Bioquimica y

Patologia Clinica

Bioquimica y Patologia Clinica
ISSN: 1515-6761

ISSN: 2684-0359
revista@aba-online.org.ar
Asociacion Bioquimica Argentina
Argentina

Libera, Natalia; Lerman, Andrea Susana

Estudio de inmunidad especifica celular y humoral de
memoria en pacientes recuperados de COVID-19 sin vacunar

Biogquimica y Patologia Clinica, vol. 88, nim. 3, 2024, Septiembre-Diciembre, pp. 25-33
Asociacion Bioquimica Argentina
Buenos Aires, Argentina

DOI: https://doi.org/10.62073/bypc.v88i3.295

Disponible en: https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=65182043004

Como citar el articulo
Numero completo
Mas informacién del articulo

Pagina de la revista en redalyc.org

regalyc. g
Sistema de Informacién Cientifica Redalyc

Red de revistas cientificas de Acceso Abierto diamante

Infraestructura abierta no comercial propiedad de la academia


https://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=65182043004
https://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=651&numero=82043
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=65182043004
https://www.redalyc.org/revista.oa?id=651
https://www.redalyc.org
https://www.redalyc.org/revista.oa?id=651
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=65182043004

Libera y col. Estudio de inmunidad especifica celular y humoral de memoria en pacientes recuperados de COVID-19 sin vacunar. E

ARTICULO ORIGINAL

Estudio de inmunidad especifica celular y humoral de memoria en pacientes

recuperados de COVID-19 sin vacunar
Study of the specific cellular and humoral memory immunity in unvaccinated patients recovered from COVID-19
Libera, Natalia“'t; Lerman, Andrea Susana’~ *1
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Resumen

Introduccién: A mas de tres afos del inicio de la pandemia por el nuevo coronavirus, las tasas de mortali-
dad e internacion disminuyeron gracias a la vacunacién; sin embargo, nuevas variantes mas transmisi-
bles y resistentes a la inmunidad previa podrian ser responsables de nuevos contagios y reinfecciones.
Objetivo: Investigar la presencia de inmunidad especifica celular y humoral de memoria en personas re-
cuperadas de COVID-19 y sin vacunar al momento del estudio. Materiales y métodos: Se realiz6 un es-
tudio descriptivo de corte transversal entre julio y agosto del 2021 en 27 voluntarios recuperados de
COVID-19 sin vacunar. La inmunidad celular se estudié por citometria de flujo mediante la presencia de
marcadores de memoria y activacién inmunolégica en linfocitos TCD4, TCD8 y linfocitos B; luego, se com-
pararon la respuesta basal y la estimulada con SARS-CoV-2 inactivado (Test de Wilcoxon para muestras
pareadas, programa R - Studio]. Se dosaron anticuerpos IgG anti - proteina spike. El estudio fue aprobado
por el Comité de Etica en Investigacion institucional. Resultados: La respuesta celular de memoria en
linfocitos CD4, CD8 y CD19 fue significativamente mayor en estado estimulado con SARS-CoV-2 que en
estado basal (p< 0,05). EI 74,07% de los voluntarios (20/27) tuvo una lgG reactiva para SARS-CoV-2. El
tiempo transcurrido desde el diagndstico de COVID-19 hasta el estudio inmunolégico fue de 6 a 13 meses.
Conclusiones: Se detecta inmunidad especifica de memoria celular y humoral anti - SARS-CoV-2 luego de
aproximadamente un afio de la infeccién natural en individuos no vacunados. Estos resultados nos per-
miten comprender mejor la respuesta inmune natural anti - SARS-CoV-2 y contribuyen a la planificacién
de nuevas estrategias de inmunizacién.

