas anti-SARS-CoV-2 luego

de 6 meses post infeccion.

Grafico que representa el analisis del porcentaje de células B anti RBD por

citometria de flujo en los pacientes chilenos que padecieron COVID-19.
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Finalmente, el dltimo analisis que se hizo fue comparar las subpoblaciones de
células B RBD especificas: IgM+ RBD+ con IgG+ RBD+ (Figura 33A) y CD27+

RBD+ con CD27- RBD+ (Figura 33B).

Se obtuvo que la poblacién de células B IgM+ RBD+ es significativamente mayor
en pacientes convalecientes a los 6 meses luego de la infeccion por COVID-19
qgue la poblacion de células B IgG+ RBD+ (p= 0,0004). Mientras que no se
observaron diferencias significativas para la comparacion entre las poblaciones

de células CD27+ RBD+ y CD27- RBD+.
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Figura 33: Subpoblaciones de células B RBD especificas anti-SARS-COV-2

alos 6 meses post infeccion por COVID-19.

A. Comparacion de la subpoblacion IgM+RBD+ con la subpoblacion IgG+RBD+.
B. Comparacion de la subpoblacion CD27+RBD+ con la subpoblacion CD27-
RBD+. Para el andlisis estadistico se aplicé una prueba t en donde se considerd

significativo un valor p<0,05
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DISCUSION

En la data preliminar recolectada sobre la produccion de anticuerpos tras la
enfermedad provocada por el virus SARS-CoV-2, aun no se determina con
claridad qué relacion tienen éstos, ya sean IgM o IgG, con la severidad con que
los pacientes cursan el cuadro infeccioso ni tampoco el rol que estos juegan en
la respuesta inmune. Es por esta razon que es de esencial importancia indagar
aln mas en esta tematica, aportando informacion de distintas poblaciones que
sirva para complementar las investigaciones chinas, europeas y estadounidenses

gue conforman la gran mayoria de las publicaciones existentes hasta la fecha.

En este contexto, los resultados obtenidos sobre la medicion de anticuerpos IgM
e IgG 6 meses post infeccion por COVID-19 indican dos cosas muy claras. Por
un lado, sin importar la severidad de la sintomatologia de cada paciente, se puede
observar en la Figura 14A que la mayoria de los pacientes posee niveles para
IgM bajo el limite de deteccién, por lo que 6 meses luego de la infeccion los
pacientes chilenos convalecientes de COVID-19 disminuyen la produccién de
IgM a niveles basales, resultado que se condice con lo observado en otras
investigaciones en las cuales los hallazgos indican que cerca de 40 a 50 dias, los
niveles de IgM anti-SARS-CoV-2 comienzan a decrecer hacia los niveles de base
(Hou et al., 2020; Tan et al, 2020). Por otro lado, la mayoria de los pacientes,

independiente de la severidad, presentan niveles de IgG sobre el limite de
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deteccién (Figura 14C), resultado que perpetla la presencia de anticuerpos IgG

anti-SARS-CoV-2 luego de 6 meses post infeccion (Jiang et al., 2022).

Ahora, en relacion con las diferencias observadas de acuerdo con la severidad,
los niveles de anticuerpos IgG a los 6 meses post infeccion son significativamente
mayores en pacientes severos y moderados en comparacion a los leves (Figura
14C). Esta diferencia que se ve favorecida por el haber presentado un cuadro
mas severo en el transcurso de la fase aguda de la enfermedad, también se
condice con lo ya publicado, en donde se ha reportado que el requerimiento de
oxigeno suplementario o tener sintomas mas agresivos como fiebre alta por mas
de 3 dias (Garcia-Gonzalez et al., 2021) favorece la produccion de anticuerpos.
Sin embargo, esto también es un punto de discrepancia con investigadores que
sefialan que no existen diferencias segun severidad o bien, que la diferencia
favorece a los grupos con sintomatologia mas leve (To et al., 2020; Zeng et al.,
2020). En este contexto, cabe resaltar que en la mayoria de estos trabajos se
detectan anticuerpos especificos para las proteinas mas inmunogénicas del
SARS-CoV-2 (N y S) (Sun et al, 2020), sin embargo, en el caso de la
investigacion realizada, los anticuerpos IgM e 1gG responden a ambas proteinas
0, en su defecto, al virus en general, por lo que esta podria ser una limitacién a

la hora de comparar los resultados obtenidos.

Por otro lado, la gravedad del cuadro infeccioso vuelve a ser relevante al analizar

el comportamiento de los anticuerpos. En la comparacién de los niveles de
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anticuerpos 1gG e IgM a los 6 meses post infeccién, segun el padecimiento del
sindrome de distrés agudo (ARDS), no se observan diferencias para IgM (Figura
15A), pero para IgG si se observan diferencias estadisticamente importantes
(Figura 15C), que favorecen a aquellos pacientes que cursaron con distrés
respiratorio. El padecimiento de distrés respiratorio durante el cuadro infeccioso
por SARS-CoV-2 esta asociado a una mayor gravedad y en gran parte de los
casos, también se traduce en mayor mortalidad (Hussain et al., 2021), lo que
valida este resultado. Ademas, Notz y colaboradores realizaron un estudio
observacional en pacientes severos internados en la UCI del Hospital
Universitario de Wirzburg en donde indicaron que la produccion de anticuerpos
IgG, no se ve obstaculizada por la severidad o el diagnostico de ARDS y que
incluso estos aumentan junto con el pasar de los dias en hospitalizacion (Notz et

al., 2020).

