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Resumen

Antecedentes. Los estudios han encontrado diferentes tasas de disminucién de los anticuerpos neutralizantes, en
comparacion con los anticuerpos de unidn, contra el SARS-CoV-2. Se desconoce elimpacto de la tasa de disminucion de
los anticuerpos neutralizantes a nivel individual, en la duracién de la inmunidad. Nuestro objetivo fue investigar los
niveles maximos, y la dinamica de la disminucidn de los anticuerpos de neutralizacidn, asi como la maduracién de la
avidez de la 1gG con el tiempo, y su correlacién con los parametros clinicos, las citocinas y las respuestas de célulasT.

Métodos. Hicimos un estudio longitudinal de pacientes que se habian recuperado de COVID-19hastael dia 180 después
delinicio de sintomas, mediante el seguimiento de los cambios en los niveles de anticuerpos neutralizantes, utilizando un
virus sustituto validado previamente parala prueba de neutralizacién. Los cambios en la avidez de los anticuerposy otros
marcadoresinmunes en las diferentes etapas de la convalecenciafueron determinados, y correlacionados con las
caracteristicas clinicas. Usando un algoritmo de aprendizaje automatico, el cambio temporalen los niveles de
anticuerpos neutralizantes se clasificé en cinco gruposy se utilizaron para predecir la longevidad de la inmunidad
mediada por anticuerpos neutralizantes.

Hallazgos. Invitamos a 517 pacientes para participar en el estudio, de los cuales 288 dieron su consentimiento parael
seguimiento ambulatorio y la recoleccidn de muestras de sangre seriadas. 164 pacientes fueron seguidosy se tomaron
muestras de sangre para analizar, con un total de 546 muestras de suero recolectadas, incluidas 128 muestras de sangre
tomadas hasta 180 dias después delcomienzo de sintomas.

Identificamos 5 patrones distintivos de la dinamica de anticuerpos neutralizantes de la siguiente manera: negativo,
individuos que, en nuestros intervalos de muestreo, no desarrollaron anticuerpos neutralizantes al nivel de inhibicién del
30% (19 [12%] de 164 pacientes); menguante rapido, individuos que tenian niveles variables de anticuerpos
neutralizantes alrededor de 20 dias después delinicio de los sintomas, pero que serorevirtieron en menos de 180 dias
(44 [27%)] de 164 pacientes); menguante lento, individuos que permanecieron con anticuerpos neutralizantes positivos a
los 180 dias después de la aparicidn de los sintomas (52 [29%] de 164 pacientes); persistentes, aunque con diferentes
niveles maximos de anticuerpos neutralizantes, estos individuos tenian una caida minima de los anticuerpos
neutralizantes (52 [32%] de 164 pacientes);y respuestatardia, un pequefio grupo que mostré unaumentoinesperado de
los anticuerpos neutralizantes durante la convalecenciatardia (a los 90 o 180 dias después delinicio de los sintomas; tres
[2%] de 164 pacientes).

La persistencia de los anticuerpos neutralizantes se asocié con la gravedad de la enfermedady un nivelsostenido de las
citocinas proinflamatorias, quimiocinas y factores de crecimiento.

Por el contrario, las respuestas de las células T fueron similares entre los diferentes grupos dinamicos de anticuerpos
neutralizantes.




Sobre la base de las diferentes dinamicas de desintegracion, establecimos un algoritmo de prediccion que reveld un
amplio rango de longevidad de los anticuerpos neutralizantes, que varia desde alrededor de 40 dias hasta muchas
décadas.

Interpretacion. La dindmica de la respuestade los anticuerpos neutralizantes en los pacientes que se han recuperado de
COVID-19varia mucho, y la prediccion de la longevidad inmunitaria solo puede determinarse con precision a nivel
individual. Nuestros hallazgos enfatizan la importancia de las medidas sociales y de salud publica en la respuestaal brote
pandémico en curso, y podria haber implicaciones para la longevidad de la inmunidad después de la vacunacidn.

Financiamiento. del Consejo Nacional de Investigacion Médica, el Consejo de Investigacion Biomédicay A * STAR,
Singapur.

Investigacion en contexto
Evidenciaantes de este estudio

Buscamos en PubMed el 16 de septiembre de 2020, sin restricciones, utilizando los términos ("SARS-CoV-2" O "COVID-
19"), ("Anticuerpo neutralizante" O "anticuerpo neutralizante") y "longevidad". Nuestra busqueda no recupero articulos
publicados. Buscamos medRixv y bioRixvy encontramos 22 y 18 preimpresiones, respectivamente. La mayoria de los
estudios no fueron directamente relacionados con una investigacion de cohorte longitudinal. Algunos estudios siguieron
las respuestas de anticuerpos usando ELISA o pruebas de neutralizacién virales con virus vivo en laboratorios de nivel de
bioseguridad (BSL) 3 o pseudovirus en los laboratorios BSL2, y pocos tuvieron una duracion de 6 meses después delinicio
de los sintomas. Una limitacion comun fue tamafio de la cohorte (en sumayoria menos de 100 participantes) e irregular
frecuencia de muestreo. Ninguno de los estudios investigd la avidez de los anticuerpos especificos del SARS-CoV-2en el
contexto de respuestas de anticuerpos contrala proteinaS y longevidad de anticuerpos neutralizantes.

