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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo es poner a disposicién de las autoridades y profesionales de
la salud la informacion generada por el grupo COVIDAR sobre la estandarizacion de protocolos
para cuantificar anticuerpos de tipo IgG especificos contra SARS-CoV-2 y para la evaluacién
de anticuerpos neutralizantes de la infeccion. En este estudio se presentan los resultados
obtenidos a partir de un analisis de la distribucion de titulos de anticuerpos del tipo IgG en
plasma de individuos convalecientes, el analisis desagregado de los titulos asociados a la
gravedad de la infeccion y la correlacion entre titulos de IgG (especificos contra la proteina
viral spike) y su actividad neutralizante empleando tanto la cepa salvaje de SARS-CoV-2 como
dos métodos basados en el uso de virus pseudotipados con la proteina spike del nuevo
coronavirus. Los datos aqui presentados fueron generados a partir de 3 cohortes de muestras.
La primera compuesta por 561 plasmas de convalecientes anonimizados, titulados empleando
el test COVIDAR IgG. El segundo compuesto por una cohorte de 34 muestras de suero
obtenidas del BBEI empleadas para evaluar la presencia de anticuerpos neutralizantes
utilizando el virus salvaje y empleando dos sistemas de virus pseudotipados. El tercero
corresponde a una cohorte de 176 plasmas de donantes convalecientes que fueron utilizados
para evaluar la correlacion entre el titulo de IgG medido por COVIDAR y el titulo de anticuerpos
neutralizantes de la infeccion. En conjunto este estudio provee informacién que da
robustez a la metodologia empleada para la cuantificacion de anticuerpos IgG
empleando el test COVIDAR, muestra la correlacion positiva entre los titulos de IgG
totales contra la proteina spike y los titulos neutralizantes, y pone a disposicion
informacion sobre las caracteristicas de plasmas de convalecientes de distintas

cohortes de nuestro pais.

Proyecto COVIDAR: En respuesta a la actual pandemia por el virus SARS-CoV-2 y por iniciativa
del MINCYT y el CONICET, se crea el grupo COVIDAR. Dicho grupo abordé el desarrollo, la
produccion y la distribucion de un test serolégico nacional especifico para la deteccion de
anticuerpos de los tipos 1gG e IgM contra el nuevo coronavirus. El test serolégico COVIDAR ha
sido distribuido en forma gratuita y empleado tanto en centros de salud publicos y privados,
como por autoridades de salud de practicamente todas las provincias de nuestro pais. Asimismo,
el grupo COVIDAR se involucré directamente en proyectos colaborativos de cooperaciéon
sanitaria con diversos hospitales y en proyectos de investigacion clinica.

Parte de los resultados presentados en este informe han sido publicados por el grupo COVIDAR en:

https://journals.plos.org/plospathogens/article?id=10.1371/journal.ppat.1009161




INTRODUCCION

La expansiéon del virus SARS-CoV-2 y el impacto de la enfermedad que causa dicho virus
(“coronavirus disease-19”, COVID-19) dieron lugar a una respuesta de emergencia por parte
de la comunidad cientifica mundial. Esta respuesta se abocé al desarrollo de multiples
herramientas de control de la pandemia. Con una velocidad sin precedentes, se desarrollaron
vacunas que, con aprobacion de emergencia, ya se estan suministrando en diferentes partes
del mundo [1-5]. Por otro lado se iniciaron cientos de ensayos clinicos en busqueda de
terapias que pudieran interrumpir la progresion, disminuir la gravedad o reducir la mortalidad
asociada a COVID-19. Entre las terapias estudiadas, se encuentra la utilizacién de plasmas
de personas que cursaron la infeccidén. Esta terapia se basa en la transferencia pasiva de
anticuerpos presentes en el plasma de individuos que han resuelto la infeccién a individuos
con infecciones agudas. Los anticuerpos transferidos especificos contra el SARS-CoV-2
pueden tener la capacidad de disminuir la infeccion viral en las personas receptoras vy
potencialmente mejorar la evolucion clinica de la enfermedad. En los ultimos meses se han
presentado diversos estudios clinicos con el fin de evaluar el beneficio de la aplicacion de
plasmas de convalecientes en pacientes con COVID-19 que se encuentran en diferentes

estadios de la infeccion.