Al relacionar los niveles de anticuerpos 6 meses post infeccion con las secuelas
pulmonares evaluadas, funcionales o estructurales, se observd que los
anticuerpos 1gG estan relacionados con presentar una TC de térax alterada, lo
que es indicio de dafio estructural pulmonar, o bien tener ambos parametros
alterados (TC y DLCO). Durante la pandemia, varios estudios han intentado
relacionar las observaciones anormales de la TC de térax y la presencia de
anticuerpos IgM o IgG con fines diagndsticos y métodos alternativos al RT-gPCR,

indicAndose que existia una relacion entre la tasa de hallazgos en la TC y en
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presentar anticuerpos positivos para SARS-CoV-2 (Ozturk et al., 2021), lo que

podria marcar un precedente en la relacién de ambos factores.

Por otro lado, el dafio y la falla pulmonar evidenciada en pacientes COVID-19 se
ha asociado a una desregulacion en la respuesta inmune. Dentro de este
contexto, se ha asociado la exacerbada respuesta de la via del complemento con
el curso clinico hacia un estadio mas severo en pacientes COVID-19. Holter y
colaboradores analizaron un amplio espectro de componentes de activacion de
la via del complemento en 39 pacientes hospitalizados por COVID-19. Entre sus
resultados se destaca que los pacientes con insuficiencia respiratoria al momento
de ingreso al hospital mostraron niveles significativamente mas altos de sC5b-9
y C4d en comparacién con los pacientes sin insuficiencia respiratoria. El mismo
patrén se observo al incluir pacientes que desarrollaron insuficiencia respiratoria
durante la estancia hospitalaria, es decir, sSC5b-9 y C4d fueron significativamente
mayores en estos que en pacientes que nunca experimentaron insuficiencia
respiratoria. También descubrieron que el aumento de C4d estaba relacionado
con el requerimiento de oxigeno mientras que sC5b-9 con la falla pulmonar
severa acorde a padecimiento de ARDS. Estos parametros también se
encontraban relacionados con una mayor respuesta de anticuerpos IgM e 1gG
contra la proteina N. Por lo tanto, si bien los anticuerpos contra COVID-19 tienen
un rol beneficioso al neutralizar el virus, también pueden jugar un rol perjudicial
al contribuir a la sobreactivacion de la via clasica del sistema complemento y, por
ende, a la generacion de dafio tisular (Holter et al., 2020). Otro estudio reciente
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incluyé a 180 pacientes convalecientes de COVID-19 en los cuales estudiaron la
respuesta a anticuerpos contra RBD y la presencia de mediadores de la via del
complemento. Los investigadores observaron que la respuesta de IgG anti-RBD
del SARS-CoV-2 después de la infeccion natural parecia estar impulsada
principalmente por las subclases IgG1 e 1gG3, que son los principales ligandos
para la activacion de la via clasica del complemento mediada por C1g. Ademas,
la acumulacion de los componentes del complemento C4b y C3bc se
correlacionaba significativamente con los niveles de IgG anti-RBD y la gravedad
de la enfermedad, lo que indica que las personas con alto niveles de IgG y/o
enfermedad grave, podria tener una mayor activacion del complemento durante
la infeccion viral (Jarlhelt et al., 2021). Por lo tanto, este podria ser uno de los
mecanismos que expliquen la relacion entre el dafio estructural pulmonar y la

exacerbada respuesta de anticuerpos IgG.

Como comorbilidad, se analizé la relacion entre presentar alteraciones en el
metabolismo glucidico (RI o DM2) pre o post COVID-19 y los niveles de
anticuerpos IgM o 1gG. Nuevamente, los anticuerpos IgG cobran relevancia. Se
observa (Figura 17B) que estos son mayores en pacientes con alteraciones
metabdlicas pre COVID-19 en comparacién con aquellos normales o que
desarrollaron anomalias luego del transcurso de la enfermedad. En parte, este
hallazgo podria estar relacionado con la gravedad del cuadro, ya que se ha visto
que pacientes con alteraciones glucidicas antes del contagio con SARS-CoV-2
son mas propensos a desarrollar una enfermedad severa (Huang et al., 2020).
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AUn no se sabe cudl es el mecanismo real por el que pacientes que presentan
altos niveles de glucosa o patologias asociadas, como diabetes mellitus tipo 2 o
resistencia a la insulina se relacionan con el desarrollo de una patologia grave en
COVID-19. Sin embargo, una de las hipétesis que se tiene es que los altos
niveles de glucosa son beneficiosos para la rapida replicacién viral. Esto ya que
se postula que el SARS-CoV-2 potencia la via de las hexosaminas, redirigiendo
el metabolismo hacia esta en vez de otras vias comunes como serian la glucélisis
o el ciclo de Krebs mitocondrial (Laviada-Molina et al., 2020). Los productos
finales de esta via potencian componentes de la respuesta inmune como
interferén y citoquinas proinflamatorias, dando lugar a la tormenta de citoquinas
y dafio multiorganico, caracteristicos del COVID-19. Sin embargo, la via alterna
de las hexosaminas también esta regulada por las enzimas OGT (O-GIcNAc
transferasa) y OGA (O-GIcNAcasa), que catalizan la adicién y eliminacion de
GIcNAc (N-acetilgalactosamina) en proteinas (Laviada-Molina et al., 2020; Wang,
Q et al., 2020). Esto también podria tener una repercusion en la glicosilacion de
los anticuerpos y, por ende, en la activacién del complemento nuevamente. Esto,
ya que se conoce que la activacion del complemento a través de las lectinas
puede ser mediada por las ficolinas, que son lectinas que reconocen
selectivamente al GIcNAc. Por esta razon cuando anticuerpos IgG son ricos en
GIcNAc puede ser reconocidos por las ficolinas y activar la citotoxicidad
dependiente del complemento (Olivares et al., 2013). Finalmente, al activarse

