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Resumen

El Sindrome COVID Persistente define un conjunto de signos y sintomas que
experimentan los pacientes con un diagnéstico confirmado o probable de infeccion por
SARS-CoV-2 generalmente en los 3 meses previos al inicio del mismo, y que perduran
durante, al menos, 2 meses en un patron que puede ser constante, recurrente o con
fluctuaciones. Su fisiopatologia es aun desconocida, aunque se han propuesto varias
teorias que involucran al sistema inmune, indicando que podria ser la base de la
patologia. Para comprobarlo, nos propusimos caracterizar el inmunoma de los pacientes
gue lo padecen y compararlo con el de individuos que superaron la infeccién sin
presentar secuelas. Para ello, evaluamos la respuesta inmune frente al SARS-CoV-2y
vimos que existe una clara tendencia de estos pacientes a presentar una menor
memoria, tanto humoral como celular. Los anticuerpos que se vieron mas afectados
fueron los IgA, aquellos que mayor capacidad protectora poseen por ser los que
neutralizan el virus en las puertas de entrada al organismo. Ademas, realizamos un
inmunofenotipaje por citometria espectral para el estudiar las poblaciones de células
inmunes y hallamos que los pacientes con COVID Persistente tienen disminuidos los
linfocitos T CD4, las células Tregs y las Ty®, asi como niveles mas elevados de células
NKT. Investigaciones futuras nos acercaran a determinar si la falta de respuesta en
estos pacientes se debe a una menor reactividad o la deplecion de linfocitos, y si la
misma es virus-especifica o puede verse comprometida también la respuesta ante otros
patégenos.



1. Introduccion

La pandemia causada por el SARS-Cov-2 (Severe Acute Respiratory Sindrome
Coronavirus-2) ha hecho estragos en todo el mundo, dejando al dia de la redaccion del
presente trabajo mas de 500 millones de casos confirmados y mas de 6 millones de
muertes, de acuerdo a datos oficiales de la OMS. Durante la etapa aguda de la
enfermedad causada por este virus, la COVID-19, los pacientes experimentan desde
sintomas leves hasta casos criticos o fatales. Aunque la mayoria de los pacientes que
sobreviven a la infeccibn se recuperan totalmente, algunos de ellos contindan
manifestando sintomas de la enfermedad luego de su recuperacion e, incluso pueden
desarrollar nuevos sintomas en lo que se ha denominado Sindrome de COVID
Persistente, COVID post-agudo o Long COVID (Anaya et al. 2021). Un estudio de
seguimiento a pacientes con COVID leve y severo ha reportado sintomas persistentes
en el 50.9% de los pacientes estudiados (Moreno-Pérez et al. 2021), mientras que otros
sefialan prevalencias que rondan el 11% al 30% de los pacientes recuperados
(Castanares-Zapatero et al. 2022; Rigoni et al. 2022).

Esta condicién, primero descrita por los propios pacientes que la padecian y su entorno
social, fue en un principio subestimada por la comunidad médica que la trat6 como un
problema mas relacionado a la salud mental (Yong 2021) que a la fisica. Sin embargo,
rapidamente fue ganando reconocimiento entre médicos y cientificos (Yong 2021).
Tanto es asi que la OMS le otorgé un cddigo en la clasificaciéon internacional de
enfermedades en septiembre de 2020, s6lo unos meses después de declararse la
pandemia (Organizacion Mundial de la Salud 2020). Si bien existia tal clasificacién, util
para que los médicos pudieran reportarla y tener estadisticas oficiales, la definicion de
dicha condicién no lleg6 hasta finales del afio 2021. Esta fue resultado de un consenso
obtenido mediante el método Delphi en un proceso liderado por la OMS, con la
participaciébn de un panel internacional formado por pacientes, médicos y expertos
(Soriano et al. 2021). De acuerdo a esta definicién oficial, el sindrome de COVID
Persistente es aquel cuadro que presentan los individuos adultos con un historial de
infeccidn por SARS-CoV-2 probable o confirmada, generalmente en los 3 meses previos
al inicio del mismo, caracterizado por sintomas que persisten durante, al menos, 2
meses y que no pueden ser explicados por un diagnostico alternativo (Soriano et al.
2021). Estos sintomas son muy variados e incluyen mas comunmente fatiga, dificultad
para respirar y disfuncion cognitiva, y generalmente afectan la vida cotidiana de quienes
lo padecen. Estos pueden aparecer luego de la recuperacion inicial o persistir desde el
comienzo, pueden ser fluctuantes o reaparecer luego de un tiempo (Soriano et al. 2021).
Esta definicidn, si bien para muchos incompleta, proporcioné un marco para el estudio
de las caracteristicas clinicas, los factores de riesgo y el desarrollo de posibles
tratamientos.