Valor agregado de este estudio

En estaencuestalongitudinal de 180 dias, examinamos ladinamica del cambio de los anticuerpos, centrdandonos en el
nivel de los anticuerpos neutralizantes, ya que se correlacionan mejor con una inmunidad protectora que los anticuerpos
de unidn total. Ademas, investigamos el cambio en la avidez como un biomarcador adicional para la calidad de las
respuestas de anticuerpos en diferentes individuos, y descubrimos que la rapida maduracién de la avidez desempefaba
un papelimportante en la determinacién nosolo el nivel de anticuerpos neutralizantes, sino también una la tasa
decreciente de anticuerpos neutralizantes. Elnivel de anticuerposy la avidez se correlacionaron alin mas con otros
marcadores inmunes, incluidas las citocinas y la inmunidad de células T. Usando la maquina de algoritmos de
aprendizaje, establecimos un modelo de prediccion que indicé que la longevidad de la inmunidad de anticuerpos
neutralizantes para los pacientes con COVID-19 podria variar de semanas a décadas.

Implicaciones de toda la evidenciadisponible

Aunque no estamos en una etapa para correlacionar de manera concluyente los niveles de las respuestas de anticuerpos
con la inmunidad protectora, estamos en una posicion mucho mejor para evaluarla dindmica de las respuestas de
anticuerpos con los datos de una cohorte que ha estado en convalecencia durante mas de 6 meses. Nuestros hallazgos
muestran que el nively la calidad de los anticuerpos neutralizantes pueden variar en gran medida de un paciente a otro,
y que los anticuerpos neutralizantes pueden durar un periodo prolongado en ciertas poblaciones de pacientes, porlo que
esimportante monitorear esto a nivelindividual. Este trabajo podria tenerimplicaciones para la longevidad de
inmunidad después de la vacunacion.




Introduccion

La pandemia del COVID-19,! causada por el SARS-CoV-2,2 ha durado mas de un afio, y no hay sefiales de que termine. Ha
provocado mas de 114 millones de casosy cerca de 2,5 millones de muertes al 3 de marzode 2021.3 Quedan varias
preguntas cientificas clave sin respuesta sobre la misma. Una de estas preguntas es la naturalezay la longevidad de la
inmunidad protectora, que es muy importante en el contexto de la evaluacidn de riesgos para la reinfeccidony desarrollo
devacunas.*®

En cualquier infeccidn viral, se esperaque tanto las respuestas de anticuerpos, como de las células T, desempefiaran un
papelen lainmunidad protectiva, y hay estudios publicados que sugieren que esto también podria ser cierto para la
infeccion por SARS-CoV-2.467

En pacientes que se han recuperado de COVID-19, algunos individuos tienen niveles muy bajos o ausencia de anticuerpos
neutralizantes, lo que indica que la inmunidad de las células T podria serel mecanismo dominante, al menos en algunos
individuos.®? Sin embargo, los altos niveles de anticuerpos de neutralizacién parecen estar correlacionados con la
proteccién contra la reinfeccion.”

Los estudios previos de otros coronavirus ofrecen poca orientacion para la serologia del SARS-CoV-2. Las respuestas de
anticuerpos a los 4 coronavirus humanos estacionales son generalmente de vida corta, y los individuos recuperados son
propensos ala reinfeccion.>° Los conocimientos actuales para el SARS-CoV y el MERS-CoV son menos concluyentes, con
algunos estudios que sugieren que los anticuerpos disminuyen rapidamente y otros que indican una inmunidad mediada
por anticuerpos de larga duracion.® Para el SARS-CoV-2, varios estudios seroldgicos han evaluado la dindmicay la
duracién de las respuestas de los anticuerpos. Estos hallazgos no son uniformes, con algunos afirmando una disminucién
rapida y otros que muestran persistencia de los anticuerpos, en parte debido al hecho de que diferentes grupos han
medido diferentes anticuerposy la mayoria de los estudios fueron realizados en una etapatempranade la
convalecencia.'#!®

Los estudios seroldgicos longitudinales de pacientes que se han recuperados de COVID-19son vitales para proporcionar
informacién clave que falta en el contexto de la adquisicion de inmunidad protectoray de la longevidad de los
anticuerpos neutralizantes para el SARS-CoV-2. Nuestro objetivo fue investigar los niveles maximosy la dindmica de la
disminucion de los anticuerpos neutralizantesy la maduracion de la avidez de la IgG con el tiempo, y correlacionar esto
con parametros clinicos, citocinas y respuestas de células T. A continuacion, presentamos nuestros hallazgos de un
estudio de cohorte de 180 dias en Singapur.

Métodos

Seleccion de pacientesy recopilacién de datos

El criterio de inclusidn para este estudio de cohorte prospectivo fue la infeccidon por COVID-19 confirmada, definidacomo
una PCR positiva para SARS-CoV-2 de cualquier muestrarespiratoria. No hubo criterios de exclusion. Los registros
médicos electrénicos de los pacientesinscriptos fueron revisados y los datos fueron ingresados en un formulario de
recoleccién estandarizado adaptado del Consorcio Internacional de Infecciones Severas Respiratorias Agudas. La
gravedad de la enfermedad se definid de la siguiente manera: leve (sin neumonia en la radiografia de térax), moderada
(neumoniaen la radiografia de térax, pero que no requirié oxigeno suplementario), y grave (que requirié oxigeno
suplementario, admision a unidad de cuidados intensivos o ventilacion mecdnica).