esta respuesta mantendra activa la respuesta inflamatoria, potenciando el dafio
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estructural y también estimulando la respuesta celular y humoral. Este fenémeno
también podria explicar por qué aquellos pacientes con el metabolismo glucidico
alterado post COVID-19 no muestran los mismos niveles de anticuerpos que los
pacientes que ya venian con alteraciones previas. Esto podria ser porque el
proceso de glicacion es lento, y lleva afios para poder concretarse como tal, por
lo que no deberia afectar a aquellos individuos que recientemente adquirieron

este tipo de desregulaciones.

Luego, se realizaron las mismas comparaciones con los niveles de anticuerpos
IgM e 1gG, pero a los 12 meses luego del comienzo de los sintomas. Cabe
resaltar nuevamente, que para la fecha en que se realizaron estas tomas de
muestras, mas del 90% de los pacientes en estudio habian asistido a vacunarse
con la primera y/o con la segunda dosis del plan de vacunacién contra la COVID-
19 (Tabla 4). Es por ello, que estos resultados pueden estar intervenidos por la
respuesta propia de la vacuna y no reflejar lo provocado netamente por la

infeccidén natural, sin embargo, fueron analizados de igual forma.

De acuerdo con la severidad, nuevamente se observa que los pacientes severos
presentan valores de 1gG significativamente mayores que los leves (Figura 18C).
Sin embargo, ya no se observa esto en pacientes moderados y, ademas, la
diferencia entre pacientes severos y leves disminuyé. Es importante aclarar que
en esta medicion las medias de todos los grupos aumentaron, por lo que se

observé un aumento en los niveles de anticuerpos IgG sin importar la clasificacion
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de los pacientes, lo que podria estar relacionado con la respuesta a la
inmunizacion mediante la vacunacion (medias a los 6 meses: severos: 15,94,
moderados: 16,13, leves: 6,25; medias a los 12 meses: severos: 21,85

moderados: 18,96, leves: 9,51).

La produccién de anticuerpos segun el padecimiento o no de ARDS a los 12
meses post infeccion, también parece haber sido afectada por el proceso de
vacunacion. Esto debido a que, si bien los anticuerpos IgG se encuentran mas
altos en pacientes que padecieron ARDS con relacién a los que no (Figura 19D)
esta diferencia se ve enmascarada al comparar ambos grupos mas el control
(Figura 19C), por lo cual es mucho méas baja que lo reportado a los 6 meses
(Figura 15D). Ademas, nuevamente se observa que los pacientes de ambos
grupos aumentaron sus niveles de anticuerpos debido al alza que se observa en
las medias registradas (medias a los 6 meses: ARDS: 16,41, no ARDs: 8,73;

medias a los 12 meses: ARDS: 20,75 no ARDS: 13,45).

Algo similar ocurrié tras analizar los niveles de anticuerpos 12 meses después de
la infeccidén, segun secuelas pulmonares y alteraciones metabdlicas. La
significancia que antes se observaba al analizar los anticuerpos IgG se perdio en
ambas ocasiones (Figura 20B y 21B), presumiblemente debido también al
proceso de vacunacion que hizo aumentar los anticuerpos en todos los grupos

de pacientes.
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Al revisar los resultados obtenidos por los anticuerpos neutralizantes 12 meses
post infeccion, se deben tener las mismas consideraciones ya que corresponden
a las mismas muestras y es probable que también tengan el sesgo provocado
por el proceso de vacunacién. A pesar de eso, y si bien no se observan
diferencias en la produccion de estos entre pacientes severos, moderados y leves
(Figura 22A y B), se reportaron diferencias importantes entre pacientes que
cursaron distrés respiratorio agudo versus aquellos que no (Figura 23A y B).
Independiente del hecho de que estos pacientes estén vacunados, diferencias
por sintomas mas severos relacionados al sindrome de distrés respiratorio ya
han sido reportadas anteriormente, lo que validaria los resultados obtenidos, ya
gue mientras mayor sea la gravedad de los sintomas mayor presencia de los
anticuerpos neutralizantes producidos por los pacientes (Liu et al., 2020; Wang

et al., 2020).