Palabras clave: COVID-19, inmunidad celular, inmunidad humoral, memoria inmunolégica, inmunizacién.
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Background: More than three years after the beginning of the COVID-19 pandemic, mortality and hospital-
ization rates decreased thanks to vaccination; however, new variants, more transmissible and resistant
to previous immunity, could be responsible for new and re-infections. Objective: To investigate the pres-
ence of specific cellular and humoral-mediated memory immunity in people recovered from COVID-19
who were not vaccinated at the time of this study. Materials and methods: A descriptive cross-sectional
study was carried out between July and August 2021 in 27 unvaccinated volunteers recovered from CO-
VID-19. Cellular immunity was studied by flow cytometry through the presence of memory and immuno-
logical activation markers on TCD4, TCD8 and B lymphocytes, and then comparing basal and stimulated
response with inactivated SARS-CoV-2 [Wilcoxon test for paired samples, R study program]). Anti-Spike
protein IgG antibodies were measured. The study was approved by the institutional Ethics Committee.
Results: The memory cell response on CD4, CD8 and CD19 Iymphocytes was significantly higher in the
SARS-CoV-2 stimulated state than in the basal state p< 0.05). The 74.07% of volunteers (20/27) were
IgG reactive anti-SARS-CoV-2. The time between the diagnosis of COVID-19 and this immunological study
was 6 to 13 months. Conclusions: Unvaccinated individuals showed specific cellular and humoral mem-
ory immunity against SARS-CoV-2 approximately one year after natural infection. These results allow us
to better understand the anti-SARS-CoV-2 immune response and can contribute to the planning of new
immunization strategies.

Keywords: COVID-189, cellular immunity, humoral immunity, immunological memory, immunization.
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Introduccién

El huevo coronavirus, SARS-CoV-2, por sus siglas en in-
glés, o sindrome respiratorio agudo y grave por coronavirus
2 emergid a fines de diciembre del 2019 en la ciudad de
Wuhan, provincia de Hubei, China, y rdpidamente se expan-
dié por todo el mundo.! El 11 de marzo del 2020, la Organi-
zacién Mundial de la Salud (OMS) declaré la pandemia.? El
periodo de incubacién de hasta 14 dias, el alto porcentaje
de contagiados sintomaticos leves o asintomaticos, sobre
todo en poblacién pediatrica®, y la ausencia de inmunidad
previa anti - SARS-CoV-2*° contribuyeron a la expansién del
virus y dificultaron el control de la pandemia.

En nuestro pais, desde el inicio de la pandemia hasta el
29 de abril del 2023, se notificaron 10.052.810 de casos
confirmados de COVID-19 y 130.502 fallecidos.® La vacuna-
cién anti-COVID-19 se inici6 el 29 de diciembre de 20207, y
los primeros en recibirla fueron los adultos mayores, perso-
nas con comorbilidades y personal de salud. Segun datos
del Ministerio de Salud de la Nacién, hasta mayo del 2023
en Argentina, se aplicaron 115.539.419 dosis.® Gracias a la
vacunacion, la pandemia por COVID-19 pudo controlarse, y
disminuyé notoriamente el nimero de muertes e interna-
ciones por esta causa.

La mayoria de las personas con inmunidad previa, ya
sea por reinfeccién o vacunacién, experimentaran una en-
fermedad respiratoria leve o moderada; esto significa que
la inmunidad anti - SARS-CoV-2 no es esterilizante y, por lo
tanto, no evitara nila reinfeccién nila transmisién.>9 Como
consecuencia, se han documentado nuevos picos de conta-
gios sin una clara estacionalidad, y han aparecido nuevas
variantes virales asociadas a mayor contagiosidad que es-
capan principalmente lainmunidad humoral''2, como ocu-
rrié con la variante dmicron, considerada como variante de
preocupacién (VOC) por la OMS en noviembre del 2021.1314

Debido a la emergencia sanitaria global, diferentes pla-
taformas vacunales se aprobaron en tiempo récord® sin
comprender completamente la respuesta inmunolégica ge-
nerada por la infeccién natural.