Se recolectaron muestras en serie de sangre semanalmente durante la hospitalizacién y después delalta hospitalaria
entre los dias 30 y 60, el dia 90, y el dia 180. Una descripcidn mas detallada de la cohorte de pacientesse da enel
apéndice (pdag. 1). La cohorte de pacientes fue reclutadadesde el 30 de enero de 2020 hasta el 14 de agosto de 2020, y
tenianinfeccidn confirmada para SARS-CoV-2, detectada porunaPCRde un hisopado nasal.

Se obtuvo el consentimiento informado porescrito de los pacientes como parte de un estudio de cohorte observacional
multicéntrico mas amplio (estudio PROTECT;*® dominios especificos del National Healthcare Group, Numero de
referenciade la Junta de Revisién [DSRB] 2012/00917; Cddigo de referencia NUS-IRB H-20-006).



Ensayos de nivel de anticuerpos de neutralizaciony avidez de IgG

Usamos la pruebade neutralizacidn de virus sustituto para ambos SARS-CoV-2y SARS-CoV. Eldesarrolloy la validacién
del ensayo de la pruebade neutralizacién del virus sustituto de nuestro grupo fue reportado previamente® y el detalle
de los protocolos se proporciona en el apéndice (p 2). Brevemente, una medicidn bioquimica de las cantidades de
anticuerpos neutralizantes presentes en los sueros de pruebase realizé por inhibicion por ELISA, mediante elcual los
sueros de pruebase preincubaron primero con el dominio de unién al receptorde SARS-CoV-2 0 SARS-CoV unidoauna
peroxidasa de rabano picante, luego se agregd a placas cubiertas por ECA2. La avidez total de la I1gG fue determinada
mediante ELISA en presenciay ausenciade urea(consulte el apéndice p 2 para obtener mas detalles).

Inmunoensayos basados en microperlas multiples

Las muestras de plasma se trataron una mezcla de Triton X-100 al 1%, un solvente-detergente usado parala inactivacion
viral.?! Los niveles de los mediadoresinmunes en plasma de los pacientes con COVID-19, 30 y 180 dias después delinicio
de los sintomas se midieron con el ensayo Luminex utilizando la pruebade citocina / quimiocina / factorde crecimiento
45-plex humano ProcartaPlex Panel 1 (ThermoFisher Scientific; Waltham, MA, Estados Unidos; consulte el apéndice pags.
2-3 para obtenerinformacion detallada sobre el método).

Andlisis de células T especificas del SARS-CoV-2

Las células T especificas de SARS-CoV-2 se testearon como se describe anteriormente.® Brevemente, se aislaron las
células mononucleares de sangre periféricay se analizaron directamente mediante elensayo IFN-y-ELISpot para
reactividad a seis grupos de péptidos de SARS-CoV-2de 15-mers (apéndice pdgs. 15-19) que cubrenla nucleoproteina
(NP-1, NP-2), la proteinade membrana (M), elmarco de lectura abierto (ORF) 3a, ORF7 y ORF8 combinado, y un grupo de
55 péptidos que cubren la mayoria de las regionesinmunogénicas de pico (S).

Procesamiento de datos, bioinformaticay analisis estadistico

El procesamientoy andlisis de datos se realizé en R (versién 4.0.2) con el paquete tidyverse (versién 1.3.0). Las variables
se compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis o prueba de rango con signo de Wilcoxon, como se indica y las
variables categéricas se compararon mediante la prueba exacta de Fisher o pruebade rango con signo de Wilcoxon,
segun corresponda. Todas las pruebas fueron ados colas, y una p <0,05 se considerd estadisticamente significativa. Se
generaron graficos de dispersidon y mapas de calor usando GraphPad Prismversion 8 o el paquete ggplot2enR (versién
3.3.2). Se aplicaron modelos lineales generalizados en diferentes configuraciones (Gaussiano, Poisson, Gammay
Gaussianoinvertido) y se compararon los diferentes grupos con el criterio de informacién de Akaike. Los niveles de los
mediadoresinmunesse escalaron entre Oy 1 para su visualizacidon en el mapa de calor. La prediccidon de la longevidad de
los anticuerpos neutralizantes, se calculé como el tiempo que le llevd a los anticuerpos en la prueba de neutralizacién del
virus sustituto, alcanzar el porcentaje de inhibicién del 30%, extrayendo laintercepcién para el modelado lineal
generalizado (paquete R stats versién 4.0.2), durante los dias posteriores a la aparicidon de los sintomas, y la diferencia
porcentual entre la prueba de neutralizacién de virus sustitutoy el 30%. Las muestras se agruparon juntando la
longevidad de los anticuerpos neutralizantes y un arbol de decisiones realizado por rpart enR (versidn 4.1-15). Se usé
regresion logistica con el método de reduccion de sesgos de Firth (paquete logistf en R versién 1.24) para examinarla
asociacién entre las caracteristicas clinicas y la persistencia de anticuerpos.

Se eligieron las siguientes covariables para su inclusidn en el modelo multivariable, ya que fueron significativamente
diferentes alcomparar el grupo de anticuerpos persistentes versus los otros tres grupos: grupo de edad (<45 aios, 45-64
afios 0 265 afios), sexo (hombre frentea mujer), grupo indice de comorbilidad de Charlson (0 vs 21), hipertension
(presente versus ausente) y la gravedad de la infeccidn (leve, moderadao grave).



Se utilizé una regresion logistica ordinal multivariante para examinarla asociacién entre las mismas covariables y el
grupo serolégico (resultado ordenado de 1 = negativo, 2 = disminucién rapida, 3 = disminucién lenta y 4 = persistente).
La suposicién proporcional de probabilidades se examind mediante la prueba de Brant.