Lo observado en la produccion de anticuerpos neutralizantes segun secuelas
pulmonares y alteraciones metabdlicas, es bastante interesante ya que se
observan las mismas dindmicas reportadas para anticuerpos IgG 6 meses luego
de la infeccion por COVID-19. Se observa que pacientes con TC de torax
alterado, presentan niveles de NAbs mayores que los no secuelados (Figura 24)
y que pacientes con alteraciones metabdlicas pre COVID-19 tienen mayor
cantidad de NAbs que aquellos con metabolismo normal o bien, que presentaron
secuelas en su metabolismo glucidico post COVID-19 (Figura 25). Nuevamente,
son parametros asociados al curso mas severo de la enfermedad que podrian
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estar relacionados con la mayor produccion de anticuerpos, como ha sido

mencionado anteriormente.

Por dltimo, en cuanto al porcentaje de las células B RBD especificas
determinadas por citometria de flujo, se observa que los resultados se condicen
con la data presentada. Todas las muestras analizadas (34 pacientes) presentan
una poblacién de células B RBD+ anti-SARS-CoV-2 luego de seis meses post
infeccién (Figura 32), lo que es validado por investigaciones anteriores que

indican la presencia pasado 6 meses luego de la infeccion (Gaebler et al., 2021).

Sin embargo, no se reportaron diferencias de esta poblacion segun severidad o
padecimiento de distrés respiratorio durante la infeccion (Figura 29) como se
creia que podian existir si es que los anticuerpos presentaban esta tendencia.
Tampoco se observaron diferencias de acuerdo con las secuelas pulmonares o

alteraciones metabdlicas (Figura 30).

Buscando alguna relacion de estas células con la secrecion de anticuerpos ya
sea IgM o IgG, se realiz6 la correlacion del porcentaje de esta poblacién con
ambos tipos de anticuerpos a los 6 meses post infeccion. Si bien, no se obtuvo
una correlacion con ninguna de las dos clases de anticuerpos, con los IgM se
observa una mejor tendencia (Fig. 31A) que quizas pueda estar relacionada con
lo obtenido al analizar las subpoblaciones de las células B RBD+, en donde tras
aislar la poblacién de células B RBD+IgM+ y RBD+IgG+, observamos que el

porcentaje de las primeras en significativamente mayor que el de las segundas
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(Figura 33A). Este es un punto de discusion nuevamente, ya que no se condice
con los valores reportados para los anticuerpos IgG. Por lo tanto, se cree que
este tipo de células circulantes no se encuentran directamente relacionadas con
la produccién de anticuerpos como tal, sino mas bien puedan estar relacionadas
con algun proceso de renovacion celular y de vigilancia inmune que es lo que
también postulan otros autores que han estudiado esta poblacion celular

(Gurevich et al., 2021).

Por otro lado, al observar las poblaciones de células B RBD+ de memoria
(CD27+) y virgenes (CD27-), no se observan diferencias entre ambas
subpoblaciones, siendo que se ha reportado la amplia presencia de células B
RBD+ de memoria recientemente (Gurevich et al., 2021). Se cree que la
deteccién de la poblacién sea menor debido a algun problema ocurrido en la
manipulacion de la muestra previa a su almacenamiento a
-80°C, o bien, durante los procesos de congelamiento y descongelamiento al que
fue sometida, o en el tratamiento de esta previo al analisis por citometria de flujo,
en donde las células podrian haber perdido el marcador CD27 de superficie; o
también que sefalizaciones internas de la misma célula hayan provocado una

disminucién en la expresion del mismo marcador.
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CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este estudio permiten sefalar que los pacientes
chilenos con COVID-19, independiente de su severidad, son seropositivos para
anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 6 meses luego de la infecciobn. Ademas,
pacientes graves produjeron niveles de IgG anti-SARS-CoV-2, mas altos que los
pacientes con sintomas leves, lo que se puede atribuir posiblemente debido a
una respuesta inmune exacerbada, teniendo en cuenta que, en cuadros graves
de esta enfermedad los pacientes cursan con distrés respiratorio, sindrome que
para el cual se han notificado desregulaciones de la respuesta inmune en su
conjunto (Thompson et al., 2017). También es importante sefialar que el aumento
de la respuesta de IgG se encuentra asociado a dafio pulmonar estructural pero
no con disfuncion pulmonar a los 6 meses post infeccién, lo que podria estar
relacionado también a las acciones efectoras que cumplen los anticuerpos dentro
del organismo y en este caso, en el pulmoén propiamente tal y es que acciones
como la mejora en la fagocitosis, citotoxicidad mediada por anticuerpos o bien la
activacion del complemento en un ambiente exacerbado y desregulado, pueden
propiciar un estado pro-inflamatorio que traiga como consecuencia la generacion
de dafo tisular y estructural el cual fue detectado por medio de la tomografia
computarizada de térax. Algo similar ocurre con los anticuerpos NAbs 12 meses
luego de la infeccion por COVID-19, y es que si bien estos resultados pueden

presentar sesgo debido a la vacunacién contra el virus, se siguen evidenciando
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valores més altos en pacientes que cursaron con distrés respiratorio, secuelas
estructurales y alteraciones en el metabolismo glucidico pre COVID-19 lo que
podria estar relacionado a que el estado inflamatorio persista en pacientes
severos a largo plazo, manteniendo activa la respuesta inmune. Sin embargo,

falta mas data y medicion de otros parametros para poder comprobar esto.