Respecto de los sintomas referidos por los pacientes, la fatiga, la dificultad para respirar
y los sintomas neuroldgicos (incluida la depresién) estan dentro de los mas reportados
(Larijani et al. 2022; Anaya et al. 2021; Rigoni et al. 2022; Moreno-Pérez et al. 2021).
Mientras que ciertos autores han encontrado un mayor riesgo de presentar COVID
Persistente entre los pacientes que han sufrido COVID-19 severa con necesidad de
soporte respiratorio (Rigoni et al. 2022), otros afirman que la severidad de la enfermedad
no tiene que ver con su aparicion, y que ésta se da indistintamente en pacientes que
cursaron la enfermedad aguda de forma leve, moderada o grave (Anaya et al. 2021;
Yong 2021). Sin embargo, un estudio multicéntrico hallé que el sexo femenino, la
cantidad de comorbilidades y, sobre todo, la carga de sintomas al ingreso del hospital
durante la fase aguda estan correlacionados con una mayor cantidad de sintomas post-
COVID (Fernandez de las Pefias et al. 2022).

En cuanto a la fisiopatologia, varios estudios demuestran que un dafio tisular a largo
plazo, por ejemplo, en los pulmones o el cerebro, podrian ser responsables de la
sintomatologia observada (disnea, tos y fatiga, pérdida de memoria y anosmia, entre
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otros, respectivamente). También se han visto alteraciones en otros érganos como
corazon, higado, pancreas y rifiones, durante el seguimiento de pacientes post
recuperacion que podrian asociarse a las manifestaciones del COVID Persistente (Yong
2021; Mehandru y Merad 2022).

La mayoria de los autores coinciden en que la inflamacion patolégica persistente es un
posible mecanismo fisiopatologico del sindrome (Yong 2021; Mehandru y Merad 2022;
Anaya etal. 2021). La respuesta inflamatoria exagerada ante nuevas amenazas
infecciosas y su menor capacidad o retardo para resolver la inflamacién podrian tener
gue ver con la persistencia de los sintomas, sobre todo en los sitios mas expuestos
como el tracto respiratorio superior (Mehandru y Merad 2022).

Otro de los mecanismos propuestos esta relacionado a la persistencia viral. Hay
estudios que demostraron la liberacion prolongada de SARS-Cov-2 via fecal o
respiratoria tras varios meses luego de la infeccion, lo cual podria causar una activaciéon
inmune persistente (Yong 2021; Mehandru y Merad 2022). Se ha visto que los pacientes
convalecientes han mostrado alteraciones de células T CD8*(con persistencia de
perfiles citotoxicos), niveles elevados de monocitos CD14*CD16* y células dendriticas
plasmocitoides activadas, asi como de citocinas pro inflamatorias (IL-6, I-18 y TNF)
hasta 6 meses luego de la infeccion (Mehandru y Merad 2022; Anaya et al. 2021;
Castanares-Zapatero et al. 2022), lo cual podria asociarse tanto a alteraciones
sistémicas como 6rgano-especificas.

Por otro lado, se ha visto una respuesta autoinmune contra antigenos tisulares propios
luego de la infeccién, la cual produce y sostiene un dafio organico que también podria
explicar los sintomas de los pacientes COVID Persistente, asi como se ha demostrado
para muchos otros virus como Epstein—Barr, cytomegalovirus, herpes virus 6, virus de
la hepatitis A y C, entre otros (Mehandru y Merad 2022; Castanares-Zapatero et al.
2022). En este sentido, se han hallado elevadas las células B CD27'1gD" en estos
pacientes, las cuales estan asociadas a enfermedades como la esclerosis multiple
(Anaya etal. 2021). Varios mecanismos se han propuesto para la respuesta
autoinmune, entre ellos el mimetismo de antigenos, la pérdida de tolerancia frente a
antigenos propios durante infecciones y la diseminaciéon de epitopos, entre otros
(Mehandru y Merad 2022). Otras alteraciones como la disfuncién endotelial y la
activacion de la coagulacion también han sido propuestos (Castanares-Zapatero et al.
2022).

Finalmente se puede decir que los desoérdenes subyacentes del sistema inmune
parecen estar involucrados en la mayoria de los mecanismos sospechados de producir
el Sindrome: la activacion desregulada sostenida del sistema inmune la respuesta
inflamatoria patolégica cronica, la autoinmunidad, la persistencia virica o el dafio tisular.

Por tanto, y en resumen de todo lo anteriormente expuesto, nuestra hipotesis es que los
pacientes que padecen COVID Persistente presentan alteraciones inmunoldgicas que
podrian ser la base de los cambios patolégicos. Para evaluar esta hip6tesis, decidimos
caracterizar el inmunoma de estos pacientes comparandolo frente al de otros pacientes
gue han enfermado de COVID-19 y que, sin embargo, se han recuperado sin presentar
secuela alguna. Para alcanzar este objetivo general, se plantearon los siguientes
objetivos especificos a analizar en ambas cohortes en estudio:

- Determinar la memoria humoral frente al SARS Cov-2.