Papel de la fuente de financiacién

Los patrocinadores delestudio no tuvieron ninglin papel en el disefio del estudio, recopilacion de datos, analisis de datos,
interpretacién de datos o enla redaccion del informe.

Resultados

Seinvitaron a 517 pacientes para participar en el estudio, de los cuales 288 dieron su consentimiento para el seguimiento
ambulatorio y recogida de muestras de sangre seriadas. 164 pacientes fueron seguidosy se tomaron muestras de sangre
para analizar, con untotal de 546 muestras de suero recolectadas (apéndice pags. 7-12) durante el tratamientoenel
hospital y después delalta, hasta 180 dias después de laaparicién de los sintomas. El desglose delnimero de muestras
encada puntode tiempo fue el siguiente: 64 muestras a los 14 dias posteriores al inicio de sintomas, 39 muestras a los
21 dias posteriores al inicio de los sintomas, 127 muestras a los 28 dias posteriores al inicio de los sintomas, 30 muestras
a los 60 dias posteriores al inicio de los sintomas, 158 muestras a los 90 dias después de la aparicién de los sintomasy
128 muestras a los 180 dias delinicio de sintomas. 42 (26%) de 164 pacientes eran mujeres, y la mediana de edad fue de
44 afios (IQR 34,5-56; rango 21-74). 72 (44%) de 164 pacientestenianal menosuna comorbilidad, 47 (29%) tenian
hipertensiony 27 (16%) teniadiabetes. 34 (21%) de 164 pacientes estaban asintomaticos en la presentacién. Ningun
paciente teniaun historial documentado de infeccién previa por SARS.

Basado enla pendiente de larecta de regresidny si las muestras cruzaron el umbral de significancia del 30% de inhibicidn
(figura1A), identificamos cinco patrones distintivos en la dindmica de anticuerpos neutralizantes de la siguiente manera:
negativos, que son individuos que, en nuestros intervalos de muestreo, no desarrollaron anticuerpos neutralizantes al
30% del nivel de inhibicidén (19 [12%] de 164 pacientes); menguante rdpido, que son los individuos que tenian diferentes
niveles de anticuerpos neutralizantes tempranos (alrededor de 20 dias después de la aparicién de los sintomas), pero que
serorevertieron en menos de 180 dias luego del inicio de sintomas, con el grupo menguante rdpido mostrando casitodas
las muestras con menos del20% de inhibicidn, el grupo de disminucidn lenta al 40% de inhibicién o mas, y el grupo
persistente al80% de inhibicidn o mas.

El quinto grupo, el grupo de respuestatardia, mostré un aumento inusual de anticuerpos neutralizantes durante el
periodo de convalecencia. El mecanismoy la importancia de este hallazgo no estaclaro. Dos [67%] de tres pacientesen
este grupo tuvieron neumoniaen el hospital, pero ninguno requirié oxigenoy uno fue tratado con remdesivir. Desde el
alta hospitalaria, dos (67%) pacientes en este grupo de respuestaretardada noinformaron ninguna enfermedad febril o
infeccion respiratoria aguda, y un paciente (33%) informd 3 episodios de la exacerbacién del asma. Ninguno de los
pacientes delgrupo de respuestaretardadainformd exposicidn a pacientes conocidos con COVID-19 o trabajadores
migrantes, que comprendian a la mayoriade los pacientescon COVID-19en Singapur. Como el nimero de muestraes
muy pequefio (tres pacientes), estos individuos fueron excluidos de un anlisis adicional en el estudio actual y seran
objeto de seguimiento en estudios futuros si, encontramos mas muestras en esta categoria.

La maduracidén de la IgG (es decir, el aumento de la avidez) puede influir en nuestras observaciones. Todas las muestras
fueron sometidas a pruebas de avidez, y los datos revelaron tres hallazgos importantes (figura 1C). Primero, los niveles
de avidez de los anticuerpos IgG versus el dominio de unidn al receptor (RBD) se relacionan con los nivelesy tasas
decrecientes de anticuerpos neutralizantes en todos los grupos de pacientes. En segundo lugar, para los grupos
negativos, de disminucidn rapida y de disminucién lenta, hubo una correspondiente cinética bifasica para el cambio de
avidez, con un aumento mas rapido enla primerafase (desde los dias 15 a 30 posteriores al inicio de los sintomas), que la
segundafase (delosdias 31 a 180 posteriores alcomienzo de sintomas). Entercerlugar, para el grupo persistente, la
avidezalcanzé un nivel alto muy temprano (15 a 30 dias después de la aparicidon de los sintomas) y mostré un cambio
bifasico menos obvio.



Para investigarsi los niveles de citocinas se correlacionan con los patrones de disminucién de los anticuerpos en los
pacientes con COVID-19, perfilamos las concentraciones de citocinas y quimiocinas en el plasma a los 30 dias y a los 180
dias delinicio de los sintomas (apéndice pag.5). En la convalecencia tardia, 180 dias después delinicio de los sintomas,
los niveles mas altos de citocinas proinflamatorias (IFN-y, IL-12p70y IL-17A), de quimiocina proinflamatoria (IP-10) y de
factores de crecimiento (factor de crecimiento humano) se observaron en el grupo persistente en comparacién con todos
los demas grupos. Este resultado contrasta con los pacientes delgrupo negativo, con concentraciones mas bajas de IFN-y
citoquinas proinflamatorias, IL-12p70 e IL-17A a los 180 dias posteriores al inicio de los sintomas, en comparacién con
todos los demds grupos. No hubo diferencia enlos niveles de IL-6 en los diferentes grupos (datos no mostrados).