La respuesta de IgM e IgG a los 12 meses no se vio relacionada con parametros
como secuelas pulmonares o alteraciones metabdlicas, pero aun se observan
diferencias en la produccion de acuerdo con severidad, nuevamente una

respuesta que podria estar relacionada al estado inflamatorio.

Por otro lado, la poblacién de células B RBD+ especificas 6 meses después de
la infeccion, se encuentra presente en todos los pacientes estudiados, en un
rango de 1,3% a 8,6% que es relativamente mas alto a lo reportado por otros
estudios (Gaebler et al., 2021) y ademas no se presentan diferencias segun los
parametros analizados. Sin embargo, la poblacion de células B IgM+ RBD+ es
significativamente méas alta que la poblacién IgG+ RBD+, lo que no estaria
relacionado con la produccién de anticuerpos a los 6 meses post infeccion. Se
postula entonces, que las células reconocidas no se encuentran directamente
relacionadas con la produccion de anticuerpos, pero destacando que si podrian
cumplir un rol importante en el desarrollo de una respuesta inmunitaria eficaz a

futuras infecciones. Seria interesante poder analizar mas adelante si es que es
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posible que las células de memoria generadas por la infeccién original puedan

reconocer de forma cruzada con las nuevas variantes del SARS-CoV-2.

Finalmente, queda mencionar que la hipotesis propuesta al comienzo de esta
tesis fue parcialmente aceptada, ya que si bien, la produccion de anticuerpos IgG
fue mayor en pacientes severos que tuvieron un peor curso durante su
enfermedad (como el padecimiento de ARDS) en comparacion con pacientes
leves, esta diferencia no se presento al analizar la poblacién de células B RBD+
especificas. Sin embargo, cabe mencionar que el kit utilizado no es capaz de
detectar células plasmaticas circulantes que estan relacionadas a la secrecion de

anticuerpos.

Como proyeccion, seria interesante analizar la produccion de anticuerpos
especificos para las proteinas mas inmunogénicas del SARS-CoV-2, como lo son
S y N, y definir si esta produccion diferenciada tiene relacion con la severidad o
algun otro pardmetro. Por otro lado, seria importante seguir analizando la
respuesta de células B, por ejemplo, frente a distintos estimulos que puedan
afectar la produccién de anticuerpos como ambientes altos en glucosa o en
contacto con ciertas citoquinas que ven aumentadas su produccion en pacientes
severos. Por dltimo, también se podria estudiar de manera especifica la
poblacion de células plasmaticas circulantes y analizar si se presenta alguna

relacion de esta con los parametros ya estudiados.

122



GLOSARIO

IgG: Inmunoglobulina G.

IgM: Inmunoglobulina M.

SARS-CoV-2: Sindrome Respiratorio Agudo Severo.

COVID-19: Enfermedad por Coronavirus 2019.

RBD: Dominio de unién al Receptor.

ACE2: Enzima Convertidora de Angiotensina 2.

CLIA: Inmunoensayo quimioluminiscente.

ARDS: Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo.

TC: Tomografia Computarizada.

DLCO: Prueba de difusién de mondéxido de carbono.

RI: Resistencia a la Insulina.

DM2: Diabetes Mellitus 2.

MG: Metabolismo Glucidico.

MGA: Metabolismo Glucidico Alterado.

NAbs: Anticuerpos neutralizantes.
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ABEI: N-(4-aminobutill)-N-etilisoluminol.

Ac: Anticuerpo.

Ag: Antigeno.
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ANEXOS

1. Sobre el consentimiento informado entregado a cada paciente

Este documento se deberd ajustar a lo indicado por los articulos 8°, 10°, 14° y
15° de la Ley N° 20.584 con sus exigencias y excepciones y el derecho de las
personas a decidir informadamente.

El proyecto se encuentra dentro del protocolo aprobado por el Comité Etico
Cientifico del Servicio de Salud Biobio.
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p—
Cornité
Etico

& Clentifico

Sanvicke Salud Blobio

N° 98

Ref.: Respuesta Solicitud de Aprobacion Protocolo
“Neumonia Viral Secundaria a Corona Virus en el
Complejo Asistencial Dr. Victor Rios Ruiz”

Los ﬁmgeles, 06 de Abrilde 2020
A. Investigador Principal Sr. Gonzalo Labarca Trucios
DE: Comité Efico de Investigacion
Estimado Investigador:

El Comité Etico Cientifico del Servicio de Salud Biobio, en
su sesion ordinaria de fecha 26.03.2020 ha analizado los antecedentes remitidos
por Ud. en relacion a solicitud de aprobacion protocolo en referencia, resolviendo
lo siguiente:

1. Valor del estudio: La investigacion aportara nuevos antecedentes sobre
los atributos clinicos del COVID-19, perfiles demograficos de los pacientes con
diagnostico de neumonia, desenlaces a corto y largo plazo seglin nivel de
severidad del cuadro. Acumulando evidencia objetiva, que a futuro contribuira a
reforzar las medidas de prevencion primaria y de manejo posterior de pacientes
hospitalizados con diagndstico de neumonia secundaric a Covid-19 en un
establecimiento de salud pablica a nivel local.

1. Validez cientifica: Estudio observacional, prospectiva de corte
transversal.
2. Discriminacion arbitraria: Se ajusta a criterios de inclusion y exclusion

delimitados en el marco de la investigacion.