Larespuesta inmune a las vacunas se ha estudiado in vi-
tro. Algunos autores analizaron la capacidad de neutraliza-
cién de anticuerpos (Ac), otros, la funcionalidad celular.6-1°

También es sabido que la inmunidad ideal seria aquella
que genere una respuesta de memoria sistémica y de mu-
cosas!? no solo contra la proteina spike, sino contra otras
proteinas virales, para lo cual es fundamental una respues-
taequilibrada Th1/Th2. Afin de que esto ocurra, sonimpres-
cindibles los linfocitos T (LT).*® 20-22 Estudios previos con
SARS-CoV-1, descubierto en China a finales del afio 2002 y
de la misma familia que SARS-CoV-2, demostraron que los
Ac generados después de la infeccién fueron protectores,
pero de corta vida media®®?4, mientras que la respuesta de
LT perdurd por afios.212425

Durante el transcurso de la pandemia por SARS-CoV-2,
otros autores detectaron respuesta de LT anti - SARS-CoV-2
meses después del diagndstico, incluso en personas sin Ac

detectables y en contactos estrechos asintomaticos. 625

Sabiendo que el titulo de anticuerpos disminuye fisio-
I6gicamente con el tiempo, es necesario comprender qué
sucede con la inmunidad adaptativa de memoria celular. El
objetivo principal de este trabajo fue investigar la presencia
de inmunidad especifica celular y humoral de memoria en
personas recuperadas de COVID-19 y sin vacunar al momen-
to del estudio.

Materiales y métodos
Se realizé un estudio descriptivo de corte transversal en-
tre julioy agosto del 2021.

Poblacién y muestra

Se seleccionaron 27 voluntarios que cumplieron los si-
guientes criterios de inclusién: ser mayor de 18 afos de
edad; tener un informe de laboratorio con resultado positivo
para SARS-CoV-2 por reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa con transcripcion reversa (RT-qPCR], junto con
registros clinicos o ficha clinico - epidemiolégica de la fecha
del diagndstico; tener el alta médica segun criterio del Mi-
nisterio de Salud de la Nacién; no haber recibido ninguna va-
cuna contra SARS-CoV-2 al momento de este estudio; no pre-
sentar sintomatologia compatible con la definicién de caso
sospechoso de COVID-19.27 Las 27 personas aceptadas fue-
ron citadas, respetando los protocolos de distanciamiento
social y preventivo, para realizar la extraccién de sangre;
firmaron un consentimiento informado y completaron una
encuesta sobre su recuperacion y estado de salud actual.

Quedaron excluidas de la preseleccién personas inmuno-
comprometidas (por enfermedad oncoldgica, trasplante de
organo soélido o médula ésea, infeccion por virus de inmu-
nodeficiencia humana [VIH], drogas inmunosupresoras o
modificadores de respuesta bioldgica), institucionalizadas
en centros de cuidados crénicos, hospital de dia o hemodia-
lisis y/o que tuvieran esperanzade vida menor de 6 meses.

Se analizaron datos clinico - epidemiolégicos y de labora-
torio de los 27 voluntarios.

Muestras bioldgicas

Sangre entera periférica heparinizada (heparina sddica
Rivero, Riveparin, Uruguay, REG: 33024) para el aislamien-
to de células mononucleares (CMN] y recuento celular: una
gota de sangre entera para la férmula leucocitaria y suero
para serologia.

Purificacién de células mononucleares (CMN)

Siguiendo protocolos ya descritos por otros autores?®29, en
cabina de flujo laminar (LabGard® Gabinete de Bioseguridad
Clase Il Tipo A2, NuAire™), se realizé un gradiente de densidad
con Ficoll-Paque (Lymphoprep™, NYCOMED PHARMA AS, Oslo,
Norway, No. 10068032) a partir de sangre entera hepariniza-
da, diluida al 50 % con solucién fisiolégica estéril; luego de cen-
trifugar durante 20 minutos a 1800 revoluciones por minuto
(r.p.m], se obtuvo una interfase opaca, rica en CMN. Las CMN
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se lavaron dos veces con solucién fisio-