Para un subconjunto de 23 muestras seleccionadas al azar de cada grupo en el dia 180, probamos silas células T eran
reactivas a péptidos de proteinasS, M, NP, ORF3ay ORF7/ 8 para investigar si hubo una correlacién entre la inmunidad
mediada por células T y las diferentes cinéticas de anticuerpos. Hicimos dos observaciones (apéndice p 6). Primero, todos
los pacientes en cada grupo mantuvieron sustanciales respuestas de células T especificas a los 180 dias luego del inicio de
sintomas, y la respuestade las células T fue multiespecifica, con la mayoria de los donantes teniendo células T reactivas a
NP, My S. En segundolugar, no hubo una diferenciaclara enla inmunidad de células T entre los grupos, en consonancia
con los hallazgos anteriores.522

Encontramos diferencias significativas en cuanto a edad, presenciade comorbilidades, sintomas basales, investigaciones,
y resultados clinicos al comparar los cuatro grupos entre siy al grupo de anticuerpos persistentes con los otros tres
grupos con anticuerpos menguantes o ausentes (tabla1). Observamos unaclara progresion escalonadadelgrupo
negativo al grupo persistente, en el que los pacientes con anticuerpos persistentes eran mayoresy tenian mas
comorbilidades, incluyendo hipertensidny diabetes mellitus.

Las diferencias demograficas que observamos fueron probablemente relacionadas con unamayor gravedad de la
enfermedad, yaque los pacientes en elgrupo de anticuerpos persistentes tuvieron peores resultados clinicos, incluyendo
neumonia, requerimiento de oxigeno suplementario, ingreso ala unidad de cuidadosintensivosy requerimiento de
ventilacidon mecanica.

Los sintomasy las investigaciones iniciales reflejaron que este aumento de lagravedad de la enfermedad, con una mayor
proporcién de pacientes con fiebre, tos, disnea, recuento de linfocitos reducidos, aumento de proteina C reactiva y
aumento de la enzima lactato deshidrogenasa en elgrupo persistente. Observamos una mayor proporcidon de individuos
asintomaticos en el grupo negativo (11 [58%] de 19 pacientes) en comparacién con el grupo persistente (tres [6%] de 52
pacientes).

Los datos de la carga viral, enformade resultados cuantitativos de PCR, estaban disponibles para 70 pacientesy, eneste
subgrupo, los valores delumbral de ciclo de la PCR delhisopado nasofaringeo al ingreso, no se asociaron con las
respuestas de anticuerpos (datos no mostrados), aunque existen limitaciones a estos datos a medida que variaban los
tipos de muestra (porejemplo, hisopados nasofaringeo, orofaringeo o esputo).

En el modelo multivariable que incorporé edad, sexo, y presencia de comorbilidades, solo la gravedad de la enfermedad
estuvo asociada de formaindependiente con niveles persistentes de anticuerpos, con unarazdn de posibilidades
ajustadade 5,20 (95% Cl 1,83-16,7) para la gravedad de la enfermedad moderaday 30,3 (10,0-107,9) para la
enfermedad severa, ambas comparadas con pacientes con enfermedad leve (tabla2).

La longevidad de los anticuerpos neutralizantes (en dias) fue calculado por la pendientey la intersecciéon del modelado
lineal de los diferentes grupos e individuos. Se aplicaron modelos lineales generales en diferentes entornosy dreas bajo
la curva, para los diferentes grupos comparados.

La distribucidon gaussiana tuvo el criterio de informacidn de Akaike mas bajo entodos los grupos a excepcién de las
muestras negativas, pero ese grupo no se utilizé para la prediccidon de la longevidad (datos no mostrados). La medianade
dias positivos para anticuerpos los neutralizantes paralos grupos rapido menguante, lento menguante y persistente
fueron de 96 dias, 201 dias y 580 dias, respectivamente. (figura2A; apéndice péags. 7-12). Los dias individuales con
anticuerpos neutralizantes positivos dentro de cada grupo tuvieron una variacién sustancial. El grupo persistente tuvola
mayor variaciéon de longevidad, con una prediccidon de la duracidn minima de los anticuerpos neutralizantes de 326 dias y



madxima de mas de 14.881 dias. 56 pacientes estuvieron disponibles durante 270 dias después de la aparicion de los
sintomas, y fueron utilizado para probar la correlacidon de los modelosy los datos reales.

Los datos de 270 dias pronosticadosy realestenian una correlacién de Pearson de 0,84, mostrando robustezy validando
nuestro algoritmo de prediccién de longevidad de los anticuerpos neutralizantes (figura2B).

Observamos que algunos pacientes en los grupos persistentesy de respuestaretardadatenian niveles crecientes de
anticuerpos muchos meses después de que se recuperaron de laenfermedad aguda. Este aumento afectd nuestro
modelo de prediccidn para estos pacientes, yaque el modelo se desarrollé para una linea de tendencia, lo que resultaen
la predicciéninfinita de la longevidad de los anticuerpos (mas de medio millén de dias).