3. Relacién riesgo-beneficio: La probabilidad de que ocurra un efecto
nocivo a consecuencia de la implementacion de la investigacion es baja.

4. Consentimiento informado: Se debe ajustar a lo indicado los articulos
87, 10°, 147 y 15° de Ia Ley N° 20.584 sobre consentimiento informado (Cl) con
sus exigencias y excepciones y el Derecho de las personas a decidir
informadamente.
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F’
Comité
Etica

. Clentifizo

Sandicho Salud Blobio

EN CONSECUENCIA,

En virtud de los antecedentes tenidos a la vista, v toda vez que el procedimiento
puesto en marcha, se ajuste a los articulos mencionados en el punto 4, este
Comité ha resuelto "aprobar" la realizacion del protocolo de investigacion en
referencia.

Tomd conocimiento de:

Formulario Acceso CEC.

Protocolo de Investigacion.

Consentimiento Informado.

Carta de autorizacion de: Director Complejo Asistencial Dr. Victor
Rios Ruiz.

Curriculo Vitae Investigador Principal.

ENENENEN

<

Sin otro particular, les saluda muy atentamente,

CARLOS VILLARROEL INOSTROZA
PRESIDENTE
COMITE ETICO CIENTIFICO

En respuesta & su solicitud el CEC (Comité Etico Cientifico) se reunid en sesidn ordinaria con fecha 26.03. 2020 estando
presents Or. Carlos Villarroel, A5 (MZ) Patricia Messanger, E.U. Cecilis Alvarado y B2 Felipe Riguelms.
DISTRIBUCION:

Interesado.
-Archivo
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2. Sobre el cumplimiento de las normas y principios éticos, bioéticos y los
procedimientos de bioseguridad

El desarrollo de este proyecto se enmarca dentro del proyecto COVID1005,
titulado “EL EFECTO COLATERAL DE LA DEFENSA FRENTE AL COVID-19:
ANALISIS DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA Y SU ASOCIACION CON UN
POTENCIAL DANO PULMONAR EN PACIENTES RECUPERADOS QUE
CURSARON COVID-19 SEVERO, MODERADO Y ASINTOMATICO?”, a cargo de
la Dra. Estefania Nova Lamperti que ha sido previamente aprobado por el Comité
de ética, bioética y bioseguridad de la Vicerrectoria de Investigacion y Desarrollo
de la Universidad de Concepcion. Adjunto documento.
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Universidad de Concepcidn
Vicerrectoria de Investigacion y Desarrollo
Comité de Etica, Bioética y Bioseguridad

CEBB 676-2020.

Concepcian, julio de 2020,

CERTIFICADO

El Comité de Etica, Bioética y Bioseguridad de la Vicerrectoria de Investigacion y Desarrollo de la
Universidad de Concepcién ha revisado el PROYECTO CODIGO COVID100S, adjudicado en la
CONVOCATORIA DE LA SUBDIRECCION DE REDES, ESTRATEGIA ¥ CONOCIMIENTO - AGENCIA
NACIONAL DE INVESTIGACION ¥ DESARROLLO 2020, titulado “EL EFECTO COLATERAL DE LA DEFENSA
FRENTE AL COVID-19: ANALISIS DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA Y SU ASOCIACION CON UN
POTENCIAL DANO PULMONAR EN PACIENTES RECUPERADOS QUE CURSARON COVID-19 SEVERO,
MODERADO Y ASINTCIMﬁTICD"’, presentado por la DRA. ESTEFANIA NOVA LAMPERTI, en calidad de
Investigadora Responsable, académica adscrita al Departamento de Bioguimica Clinica e Inmunclogia de
la Facultad de Farmacia de la Universidad de Concepcidn, comprobando gue cumple con las normas y
principios éticos y bioéticos y con los procedimientos de bioseguridad, establecidos nacional e
internacionalmente para investigacion cientifica que contempla manipulacion de material biologico de
origen humano (sangre) y sus residuos, tanto bioldgicos como quimicos, asi también datos de salud.

Considerando gue los casos de personas con infeccion por SARS-CoV-2 leve 0 moderada vy los
casos de pacientes hospitalizados con infecciones severas en nuestra poblacion chilena es relevante en el
contexto actual de emergencia sanitaria por la pandemia declarada por la Organizacion Mundial de la
Salud (marzo/2020), los estudios contemplados en el marco de este proyecto de investigacidn suponen
analizar la respuesta inmune efectiva a SARS-CoV-2 en pacientes recuperados a COVID-19 a 1, 2 v 10
meses post infeccion. Para esto buscara determinar la asociacion entre mecanismos inmunoldgices:
humorales y celulares y parametros inflamatorios sistémicas con un potencial dafio pulmaonar a o
mediano plazo en una cohorte de pacientes gue cursaron COVID-19 con cuadro asintomatico, m é’ ra {JM,EE, e