Tabla I. Caracteristicas clinico - epidemiolégicas de los voluntarios INE-ANLIS, l6gica y una vez con Medio Roswell Park
Mar del Plata; julio - agosto 2021 (N=27]. Memorial Institute con glutatién y vitami-
G
Modia Rango Desvio Esténdar nas [RPMI 1640 [Gibco®, Life Technology
Corporation, N°:31800014]], suplemen-
Edad (afios) 37 21-64 10,85 gy L
tado con antibicticos (penicilina/estrep-
Frecuencia Porcentaje (%) IC95% tomicina al 1%.].
Sexo
Femenino 17 62,96 42,37-80,60 Ensagos funcionales
Masculino 10 37,04 19,40-57,63 Los cultivos se realizaron durante
Nivel educativo 5 dias con CMN frescas, obtenidas en
Primario completo 1 3,70 0,09-18,97 el dia, en placa estéril de 96 pocillos de
Secundario completo 5 2222 8,62-42.26 fondo plano (Orange Scientific: Ljat: 5530
o 100), en estufa gaseada de diéxido de
Terciario incompleto 6 22,22 8,62-42,26
carbono al 5 % (Excella EC0-170]. Se
Terciari let 3 11,11 2,35-29,16 S .
erclario completo ajustd el nimero de CMN a 2.000.000/
Universitarioincompleto ’ 25,93 11,11-46,28 mL en RPMl Sup|ementad0 con penICI|I-
Universitario completo 4 14,81 4,19-33,73 na/estreptomicina al 1 %. Se sembraron
Aislamiento 200.000 CMN por pocillo (volumen final:
Domiciliario 26 96,30 81,03-99,91 200ulL). Laviabilidad celular se confirmé
Hotel 1 3,70 0,09-18,97 por exclusién de coloracién vital con azul
Viaje previo a COVID-19 3 11,11 2,35-29,16 de tripan (Biopack Cod. 9662.01).

A cada voluntario, se le realizaron tres

Signos y sintomas al momento del diagndstico de COVID-19 . ) o
tipos de estimulos por triplicado: basal:

Fiebre e >9:26 38.80.27.61 CMN con RPMI completo; control positivo:
Dolor de garganta 1 62,96 42,37-80,60 CMN con fitohemaglutinina (PHA 20 ug/
Dolor de cabeza 16 59,26 38,80-77,61 mL) como control positivo de activacién
Fatiga 8 33,33 16,52-53,96 celular; estimulo especifico: CMN con
Agitacion 5 18,52 6,30-38,08 1000 dosis infectantes de SARS-CoV-2
Tos 9 33,33 16,52-53,96 inactivado con beta-propiolactona. (La-
Nauseas/Vomitos 2 241 0,91-24,29 boratorio de Virosis Respiratorias INEI-
Dolores musculares 12 44,44 13,75-50,18 ANLIS, Malbran). Tanto los estimulos
Peérdida del gusto 1 5185 31.95.71,33 como el cultivo basal se prepararon en

o el dia con RPMI completo, suplementado
Pérdida del olfato 16 >9.26 38800761 con suero bovino fetal al 20 % (SBF Gibco®
Dificultad respiratoria 6 22,22 8,62-42,26 by Life Technologies, Ref 16000-036]. Al
Diarrea 2 741 0,91-24,29 quinto dfa, las CMN se cosecharon, se la-
Adenomegalia L 3,70 0,09-18,97 varon con solucidn fisioldgjca tres veces,
Temblores 1 3,70 0,09-18,97 se resuspendieron en 100 uL de buffer
Petequias 1 3,70 0,09-18,97 BD FACSFlow™ (ref. 342003) y se marca-
Rinitis 5 241 0,91.24,29 ron para citometria de flujo (CMF).

Sintomas pos-COVID-19 (n=26)

Citometria de Flujo

Anosmia 2 7,69 0,95-25,13 o )
Se utilizé un panel de anticuerpos

Fatiga 1 3,85 0,10-19,64 .
monoclonales (Becton, Dickinson and
Migrana 1 385 0.10-19,64 Company, BD Biosciences, 2350 Qume
Trombosis venosa 1 3,85 0,10-19,64 Drive, San José, CA 95131 USA] que
Autopercepcidn de la recuperacién permitiera identificar subpoblaciones
Buena 20 74,07 53,72-88,89 linfocitarias B, TCD4 y TCD8, ademas de
Regular 2 25,93 11,11-46,28 marcadores de activacién y memoria, en
Comorbilidades > 11,11 2352916 un Unico tubo: CD19 con isotiocianato de
Serologfa previa al estudio® 12 44,44 25,48-64,67 fluoresceina (CD19-FITC), CD3 con alofi-

. . o ) o cocianina (CD3-APC), CD4 con Peridinin
» *De las 12 personas que se realizaron serologia previa, diez tuvieron resultados positivos. Fuente: . .

datos recopilados con base en la encuesta personal y la ficha clinico — epidemioldgica, al momen- chlorophyll - protein-Cyanines.5 (CD4-

to del diagndstico de COVID-19. PerCP-Cy™5.5), CD8 con aloficociani-

ByPC sep-dic 2024; 88(3):25-33 // ISSN-e 2684-0359
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Tabla Il. Resultados basales de inmunidad humoral y poblaciones celulares pos-COVID-19. INE-ANLIS, Mar del Plata; julio-
agosto 2021. N=27.