Ampliamos el estudio de cohorte a un total de 20 supervivientes delSARS, reclutados 17 afios después de la recuperacion
de la enfermedad (apéndice p 13).90% de las personas citadas mostraron enla pruebade neutralizacion de virus
sustituto un porcentaje de inhibicion del30% o mas. Este patréon decreciente de la dindmica de los anticuerpos
neutralizantes es similar al predicho para el grupo persistente de los pacientes que se recuperaron de SARS-CoV-2.
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Figure 1: Longitudinal dynamics of neutralising antibodies

{A) Neutralising antibody level, measured by percentage inhibition of sWNT readings. (B) Linear regression model of each grouping for newtralising antibody level.
Drashed limes represents 30%, 50%, and 80% of s\ NT percentage inhibition. {C) Group mean of IgG avidity percentage is connedted at days 14, 21, 30, 90 and 180. Since
each patient blood samplewas taken at a different timepoint in practice, we marked the mean days post-symptom onset of the samples within the same group but the
definition of the time groups remains 14, 21, 30, 90, and 180 days post-symptom onset. Each point represents a single patient. sV NT=surmogate vinus neutralisation test.

Persistent (n=52)" Slowwaning (n=46) Rapidwaning (n=44) MNegative (n=19) pvalved  pvaluef

Patient characteristics
Age, years 52 (43-60-5) 44(33-55) 155 (I7-48-5) 42 (I7-52) 00001 040001
Sex 076 07a

Female 14 (27%) 13 (28%) 10(23%) 3(16%)

Male 36 (73%) 33 (72%) 24(77%) 16 (84%)
Ethnicity - - 0020 0065

Chinese 31(60%) 77 (59%) 19(43%) 4(21%)

Malay 7 (13%) 2(4%) 5 (11%) o

South Asian (Indian or 9{17%) 11(24%) 14 32%) 11 {58%)

Bangladeshi)

Other 5 (10%) 6(13%) 6 (14%) 4(21%)
Charlson comorbidity indast 0(0-1) 0{0-1) 0 {0-0) 0 (0-0) 0032 0012
Any comorbidity 29 (56%) 18 (39%) 15 34%) T (37 %) 015 007
Diabetes 17 (33%) & (13%) 3{7%) 1i5%) 00030 00005
Hypertension 22 [42%) 12 (26%) B (18%) 3(16%) 0037 00081




Baseline symptoms
Duration of symptoms, days (n=158)

n 50 46 44 18 - -

Median {(IJR) 402-7) 2(1-5) 2{0-6) 0{0-3) 0.0008  0-0006
Fever (n=159)

n 50 46 44 19

n (%) 39 [7E%) 34 ([74%) 18 (41%) 5 (26%) <00001 020028
Cough {n=159)

n 50 46 44 19

n (%) 34 (68%) 25(54%) 22 (50%) 5 (26%) 0017 0025
Dyspnoea (n=159)

n 50 46 44 19

n (%) 11(22%) 3([7%) 1(2%) 1i5%) 0011 00014
Sore throat (n=159)

n 50 45 44 13

n (%) 18 (36%) 15(33%) 19 (43%) 3(16%) 021 0-86
Fhinorthoea (n=159})

n 50 45 44 13

n (%) 13 (26%) 9 (20%) 13 (30%) 3 (16%) 0-60 069
Asymptomatic (n=153)

n 50 45 44 19

n (%) 3 (6%) 7(15%) 13 (30%) 11(58%) <0:0001 020008

{Table 1 continues on next page)

Persistent (n=52)" Slow waning (n=46) Rapidwaning(n=44) Negative (n=19) pvalvet pvalved

{Continued from previous page)
Baseline investigations
White blood count, «10% L {n=153)

n L] 46 44 13

Median (IR} 5-40 (4-10-670) 5-15 (4-50-6-20) &35 (4-65-8-45) 7204609900 0079 013
Meutrophil count, x10°L (n=159)

n 50 46 44 15

Median (IQR) 3-84 (2-62-5-40) 363 (2-40-4-73) 378(251-512) 414 (3-01-5-68) 077 0-95
Lymphocyte count, ®10%L {n=159)

n 50 46 44 15 - -

Median (IQR) 108 (079-1-44) 113 (0-85-1.58) 179 (1-22-2.56) 173(156-234) 00001  0-0004
C-reactive protein, mg/L (n=153)

n 49 44 42 18 . -

Median (IQR) 50-3 (13-0-76-6) 985 (1.8-507) 33(1476) 1.85 (12-41) 00001 00001
Lactate dehydrogenass, U/L (n=148)

n 47 41 41 15 - -

Median (IR} 589 (405-721) 473 (364-518) 362 (314-421) 74(315-439) 00001 00001
Creatinine (pmol/L) (n=159)

n 5 46 44 15

Miedian (IQR) 795 (61-87) 73(62-83) 72(62-87) TL(64-81) 070 026
Outcomes
Preumenia 47 (30%) 28 (61%) 12 (77%) 1(5%) <0-0001  <0-0001
Supplemental copgen requirement 33 (63%) 9 (20%) 2(5%) o <0:0001  <0-0001
Intensive care unit admission 21 (40%) 5 (11%) 1(2%) o <00001  <0-0001
Mechanical ventilation B (15%) 1] [¥] o 00008 <0-0001

Datz ar: medtan (KIR) o n (%), Categorial varlabies represanted 35 nUMber {parsntans) and compared wsing Fishers exesct test Continuousvartzhies reprasanted 25 medin (Interquartiie
mange) and compared using KnusiaHWallistest. *Two of 52 patients had missing data for bssine symptoms nd bessine Investigations; the rest of the data jdemographics, medicl histary,
and il outoomes) were complete. TOnmmanng all four goups Independenitly. tPerdstant antiboty group versus all other thies growps (skw waning, =pkd waning and negatve).