En Argentina se realizaron recientemente dos estudios clinicos aleatorizados, controlados con
placebo y doble ciego, con el fin de definir la utilidad de plasmas de convalecientes como
terapia para COVID-19. El primer estudio, coordinado por el Hospital Italiano, mostré que la
administracion de plasma de convalecientes no ofrece beneficio clinico significativo en
pacientes con neumonia grave. En este estudio se emple6 una cohorte de 333 pacientes de
los cuales 228 recibieron plasma de convalecientes de un donante o de un pool de 2 a 5
donantes con titulos de anticuerpos IgG totales contra SARS-CoV-2 entre 1/800 y 1/3200 [6].
El segundo estudio, dirigido por la Fundacién INFANT, evaluo la aplicacion de plasma de
convalecientes al inicio de los sintomas en personas de riesgo, incluyendo mayores de 65
afnos con comorbilidades o mayores de 75 en general. En este ensayo, se administro el plasma
dentro de las primeras 72 horas del inicio de sintomas y arrojo resultados que mostraron una
eficacia del 73% cuando los titulos de IgG administrados correspondian a una media superior

a 1/3200 [7], sin mostrar efectos adversos. Asimismo, se realizaron ensayos clinicos



adicionales en nuestro pais para evaluar la utilidad del uso de plasmas, entre los que se puede
mencionar un estudio coordinado por el Ministerio de Salud bonaerense, que mostré que la
administracion de plasma se asociéo a una reduccién en la mortalidad de pacientes con

neumonia [8].

En este contexto, teniendo en cuenta las limitaciones del uso de plasmas de convalecientes
en ciertos casos y resaltando los resultados promisorios en aplicaciones tempranas, el
Ministerio de Salud de la Nacién ha emitido guias para el uso apropiado de plasma de
pacientes recuperados de COVID-19 con fines terapéuticos. Dichas guias se actualizan
periédicamente en vista a los avances cientificos reportados. En el procedimiento de seleccién
de plasmas de convalecientes es crucial la determinacion de los niveles de anticuerpos de tipo
IgG especificos contra el SARS-CoV-2. De hecho se ha demostrado que los plasmas con altos
titulos de anticuerpos muestran mayores beneficios terapéuticos [7,9]. La guia del mes de
diciembre 2020 sugiere transfundir unidades de plasma que cuenten con un titulo de IgG no
menor a 1/800 o mayor a 1/1600 (en base al informe del Ministerio de Salud de CABA de enero

2021), empleando como referencia el reactivo COVIDAR IgG.

Cabe resaltar que frente a toda infeccion viral, el sistema inmune adaptativo genera un
repertorio de anticuerpos especificos contra el virus. Estos anticuerpos son de distinto tipo
(IgM, 1gG e IgA) y estan dirigidos a diversos blancos o epitopes del patégeno. Dentro de los
anticuerpos generados, existe una variedad denominada anticuerpos neutralizantes, que
tienen la capacidad de impedir que el virus infecte a la célula. Dichos anticuerpos bloquean
regiones del virus necesarias para la infeccion, cumpliendo un rol fundamental en frenar la
propagacion viral. Al respecto, es importante mencionar que los anticuerpos dirigidos contra
la proteina spike son los de mayor capacidad neutralizante ya que bloquean la unién del virus
al receptor celular [10,11]. Los anticuerpos neutralizantes son uno de los pilares de las terapias
inmunes pasivas, como es el uso de anticuerpos monoclonales, plasma de individuos

convalecientes, sueros hiper-inmunes o inmunoglobulinas purificadas.

Frente a la relevancia de la inmunidad pasiva con fines terapéuticos y a la importancia de
evaluar la respuesta humoral a las vacunas, es necesario disponer de métodos robustos para
la cuantificacidon de anticuerpos especificos contra la proteina spike del SARS-CoV-2. En este
trabajo se presentan protocolos estandarizados para la titulacion de anticuerpos contra la

proteina spike mediante el uso del ensayo COVIDAR IgG en sueros o plasmas y se evalua la



correlacion con su capacidad neutralizante de la infeccidn viral. Esperamos que esta

informacion sea de utilidad para emplear la metodologia descripta con fines apropiados.
RESULTADOS
Titulaciones de anticuerpos IgG contra spike en sueros o plasmas