Tiempo desde

el diagnéstico Recuentode Recuentode . .. CD3+ CD4+ CD8+ CD19+
Voluntario al estudio leucocitos CMN inicial .Vlét.)mdad Ser?lo- Totales  Totales  Totales Totales
inmunolégico  (n/mm?3) (n/mm3) inicial (%) gs (%) (%) (%) (%)
(meses])
x=6400 Reacti-  x=32  x=r7,7 x=216 P
D§:11,018 DS=1705,18 05121213;&[,]16 DSX:?OS vos  DS=8,38 DS=999 DS=9,69 ,ES?;
(6-13) (4300- (850-4900)  (93-100) 74,07%  (12,7- (58,7- (4,6- (4,4
11000) (20/27)  46,9) 95,4) 41,3) 18,9)
1 12 7500 4800 100 R 32,0 86,5 13,5 12,7
2 10 7450 3950 100 R 35,0 85,5 14,5 11,0
3 10 4350 2000 100 R 30,0 63,7 36,3 55
4 10 6800 2100 100 R 33,0 83,0 17,0 9,6
5 11 4650 3300 95 R 27,0 69,5 30,5 7,8
6 10 5300 2150 98 R 32,0 85,9 14,1 8,2
14 8 6200 4900 99 R 23,0 71,9 28,1 8,0
8 12 7300 3600 99 R 32,0 89,2 10,8 6,9
9 14 6400 2500 96 R 26,5 77,2 22,8 6,7
10 12 5400 2300 99 R 30,0 72,9 27,1 11,7
11 12 5000 2300 98 R 35,5 78,4 21,6 ’,?
12 8 5800 4100 96 R 33,6 e’ 22,3 11,8
13 10 11000 4050 99 R 34,8 59,2 40,8 8,5
14 12 8800 4350 97 R 46,2 76,7 23,3 18,9
15 13 8900 2200 100 NR 20,8 89,9 10,1 12,7
16 11 7900 2300 95 R 29,0 86,4 13,6 12,7
17 11 4300 1250 98 R 22,5 84,3 15,7 14,1
18 11 8900 1450 99 NR 36,0 89,9 20,1 14,0
19 9 5300 850 94 NR 12,7 62,0 38,0 4,4
20 13 10000 1450 93 R 23,0 81,9 18,9 13,4
21 8 6600 3150 98 R 17,0 73,2 18,1 6,6
22 ? 6200 1300 99 R 31,6 70,5 29,5 4,8
23 11 6400 3100 100 NR 43,4 95,4 4,6 14,5
24 10 7300 3050 96 NR 39,3 58,7 41,3 16,9
25 9 5700 1200 98 R 40,4 82,1 17,9 8,5
26 11 7300 2300 96 NR 46,9 74,6 25,4 11,5
27 6 5300 3050 100 NR 39,5 67,2 32,8 7,2

» x, mediana; DS, desvio estandar; R, reactivo; NR, no reactivo

na - andlogo de cianina? (CD8-APC-H?), CD25 con ficoeritrina  Serologia

(CD25-PE) y CD45Ro con ficoeritrina-cianina? (CD45Ro-PE- Se realiz6 un enzimoinmunoensayo (ELISA COVIDAR

Cy?). Se adquirieron 10.000 eventos en un CMF de 6 colores  1gG®). Siguiendo indicaciones del fabricante, se obtuvo el

(BD FACSCanto™ Flow Cytometer). titulo de anticuerpos de tipo IgG anti — proteina spike de
La estrategia para el analisis por citometria de flujo se des-  SARS-CoV-2 en muestras de suero.

cribe en “Anexo I”.
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Recoleccién de datos
Se utilizé un cuestionario autoadministrado que incluia

datos clinico-epidemioldgicos al momento del diagnéstico,

corroborados con la ficha de notificacion obligatoria de caso

sospechoso de COVID-19 del Ministerio de Salud de la Na-

cion. Se incluyeron datos de la recuperacién autopercibida,

posterior al COVID.