Table 1: Demographic and clinical dharacteristics of patients, grouped by antibody dynamics




Univanable model Multivariable model Ordinal multivarable logistic
{persistence)* {persistence)* regression model
DR (95% C1) palue Adjusted OR (95%Cl) pvalve  Adjusted OR (S5% (1)  pvalue
Age group, years
=45 1 ref) 1 (ref) 1 (raf) 1 {ref) 1 (ref) 1 {ref)
45-65 319 (1.55-6-76) 0-0015 1-81 (0:72-4.58) 021 138 (0-68-2-30) 037
>65 16-8(423-949)  <0-0001 5.37 (0-90-417) 0-065 318 {0-61-25-2) 020
Female sex 119(055-248) 065 184 (0-68-51) on 228 (108-4.92) 0032
Charlson comobidity index score =1 2.51(1-23-5-15) 0-012 0-92 (0-27-2-91) 089 126 (0-53-3-03) 060
Hypertension 272(134556)  0-0059 0-90 (0-26-2.98) 0-B6 073(029-182) 050
Severity
Mild (o pneumania) 1 (ref) 1 ref) 1 (ref) 1 {r=f) 1 {ref) 1 ref)
Moderate (pneumonia, no supplemental Ou) 573(206-181) 00007 5-20(1-83-167) 00017 6-45(2.98-14-48)  <0-0001
Severe (supplemental O, or intensive care 397 (140-132-8)  <0-0001 30-3 (10-0-107-9) <0-0001  511{18-5-154-4) <0-000L

unit admiission)

OR=odds ratio. *Firth logistic regression. $0rdinal logistic regression. The proportional odds assumption was examinedwith Brant test: parallal regression assumptions hold
for individual variables and the overall madel (p=0-99).

Table 2: Logistic regression analysis of predictors of persistent antibody trend (n=161)
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Figure 2: Prediction of neutralising antibody longevity using linear
regression modelling for different groups

(A} Violin plots and box plots showing neutralising antibody positive days.
p-valvewas calculated by Wilcoson signed-rank test with the persistent growp as
the reference. For each group, the Oth, 25th, 50th, 75th, and 100th percentile
are marked. (B) Correlation of predicted sVNT inhibition percentage compared
with actual sWNT inhibition percentage for a subset of the returning cohort at
270 days post-symptom onset. sWNT=surrogate virus neutralisation test.




Discusion

Estudios publicados anteriormente indicaron que los anticuerpos S-especifico disminuyeron mas lentamente que los
anticuerpos N-especificos,®?°y que el nivel de anticuerpos neutralizantes podria ser un indicador importante de
proteccidn.>’ En este estudio longitudinal de 180 dias de la dindmica anticuerpos SARS-CoV-2, nos centramos
especificamente en la neutralizacién funcional de los anticuerpos utilizando una plataforma de ensayo de prueba de
neutralizacién de virus sustituto, que tiene una excelente concordancia con las pruebas de neutralizacién de virus vivos y
que se ha aplicado con éxito en multiples estudios de diferentes paises.®’?%23 La prueba de neutralizacion de virus
sustituto ofrece ventajas a nivel operativo, para procesar ungran nimero de muestras, y cuando se requiere repetirlas
pruebas, como fue el caso de este estudio.

Nuestro estudio cubrid un periodo de 180 dias despuésde la infeccién, con un subconjunto de muestras extendido a 270
dias. El periodo extendido de tiempoy muestreos multiples paramuchos de los individuos en el estudio nos permitié
tenerunainformaciéon mas confiable y realizar una diseccién en profundidad de la naturaleza multifacética de la
dindmica de los anticuerpos neutralizantes. En contraste estudios publicados anteriormente, 141>17.18 que generalmente
se centraron en la desintegracion de los anticuerpos entre diferentes cohortes y en diferentes regiones geograficas,
mostramos la diversidad de la dindmica de los anticuerpos de neutralizacidn en cinco patrones distintivos.

Estos patrones se diferenciaron en elnivel maximo de anticuerpos de neutralizacién, la velocidad de desintegraciény los
procesos de maduracion de la avidezde la IgG y los perfilesinmunomoduladores.

La longevidad de los anticuerpos neutralizantes se asocid con niveles sostenidos de citocinas inflamatorias hasta al
menos 180 dias después delinicio de los sintomas en los pacientes que se habian recuperado del COVID-19. Los
pacientes en el grupo persistente mantuvieron altas concentraciones sisté micas de citocinas proinflamatorias, incluso a
los 6 meses después delcomienzo de sintomas. Este medio de citocinas proinflamatorias se ha demostrado que se
correlaciona fuertemente con los niveles de anticuerpos en el COVID-19.24 El IFN-y proinflamatorio, %° la IL-12,2 y se ha
indicado que la IL-17*” desempefia un papelen el desarrollo de las células B. En este contexto, es interesante notar que
no hubo diferenciasignificativa en los niveles de IL-6 en los diferentes grupos, aunque se hademostrado que lalL-6 es
importante para la produccion de 1gG.28 Por el contrario, las respuestas de las células T parecen noteneruna correlacion
clara con los diferentes patrones de la dinamica de los anticuerpos neutralizantes.