Con el fin de evaluar los niveles de anticuerpos de tipo IgG contra la proteina spike presentes
en plasmas de convalecientes, se empledé una cohorte de 561 donantes (Figura 1A). Se
realizaron titulaciones a punto final por diluciones seriadas empleando el reactivo COVIDAR
IgG (protocolo incluido en el Manual de COVIDAR). El 72% de las muestras analizadas
presentaron titulos de IgG superiores a 1/800, el 55% superiores a 1/1.600 y aproximadamente
el 15% de las muestras mostré titulos de anticuerpos iguales o menores a 1/50 (las muestras
con titulos menores a 1/50 se excluyeron de la Figura 1A). Cabe destacar la identificacion de
83 plasmas de donantes con titulos superiores 1/12.800, incluyendo muestras con titulos de
hasta 1/409.600 (Figura 1A). Sobre los datos obtenidos se realiz6 un analisis desagregado
teniendo en cuenta la sintomatologia presentada por los donantes durante la infeccion. Este
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obteniendo medianas de Figura 1. Titulos de IgG contra la proteina spike en plasmas de donantes.
1/800 y 1/6.400, En A se muestra un grafico fie 'distri.buci(')n de §61 muestras y en B se
muestra que los titulos son significativamente diferentes en muestras de
respectivamente (p=0,0001)  personas que sufrieron infeccion asintomética o leve en comparacion con
(Figura 1B). Si bien el moderada o grave (p <0,0001, Mann-Whitney test)
analisis estadistico arroja diferencias significativas entre estos grupos, cabe remarcar que los
donantes que experimentaron sintomatologia leve muestran un amplio rango de titulos de IgG,
desde niveles bajos a niveles muy altos (Figura 1B). Esto indica que individuos que han tenido
sintomatologia leve pueden ser potenciales buenos donantes. Para ilustrar esta observacion,

se representan las titulaciones de muestras de 118 donantes, 59 individuos que cursaron la



enfermedad con sintomatologia leve y 59 individuos que cursaron con sintomatologia severa
(Figura 2). En los mapas de color se muestran los titulos determinados para cada plasma, se

remarca que los titulos altos estan representados mayoritariamente en color rojo y los titulos
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Figura 2 Curvas completas de titulacion de IgG de plasmas de donantes que se recuperaron de infecciones
severas o leves de COVID-19 como se indica a la izquierda. Se muestran mapas de color donde el rojo
representa altos y azul bajos niveles de anticuerpos como se indica a la derecha. Las diluciones de los plasmas
empleadas se muestran a la izquierda. En la parte superior se indica cada una de las muestras tituladas. Las
muestras fueron ordenadas en forma creciente de niveles de anticuerpos.

bajos mayoritariamente en color azul. Se puede observar que la distribucién de titulos en los
donantes analizados de los dos grupos (con sintomas leves o severos) es diferente (Figura
2).

En estudios clinicos realizados para evaluar la utilidad de plasmas de convalecientes se ha
utilizado la estrategia de combinar plasmas en pooles, incluyendo de 2 a 5 donantes [6]. La
estrategia se usé con el fin de estandarizar y aumentar el titulo de anticuerpos en las dosis
aplicadas. En relacion a esto, se observo que la presencia de un unico plasma con alto titulo
dentro de un pool incrementé significativamente el titulo de anticuerpos de dicho pool. A modo
de ejemplo, una muestra compuesta por iguales volumenes de plasmas de cuatro donantes
con titulos de IgG correspondientes a la inversa de 400, 800, 1.600 y 25.600 resulté en un pool
de titulo equivalente a la inversa de 12.800, generando dosis de ese nivel de anticuerpos. El
analisis de disefio de pooles mostré que el empleo de un plasma con titulo alto aumenta el
promedio de los titulos en las dosis preparadas. Teniendo en cuenta la importancia de
identificar altos titulos de anticuerpos en los tratamientos con plasmas de convalecientes es

relevante considerar esta estrategia con el fin de aumentar los titulos de IgG administrados.