* Variable dependiente: presencia de linfocitos de memo-
ria que responden especificamente a SARS-COV-2

¢ Variables independientes. Al momento del diagndéstico
viral: edad (afios]); género (varén/mujer/trans]; sexo
(masculino/femenino/otro]; fecha de inicio de sinto-
mas (dia/mes/afio); fecha de toma de muestra (dia/
mes/afio); muestra bioldgica (esputo/aspirado endo-
traqueal/lavado broncoalveolar [BAL]/mini BAL/liquido
pleural/hisopado nasal y faringeo/biopsia de pulmén/
otras]; signos y sintomas (dolor de garganta/nauseas/
vomitos/pérdida del olfato/agitacién/fatiga/dificultad
respiratoria/dolor de cabeza/dolores musculares/otros
aclarando que cada signo y sintoma se valoraria con si/
noJ; tratamiento (si/no, especificar); requiere interna-
cién (si/no, n° de dias); complicaciones: insuficiencia
respiratoria/ventilacién mecanica (VM) - dias de VM -;
cardiovasculares: infarto agudo de miocardio/arritmias/
pericarditis/otras; coagulacién vascular diseminada,
tormenta de citoquinas, infeccién secundaria); requiere
ingreso a UTI (si/no); enfermedad de base/comorbilidad
(si/no, ¢cudl?); Ascendencia (padres/abuelos/bisabue-
los]; nivel de educacién (ninguno/primario: completo/
incompleto, secundario: completo/incompleto, terciario:
completo/incompleto, universitario: completo/incom-
pleto]; ocupacidn (especificar); nimero de convivientes
(especificar); nimero de contagios secundarios entre
sus convivientes (especificar]; nimero de ambientes
en vivienda (especificar]); viaje previo (si/no). Al mo-
mento del estudio inmunoldgico: Se relevaron serologia
(1gG reactiva/no reactiva); serologia previa (informacién
complementaria que aportaron algunos de los volunta-
rios acompafidandola con su comprobante de diagnéstico
molecular de SARS-CoV-2: si/noJ; recuento de leucocitos
totales (n®’mm3] y férmula leucocitaria; viabilidad celu-
lar (porcentaje [%] de células vivas después de Ficoll-
Paque); % de CMN positivas (+) para los marcadores de
membrana estudiados por CMF (% de LB CD19+, % de LT
CD4+y % de LT CD8+, % de células activadas CD25+ y de
memoria CD45Ro +) en estado basal y estimulado espe-
cificamente con SARS-CoV-2.

Anidlisis estadistico

Se presentaron estadisticas descriptivas para las varia-
bles demograficas y clinicas. Para las variables continuas,
se calcularon medias, rango y desvio estandar; para las
variables categdricas, frecuencias absolutas, porcentajes
y sus intervalos de confianza de 95% (IC95%). Las asocia-
ciones entre variables se realizaron mediante el test del chi

cuadrado (Xi2) o prueba exacta de Fisher, segun correspon-
diera. La asociacién entre las variables y la presencia de
respuesta inmune celular se estimé calculando el odds ratio
(OR). Se usaron los programas de soporte: Epi Info 7, EpiDat
4.1. La respuesta inmune celular global se analizé con el
test de Wilcoxon para muestras pareadas con el programa
R-Studio; esto se hizo para cada una de las subpoblaciones
celulares: LBy LT CD4 y CD8.

Etica

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica en Inves-
tigacién del INE, “Juan H. Jara”, con sede en la calle ltuzain-
g6 3520 de Mar del Plata, que cumple con el reglamento de
Registro y Acreditacién de Comités Institucionales de Etica
en Investigacién, Registro N° 059/2016, FOLIO 107 DEL Li-
bro de Actas N°2, con fecha 02/09/2016 (Cédigo: LERMAN
02/2020). Cada participante proporciond su consentimien-
toinformado por escrito antes de cualquier actividad del es-
tudio. Se mantiene la confidencialidad de los participantes.