o severo, conforme se indica como objetivo general. £l mofmca v
'\ BIDSERURIDATD

El desarrollo metodoldgico del PROYECTO CODIGO COVID1005 detalla de manera ngu 53
ejecucion de las actividades descritas en 05 (cinco) objetivos especificos, a saber: inicialmenta pretnn o
medir el titulo y la especificidad de anticuerpos anti-5ARS-CoV-2 de clase IgG/1gM en una cohorte de 50
pacientes recuperados de COVID-19 a 1, 2 v 10 meses post infeccidn; después prevé analizar la activacion
molecular y la produccion de citoquinas de neutrofilos, monocitos y linfocitos B en esta muestra de
pacientes recuperados para, a continuacion, determinar los parametros sistémicos de inflamacidn de la
misma muestra; con los datos obtenidos propone evaluar la funcidn pulmonar y la progresidn del estado
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de salud de los pacientes para, finalmente, asociar los pardmetros inmunoldgicos humorales y celulares
y parametros sistémicos de inflamacion con la severidad de la patologia cursada vy un potencial dafio
pulmonar en la muestra de pacientes,

En este estudio para identificar la asociacion entre parametros inflamatorios celulares vy
sistémicos y su relacian con el dafio pulmonar a 1, 2 y 10 meses post-infeccidn, la participacion de cada
sujeto — pacientes mayores de 18 afios, cuya atencidn fue realizada en el Centro de Salud Familiar
(CESFAM) de Hualqui y en el Complejo Asistencial “Dr. Victor Rios Ruiz”, de Los Angeles (Provincia de
Concepcion y del Biobio), gue desarrollaron COVID-19 asintomatico (n=10), moderado (n=20) o severo
(n=20), provenientes del sistema publico como privado, urbano vy rural, ademas de controles sanos
(n=10) desde el Laboratorio Clinico PreveGen de Concepcién- estard basada en el proceso de
Consentimienta Informado. Este proceso serd documentado, conforme modelo presentado a este
Comité institucional, y regularmente firmado.

Para el estudio, observacional de caricter basico-traslacional, se requiere la obtencion de datos
clinicos y por esto se realizard la toma de muestra de sangre de los participantes, las que se utilizaran
para hemograma, inmunaofenotipo v ensayos funcionales, y la fraccion de suero, para medir anticuerpos
y parametros sistémicos de inflamacion. Aun considera el estudio de la funcion respiratoria y evolucion
clinica que se realizara mediante un examen por tomografia computarizada de torax de alta resolucion,
espirometria basal y posterior a broncodilatacién. Ademas, se entregaran encuestas generales del estado
de salud con escala de depresidn de BECK, escala de ansiedad y animo de HDAS y formulario de calidad
de vida mediante Saint George Respiratory Questionnaire. Por Gltimo, prevé estudio de suefio con la
escala de Epworth y una poligrafia respiratoria + Actigrafia.

Toda la informacién y los resultados de los estudios enmarcados en este PROYECTO CODIGO
COVID1005, seran custodiados por la Investigadora Responsable, Dra. Estefania Nova Lamperti.

La ejecucion de las actividades descritas en el proyecto en pauta asegura que no wulnera los
derechos y la dignidad de los participantes en el estudio, garantizando la autonomia, la libertad, la
voluntariedad y la privacidad de los mismos, presentando para ello los métodos de proteccion que
aseguran la confidencialidad de los datos de investigacion y de custodia estricta de la informacion
obtenida, cbservando todas las caracteristicas formales y necesarias para su validez.

Todos los aspectos del trabajo metodoldgico, se encuentran detalladamente descritos en la
propuesta del proyecto y las actividades seran realizadas por el personal cientifico, profesional y de
apoyo del Departamento de Bioquimica Clinica e Inmunclogia de la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Concepcion y de las instituciones asociadas. El equipo de investigadores de la Universidad
de Concepcidn cuenta con la calificacion y destrezas necesarias para llevar a buen término los diferentes
ensayos que se tiene contemplado, bajo la rigurosa aplicacion de protocolos de trabajo establecidos vy de
caracter rutinario en las respectivas dependencias de nuestra Casa de Estudios superiores, Por tanto, si

manipulacion estara bajo los cuidados adecuados y necesarios, asi como también observando las
pertinentes.
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El tratamiento y disposicion de los residuos biologicos y quimicos generados en el desarrollo del
presente proyecta dentro del Laboratorio de Imunologia Molecular e Translacional, en la Facultad de
Farmacia de la Universidad de Concepcion, proyecto de investigacion titulado "EL EFECTO COLATERAL
DE LA DEFENSA FRENTE AL COVID-19: ANALISIS DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA Y 5U ASOCIACION
CON UN POTENCIAL DANO PULMOMAR EN PACIENTES RECUPERADOS QUE CURSAROMN COVID-19
SEVERO, MODERADO Y ASINTOMATICO” cbserva los derechos asegurados en la Declaracién Universal
de los Derechos Humanos, los derechos y principios de la Declaracidn Universal sobre Bioética y
Derechos Humanos, las Normas Eticas de la Organizacion Panamericana de la Salud para Investigaciones
con Sujetos Humanos, la Constitucién de la Replblica de Chile, la Ley N* 20.120 “Sobre la Investigacian
Cientifica en el Ser Humano, su Genoma y Prohibe la Clonacion Humana”, la Ley N2 20.584 que "Regula
los derechos y deberes que tienen las personas en relacion con acciones vinculadas a su atencidn en
salud” y la Ley N°19.628, “Scbre Proteccion de la Vida Privada”. Asi también, sigue las Sugerencias para
Escribir un Consentimiento Informado en Estudios con Personas, del Comité Asesor de Bioética
FONDECYT/CONICYT. Ademas, cumple con el Manual de Normas de Bioseguridad y Riesgos Asociados
(Version 2018), normas formalizadas por la Comision Nacional de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica —
CONICYT y adoptadas por la Agencia Nacional de Investigacidn y Desarrollo = ANID, con el Reglamento
de Manejo de Residuos Peligrosos de la Vicerrectoria de Asuntos Economicos y Administrativos de la
Universidad de Concepcion y su respectivo Plan de Manejo de Sustancias y Residuos Peligrosos
[MATPEL), asi también con los principios y normas obligatorias delineadas con base en la Declaracidn de
Singapur sobre la Integridad en la Investigacion (2010) para investigadores de proyectos CONICYT,
(conforme lo establecido por la Resolucion Exenta N2 157, del 24 de enero de 2013) y no muestra
elementos que puedan transgredir las normas y principios éticos rectores de nuestra Institucion
Universitaria, este Comité resuelve aprobarlo, confiriendo el presente Certificado.