Sistemas de medida de anticuerpos neutralizantes de la infeccion de SARS-CoV-2: La
respuesta humoral frente a una infeccién viral genera anticuerpos especificos contra distintos
componentes virales. Entre los anticuerpos generados existe un subgrupo dirigido a regiones
del virus que cumplen funciones esenciales en el proceso de la infeccion. Estos anticuerpos
capaces de bloquear una infeccion productiva se denominan anticuerpos neutralizantes y son
marcadores de proteccion de la infeccion. Por este motivo es relevante evaluar la presencia
de este tipo de anticuerpos tanto en personas infectadas como en personas vacunadas. Los
ensayos que cuantifican dichos anticuerpos neutralizantes se basan en determinar la

capacidad de un plasma o suero de impedir una infeccion.

En el caso de las infecciones por SARS-CoV-2, los anticuerpos neutralizantes estan dirigidos
principalmente contra la proteina estructural spike. La proteina spike tiene dos dominios:
dominio S1 responsable de la union al receptor celular (que incluye al dominio RBD) y el
dominio S2 que contiene el péptido de fusion. Se ha demostrado que gran parte de los
anticuerpos neutralizantes para SARS-CoV-2 estan dirigidos a RBD [10]. Sin embargo, se han
reportado anticuerpos contra otras regiones de la proteina spike capaces de bloquear la
infeccion [12].

Los ensayos de neutralizacion se realizan evaluando la capacidad de un plasma o suero de
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Figura 3. Representacion esquematica del sistema de virus
pseudotipados empleado para evaluar la actividad
utilizan el mecanismo spike-ACE2 para  neutralizante de un plasma. A la izquierda se representa la
produccion del stock del virus y a la derecha se muestra el
ensayo de neutralizacion y la medida de infeccion por medio
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proteina spike en su superficie y

la entrada a la célula. Para esto se



el virus de la estomatitis vesicular VSV o los lentivirus. A estos virus quimera se los llama virus
pseudotipados o pseudovirus [13] y pueden ser manipulados en areas con menor nivel de
bioseguridad (BSL2) y por ende aplicarse a gran escala. Los stocks de pseudovirus se
obtienen a partir de cultivos de células productoras que expresan a la proteina spike del SARS-
CoV-2 (Figura 3). Para evaluar la capacidad neutralizante empleando estos sistemas, se
incuba el suero o plasma con el stock de pseudovirus y luego se mide su infectividad. Para
simplificar el analisis, se han desarrollado pseudovirus que incluyen genes reporteros que
codifican proteinas con actividad enzimatica como la luciferasa o que se pueden detectar como
la proteina verde fluorescente GFP, y se usan como marcadores de infeccion (Figura 3). La
disminucién de expresion de luciferasa o GFP es un indicador de la inhibicién de la infeccion.
Anticuerpos neutralizantes de la infecciéon de SARS-CoV-2 y su correlacion con titulos
de IgG anti-spike: El test COVIDAR permite cuantificar la cantidad de anticuerpos de tipo IgG
especificos contra la proteina spike en plasmas y sueros [14]. Sin embargo, es relevante
determinar la fraccion de anticuerpos neutralizantes de la infeccién, como un marcador de
proteccion. Con el objetivo de evaluar la correlacion entre anticuerpos totales contra la proteina
spike y aquellos capaces de neutralizar la infeccidn, se ensayaron 176 plasmas de donantes.
Dentro de esta cohorte se incluyeron plasmas de donantes convalecientes y dosis preparadas
para aplicaciones terapéuticas obtenidas de pooles de plasmas de donantes convalecientes.
Los ensayos de neutralizacion se realizaron empleando el virus pseudotipado CoV2pp-Luc

que codifica para el gen de la luciferasa como indicador de la infeccion.
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En este estudio se obtuvieron los titulos de IgG empleado el protocolo estandarizado de
COVIDAR para las 176 muestras (manual de COVIDAR), y en forma paralela se determind la
inhibicion de la infeccidn con el virus CoV2pp-Luc. Se emplearon diluciones seriadas de los

plasmas y se determiné la concentracién inhibitoria del 80% de la infeccién (C180%). Los datos



obtenidos fueron ajustados segun el modelo de regresion de 4 parametros que describe un
patrén de respuesta sigmoidea. Como controles se empled por un lado el virus pseudotipado
en ausencia de plasma y por otro, células sin infectar. Cada determinacion de CI80% fue el
resultado de mediciones realizadas por triplicado. Los datos obtenidos de titulos de IgG fueron

correlacionados con los valores de CI80% obtenidos para cada muestra (Figura 4).