Resultados

De un registro de mas de 20.000 diagndsticos de CO-
VID-19 por RT-qPCR, se preseleccionaron 158 personas, de
las cuales solo se estudiaron 27 (17,1 %). El resto (n=131)
no se incluyé por las siguientes causas: no pudo ser ubica-
do (n=38], habia recibido la vacuna (n=83), fue citado y no
se presentd al estudio (n=7) o habia fallecido (n=3). De los
27 voluntarios, 26 fueron diagnosticados con COVID-19 en
2020: 1 en enero del 2021; 17 (62 %) eran de ascendencia
europea, 2, mestizos y 8 no respondieron a esa pregunta.
Datos de la encuesta revelaron que 15 de las 27 personas
(55,55 %) sabian de quiénes se habian contagiado; el resto
lo desconocia. Ocho (29,63 %) afirmaron haber contagiado
a algun conviviente, y 4 (14,81 %) contagiaron a su vez a
algun contacto estrecho no conviviente. No se hallé aso-
ciacién estadisticamente significativa entre el nimero de
contagios secundarios entre convivientes y el nimero de
ambientes en la vivienda (p >0,05).

Las caracteristicas clinico - epidemiolégicas de las per-
sonas estudiadas se detallan en la Tabla |. Solo dos perso-
nas presentaron alguna comorbilidad o factor de riesgo al
diagndstico de COVID-19: una de ellas cursaba embarazo
avanzado y diabetes, otro era fumador. Ninguno de los
voluntarios requirié internacién, pero uno desarrollé una
trombosis venosa posterior al COVID-19. Ninguno presenté
leucopenia, leucocitosis, linfopenia o linfocitosis al momen-
to del estudio. Los resultados basales del estudio inmuno-
l6gico humoral y de poblaciones celulares se presentan en
la Tabla II. El tiempo transcurrido desde el diagndstico de
COVID-19 hasta la fecha del estudio inmunolégico fue, en
promedio, 10 meses (6 a 13 meses]. EI 74,07 % (20 / 27)
resultd IgG anti - SARS-CoV-2 reactivo. No se hall6 asociacién
estadisticamente significativa entre la presencia o no de Ac
anti - SARS-CoV-2 y el tiempo transcurrido desde el diagnds-
tico de COVID-19 (p=0,0627); tampoco, con el porcentaje

ByPC sep-dic 2024; 88(3):25-33 // ISSN-e 2684-0359



n Libera y col. Estudio de inmunidad especifica celular y humoral de memoria en pacientes recuperados de COVID-19 sin vacunar.

Figura 1. LT CD4+ en estado basal y estimulado especifi-
camente con SARS-CoV-2.
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Figura 2. LT CD8+ en estado basal y estimulado especifi-
camente con SARS-CoV-2.
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Figura 3. LB CD19+ en estado basal y estimulado especi-
ficamente con SARS-CoV-2.
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de CD19 total (p=0,4148). Al comparar las CMN en estado
basal con las estimuladas especificamente durante 5 dias
con SARS-CoV-2 inactivado, se observé una respuesta celu-
lar de memoria significativa (p <0,05) en las 3 subpoblacio-
nes linfocitarias estudiadas, aunque con mayor dispersion
enlos LB (Figuras 1,2y 3).

Discusién

Este estudio es uno de los pocos publicados en Argentina
que documenta la inmunidad de memoria posterior al CO-
VID-19 in vitro mediante ensayos funcionales luego de apro-
ximadamente un afo de la primoinfeccidn, en individuos no
vacunados.