Los pacientes de todos los grupos, incluido el grupo negativo, mostraron una inmunidad sostenidade células T, 6 meses
despuésde la infeccidn. Estos datos indican que el ambiente proinflamatorio durante la convalecencia tardia (90 dias
después delinicio de los sintomas) podriaser importante para mantener alargo plazo los niveles de anticuerpos
neutralizantes especificos de COVID-19.

En cuanto a los parametros clinicos, el grupo persistente tuvo la correlacién mas fuerte conla gravedad de la
enfermedad, consistente con hallazgos previos de unacorrelacién entre elnivel de anticuerpos neutralizantesyla
gravedad de la enfermedad, en el pico delanticuerpo neutralizante. Mayor gravedad de la enfermedad se asocié de
formaindependiente con niveles persistentes de anticuerpos neutralizantes, y los pacientes con enfermedad mas leve,
tuvieron una disminucién mas rdpida de los anticuerpos neutralizantes. Este hallazgo podria tenerimplicaciones
sustanciales en términos de lainmunidad a nivel de la poblacién o de grupo, especialmente siestd en curso una mutacion
viral que atenue la virulencia del SARS-CoV-2, con una consiguiente reduccidn de la proporcién de pacientes con
enfermedad severa. Los individuos asintomaticos parecen tener niveles mas bajos de seroconversion o persistenciade
anticuerpos,?® aunque esto necesita mas investigaciones, en estudios de grandes cohortes.

Modelando la tasa de disminucidn de anticuerpos neutralizantes en los diferentes grupos, pudimos establecer modelos
predictivos para estimar la longevidad de las respuestas en los individuos en los individuos que mostraron diferentes
tasas de caida de los niveles de anticuerpos neutralizantes. La tasa de disminucidn sugiere que es probable la reinfeccién
durante la segunday posterior oleada, lo que limita la viabilidad de una estrategia de inmunidad colectiva antes de que
existavacuna eficaz.3°

Suponiendo tasas similares de disminucién después de lavacunacién, es probable que la administracién anual sea
necesaria para prevenir grandes brotes a medida que disminuye la inmunidad de la poblacién.



Sin embargo, contrariamente a algunos estudios publicados anteriormente sugiriendo una corta vida util de los
anticuerpos SARS-CoV-2 RBD especificos, demostramos que los anticuerpos neutralizantes podrian persistirdurante
muchos afios en algunos pacientes que se han recuperado de COVID-19. Aunque tales predicciones solo se pueden
confirmar enlos préximos 5 a 10 afios, creemos que nuestras predicciones no sonirreales considerando que los
pacientesinfectados con SARS-CoV-2 mostraron unalarga duracién de los anticuerpos neutralizantes, 17 afios después
de la infeccién, también observadaen nuestros estudios previos 33!, Como la mayoria de los pacientes con SARS
desarrollaron una enfermedad grave, no es de extrafiar que el patrén de disminucidn de los anticuerpos neutralizantes
esté masalineado con el grupo persistente de pacientes que se recuperaron del SARS-CoV-2.

Nuestro estudio tiene varias limitaciones. Este fue un estudio de cohorte observacional, y aunque los individuos
inscriptos en el estudio eran representativos de lacomunidad durante la pandemia en Singapur, puede haber
condiciones de los huéspedes o ambientales en otras poblaciones que afecten las respuestas inmunes, que no podemos
explicar.

Las muestras mas grandes disponibles en esta cohorte fueron para individuos de etnia china, y dado que hay diferencias
enlos resultadosy la progresidon de la enfermedad enlos diferentes grupos étnicos observados en algunos paises, los
resultados de este estudio pueden sersolo generalizables al pueblo chino. La mediana de edad de la cohorte fue 44 ainos;
por lo tanto, los resultados pueden no sergeneralizables a adultos mayores o nifios, que pueden tener diferentes perfiles
inmunes. Inscribimos a personas con varias gravedades de laenfermedad, pero las infecciones asintomaticas fueron
pocas en nimero, lo que limita nuestra capacidad para estudiar este importante grupo. Algunas personas se perdieron
durante el seguimientoy el momento de la recogida de muestras también varid. Aunque problemas se pueden ajustar
mediante eluso de modelos estadisticos para corregir el sesgo del superviviente,sin saberquién se perdid para el
seguimiento de forma permanente (ya que un participante podria perderse en un punto de tiempo, pero regresar para el
siguiente), estono esfactible.

En conclusién, nuestro estudio mostré que la dindmica de los anticuerpos de neutralizacién varia mucho entre los
pacientesindividuales con COVID-19, en el nivel maximo de anticuerposy la tasa de disminucién, y longevidad de los
anticuerpos neutralizantes. Encontramos unaasociacién entre los anticuerpos neutralizantes persistentes y los sintomas
clinicos graves de COVID-19, y en los niveles superiores de citocinas y quimiocinas proinflamatorias. En un subconjunto
de pacientes evaluados, fueron detectadas células T especificas del SARS-CoV-2independientemente de los patrones
menguantes de anticuerpos neutralizantes. Son necesarios estudios clinicos y epidemiolégicos estudios de las
reinfecciones entre los pacientes que se recuperaron de COVID-19con y sin persistencia de anticuerpos de
neutralizacién, para responderaimportantes preguntas sobre lainmunidad protectoraa largo plazoy el nivel de
anticuerpos neutralizantes que se corresponden con la proteccion. En este contexto, esimportante realizar grandes
estudios longitudinalesy de cohorte similares entre personas que han sido vacunadas, para examinar la dindmicay
longevidad de la inmunidad.
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