Se observé que los plasmas de individuos convalecientes con titulos bajos de IgG, de 1/50 a
1/200, poseen titulos de anticuerpos neutralizantes de 16 a 132, lo cual indica que incluso las
muestras con bajos niveles de IgGs presentan anticuerpos neutralizantes. Cabe mencionar
que existe una variabilidad individual y que para cada titulo de IgG medido se ve un rango de
ClI80%. Sin embargo, los plasmas con alto titulo de IgG se asocian mayoritariamente a una

elevada capacidad neutralizante.

Si bien se ha demostrado que la proteina spike es inmunodominante en relacion a los
anticuerpos neutralizantes y los virus pseudotipados recapitulan el proceso de entrada del
SARS-CoV-2, es posible que un repertorio mayor de anticuerpos pueda actuar sobre el virus
completo. Con el fin de comparar los distintos métodos disponibles, se utilizaron dos sistemas
de pseudovirus y el sistema del virus SARS-CoV-2 salvaje midiendo la capacidad neutralizante
de una cohorte de 34 plasmas. Para esto se emplearon dos pseudovirus: CoV2pp-Luc [15] y
CoV2pp-GFP (que codifica para GFP) [16]. Los pseudovirus y el virus cepa salvaje se
incubaron con los plasmas y se emplearon para infectar células en cultivo. La inhibicién de la
infeccion al 80% fue medida por efecto citopatico (muerte celular) con el virus salvaje y por

actividad de luciferasa o GFP para los virus CoV2pp-Luc y CoV2pp-GFP, respectivamente.
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Figura 5. Correlacion de actividad neutralizante empleando al virus cepa salvaje y dos sistemas de virus
pseudotipados CoV2pp-GFP (izquierda) y CoV2pp-Luc (derecha). Se representa la reciproca de la
concentracion inhibitoria del 80% de la infeccion (CI80).



Los datos obtenidos fueron ajustados y se determiné la inhibicidén de la infeccion expresandola
como C180%. Cada determinacion de CI80 corresponde al promedio de mediciones que fueron

realizadas por triplicado (Figura 5).

Los resultados obtenidos indican una alta correlacion positiva entre los niveles de anticuerpos
neutralizantes medidos con el virus salvaje y los medidos con los dos virus pseudotipados. Se
observa un coeficiente de correlacion de Spearman con un r=0,97 para el sistema CoV2pp-
Luc y con un r=0,96 para el sistema CoV2pp-GFP. Estos resultados indican que los métodos
que emplean los sistemas de pseudovirus representan una herramienta valiosa para
cuantificar la presencia de anticuerpos neutralizantes para SARS-CoV-2. Los valores
absolutos obtenidos indican que los CI80% para CoV2pp-Luc y CoV2pp-GFP guardan una
relacion de 12 y 8, respectivamente, respecto a los valores obtenidos de CI80% para la cepa
salvaje. Esta relacién es importante cuando se comparan datos obtenidos con distintos

sistemas.

Por ultimo se compararon los titulos de IgG medidos por COVIDAR con la capacidad
neutralizante de las 34 muestras, medida con el virus salvaje SARS-CoV2 (Figura 6). Los

resultados obtenidos muestran una alta
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Figura 6. Correlacion de titulos de IgG y actividad neutralizante

representa la correlacion de la reciproca de la concentracion
inhibitoria al 80% (CI80%) de la infeccion y la reciproca del



CONCLUSION

El presente informe provee protocolos estandarizados e informacién sobre la evaluacion de

anticuerpos de tipo IgG totales contra la proteina spike y su correlacion con la actividad

neutralizante de la infeccion medidos en cohortes de muestras de individuos SARS-CoV-2

positivos de nuestro pais. El analisis aqui presentado nos permite concluir que la titulacion de

anticuerpos mediante el uso del reactivo COVIDAR IgG es una herramienta util para realizar

estudios en forma descentralizada y obtener informaciéon para la seleccion de plasma de

donantes convalecientes y para otros estudios que requieran cuantificacién de anticuerpos

contra SARS-CoV-2. Los protocolos estandarizados y los reactivos COVIDAR se encuentran

a disposicion de las autoridades sanitarias para su uso en la forma que éstas lo requieran.
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