/s
fier  Jolop
DRA. M. ANDREA RODRIGUEZ TASTETS
PRESIDENTA
COMITE DE ETICA, BIOETICA Y BIOSEGURIDAD
VICERRECTORIA DE INVESTIGACION ¥ DESARROLLO
UNIVERSIDAD DE CONCEPCION
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3. Sobre la correcta eliminacion de los residuos generados

Los desechos biolégicos y quimicos generados en este proyecto deberan ser
correctamente eliminados segun lo estipulado por el Plan de Manejo de
Sustancias y Residuos Peligrosos de la Universidad de Concepcidon en su
instructivo, “Clasificacién y Manejo de Residuos Peligrosos”.

CLASIFICACION Y MANEJO DE RESIDUOS BIOLOGICOS >

Universidad de Concepcion ME_L
Tipo de Residuo | Definicion Almacenamiento y Retiro Contenedor o bolsa
Residuos Corresponden SOLO a tejidos humanos, Deben ser almacenados a temperaturas inferiores a 4°C hasta | Bolsa de
biolégicos restos de tejidos humanos, materiales ser retirados por la unidad RESPEL o empresa externa®. autoclave
(tipo 1) contaminados con fluidos humanos (sangre, amarilla

orina) y restos de animales contaminados

con bacterias o virus patégenos.
Residuos Corresponden a materiales cortopunzantes | Deben ser almacenados a temperaturas inferiores a 4°C hasta | Caja
cortopunzantes | (agujas, lancetas, hojas de bisturi, ser retirados por la unidad RESPEL o empresa externa®, cortopunzante
biologicos escalpelos) gue se han utilizado con fluidos amarilla
(tipo 2) y tejidos humanos o en disecciones de

animales contaminados con bacterias o

| virus patogenoas.

Residuos bio- Corresponden a animales o restos de Deben ser almacenados en bolsas para residuos inertes color | Bolsa para
inertes animales de experimentacién que NO estan | negro, resistente al volumen y peso del residuo, a | residuocsinertes
(tipo 3) contaminados con bacterias o virus temperaturas inferiores a 4°C hasta ser retiradas por la unidad | color negro

patdgenos u otras sustancias peligrosas. RESPEL para su disposicion final. En caso de gue el residuo

corresponda a una muestra preservada, se debe separar de la
fraccion liquida (ej. formalina, alcohol), la que debe ser
] almacenada como residuo quimico.

Residuos Corresponden a materiales cortopunzantes | Deben ser almacenados en contenedores plasticosde 4 u 8 Contenedor
cortopunzantes | (agujas, lancetas, hojas de bisturi, kg, etiquetados como “Cortopunzante inerte”, hasta ser plastico4u 8kg
inertes escalpelos) que NO han estado en contacto | retirados por la unidad RESPEL para su disposicion final
(tipo 4) con tejidos humanos, restos de tejidos

humanos, fluidos humanos (sangre, orina),

ni restos de animales contaminados con

bacterias o virus patogenos.
Residuos Corresponden a materiales de cultivo que Deben ser entregados a la unidad RESPEL, SOLO después de | Bolsa de )
microbiologicos | han estado en contacto con bacterias no ser inertizados mediante autoclave o desinfectados en un | autoclave
(tipo 5) patdgenas y que han sido inactivados por bafio con solucién de hipoclorito de sodio al 1% durante 1 | transparente o ;

esterilizacion con autoclave o por hora. En caso contrario, no se procedera con el retiro. La | blanca (solo

desinfeccion en un bafio con solucidn de unidad RESPEL entregara bolsas de autoclave solo cuando éste | para autoclave) ~F

hipoclorito de sodio. sea el método utilizado de inactivacion.

(*) El retiro desde la Facultad de Medicina, Facultad de Odontologia, DISE y Centro RAI, serd una vez a la semana a través de empresa externa Stericycle y la unidad
RESPEL. El resto de las facultades gque generen este tipo de residuos deberd gestionar retiro mensual a través de la unidad RESPEL.

Instructivo elaborado en colaboracién con la Facultad de Ciencias Bioldgicas.
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