Existe consenso respecto de que tanto la infeccién natu-
ral como la vacunacién generan una respuesta inmune de
memoria celular y humoral anti - SARS-CoV-230-34, Esta in-
munidad, aunque efectiva para mitigar las manifestaciones
clinicas y disminuir las hospitalizaciones, no siempre nos
protege contra una reinfeccién ni evita la transmision. Otros
autores reportaron que personas con esquema completo de
vacunacién transmiten el virus con cargas virales similares
a las de aquellas sin vacunar®®, que la inmunidad generada
por vacunas como Pfizer-BioNTech disminuye mas répi-
damente que en convalecientes®® y que la eficacia de las
vacunas decrece mas rapidamente en adultos mayores y
adultos con comorbilidades que en inmunocompetentes.>”

Nuevas variantes del coronavirus-2, como émicron, nos
recuerdan que la epidemiologia de los virus respiratorios
cambid y que el sistema de salud debe estar atento a la po-
sible aparicién de otras variantes mas transmisibles y resis-
tentes a inmunizacién previa.

Entre las limitaciones del estudio, se identificaron la im-
posibilidad de estudiar un mayor ndmero de individuos y
de representar todos los rangos etarios, especialmente, el
de los adultos mayores; tampoco se incluyeron personas
con comorbilidades significativas o que hayan cursado la
enfermedad con pardmetros de gravedad, como requeri-
miento de internacién o asistencia respiratoria, entre otras.
El motivo fue que, en Argentina, la campafia de vacunacién
anti COVID-19 se inici6 antes de realizar este estudio, y los
primeros en acceder a las vacunas fueron los grupos de
riesgo: personal de salud, mayores de 65 afios y personas
con comorbilidades. En septiembre del 2021, la vacunacién
comenzo a ser libre y voluntaria para mayores de 18 afos.

Otro punto a mencionar es que, al momento del ensayo,
todas las personas habfan decidido voluntariamente no
vacunarse, se encontraban en perfecto estado de salud y
declararon no haber tenido sintomas compatibles con CO-
VID-19 en el periodo transcurrido entre el diagndstico de
la enfermedad y este estudio; sin embargo, no podemos
garantizar que la respuesta inmune especifica anti-SARS-
CoV-2 aqui estudiada se deba exclusivamente a la memoria
inmunolégica generada por la primoinfeccién natural, ya
que existe la posibilidad de haber incluido también la res-
puesta asintomatica a una 0 mas exposiciones al virus,
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Anexo |. Estrategia para el andlisis por citometria de flujo.

» En el caso de los LT, se realizé un gate inicial en las CMN CD3+; sobre
ellas, se discriminaron las subpoblaciones CD4+ o CD8+; finalmente,
se analizaron en un plot los clusters de doble positivas para los marca-
dores de activacién y memoria celular (CD25+ y CD45Ro+, respectiva-
mente). Para los LB, se realizé un gate inicial en las CMN CD19+; luego,
se analizd en un plot el cluster CD25+ y CD45Ro+. La misma estrategia
se aplicé tanto para el estadio basal como para el estimulado.

como describen otros autores.38

En este estudio, solo se evalué la inmunidad sistémica,
pero serfa interesante estudiar también la inmunidad de mu-
cosas dosando IgA sérica y secretoria, indispensables como
primer mecanismo de defensa contra virus respiratorios.

Si bien la vacunacién redujo la morbimortalidad asocia-
da al SARS-CoV-2, se necesitan mas investigaciones para
caracterizar su durabilidad y efecto protector. Se han re-
portado varios casos de efectos adversos potencialmente
asociados con las vacunas, como miocarditis3%4°, hiper-
tension!, enfermedad glomerular®?, efectos oculares*® y
enfermedades autoinmunes.***> La incidencia de estos
efectos adversos podria ser mayor en personas que han

cursado COVID-19 antes de la vacunacién. 64

Este estudio, junto con otros abordajes de naturaleza si-
milar, llevan a revisar las estrategias de vacunacién y adap-
tarlas a poblaciones especificas, tal como comunicé la OMS
en enero del 2022 respecto de la necesidad de desarrollar
vacunas alternativas, como las nasales?, aplicando cono-
cimientos basicos de inmunologia.??

Habiendo detectado inmunidad especifica de memoria
en convalecientes sin vacunar, después de un afo de la
infeccién natural, consideramos que, para personas ya ex-
puestas al virus o vacunadas que no pertenezcan a ningdn
grupo de riesgo, podria implementarse un nuevo esquema
de inmunizacién anual de Unica dosis.
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