- Determinar la memoria celular frente al SARS Cov-2.

- Realizar un analisis no sesgado de las principales poblaciones de leucocitos.

- Comprobar si existen diferencias cuantitativas en las diferentes poblaciones
leucocitarias de ambas cohortes mediante un analisis manual jerarquizado.



2. Materiales y métodos

2.1. Diseiio experimental

Se realiz6 un estudio transversal, prospectivo, de casos y controles. Los casos fueron
definidos como pacientes adultos con diagnéstico confirmado de COVID Persistente.
Estos fueron reclutados a través de la asociacion Long Covid ACTS (LongCovid
Autonomous Communities Together Spain) de la Comunidad Auténoma de Castilla y
Ledn. Se reclutaron 20 pacientes de los cuales 16 fueron de sexo femenino y 4
masculino, con una edad promedio de 44.5 afios. A cada uno de ellos se le realiz6 una
encuesta con el fin de recabar datos demograficos, sobre el Sindrome y sobre los
antecedentes de la infeccién primaria por SARS-Cov-2 (los principales datos se
resumen en la Figura 1, A). La cohorte control fue definida como pacientes adultos con
diagndstico confirmado de infeccion por SARS-Cov-2 que no presentaban, al momento
del estudio, sintomatologia compatible con COVID Persistente. Se reclutaron 22
controles, 17 de sexo femenino y 5 masculino, con un promedio de edad de 45.4 afios.
La presencia de patologias previas conocidas de tipo inflamatorias, neoplasicas
malignas y autoinmunes, asi como el tratamiento con farmacos inmunosupresores
fueron criterios de exclusion dentro de ambas cohortes.

A

Dies des de Dies des de 55;:';:5:1 Cartidad
Paciente Sexo Edad diagnos tico  |diagnostico COVID Signos/Sinto-

COWD-19 Persisenee  |oromedad o referidos

primaria

PER 14 F 34 524 473 g
PER4 F g 490 258 1 11
PERS F 54 5 245 1 12
PER 17 F ap 495 299 12
PER24 I a2 283 153 4 13
PERT F 44 435 354 1 14
PER 10 F a5 BT 298 14
PER20 F 47 728 578 15
PER1 F 44 B83 502 18
PERS r Fd 57D 215 3 18
PER 15 F g Feg EY 3 18
PERZ M 57 a3z 494 1 17
PER12 F e 283 173 18
PER2S F 25 537 430 1 12
PER11 'y 49 719 719 z 18
PERZI F a7 521 235 3 18
PER29 F 51 505 233 2 18
PER 18 F ag 701 478 1 0
PERAD F FA FOD 128 z 0
PER 19 F 32 284 187 1 e




B Principales signos y sintomas de los pacientes con COVID Persistente
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Fig. 1. A. Resumen de las caracteristicas demogréficas, datos relocionados a lo enfermedad primaria por COVID-19 y al Sindrome
COVID Persistente de lo cohorte de enfermos. La severidad de lo enfermedad primaria fue clasificada en las siguientes categorios: 1
Leve, no requirid hospitalizacién. 2. Moderada: requirid hospitalizacién en sala comdn. 3. Grave: requirié aporte externo de oxigeno.
4. Muy grove: requirié internacion en UCI fasistencia ventilatoria mecdnico. B. Principales signos y sintomas referidos por ios pacientes,
expresado como porcentaje de los pacientes afectados por cada uno.

2.2. Obtencion y procesamiento de las muestras
A cadaindividuo se le extrajeron 16 ml de sangre en dos tubos de heparina-litio mediante
puncién de vena periférica, previa firma del consentimiento informado (bajo aprobacion
del CEIm: P1-21-2098).

Para la obtencién del plasma y las células mononucleares de sangre periférica (CMSP),
la sangre fue separada inmediatamente luego de la extraccion usando Cytiva Ficoll-
Paque™ PLUS. Cada tubo de sangre fue vertido lentamente en un tubo de centrifuga
con 3 ml de Ficoll-Paque™. Se centrifugé a 800g durante 30min a 4°C en un rotor
Fisherbrand™ GT2 con la aceleracién ajustada al maximo y la deceleracién al minimo.
Se fraccionaron 4 ml de plasma en tubos para congelaciéon con 1 ml cada uno. Las
CMSP fueron recogidas con pipeta de la interfaz plasma-Ficoll, depositadas en un tubo
de centrifuga con 10 ml de medio RPMI y centrifugadas a 400g durante 5min a 4°C.
Luego de desechar el sobrenadante, el pellet fue resuspendido en 2 ml de medio de
criopreservacion (dimetilsulféxido al 10% en suero fetal bovino), colocado en crioviales
y almacenados a -80°C hasta su utilizacion.

2.3. Determinacion de la memoria humoral

A partir de una de las fracciones de plasma que habian sido congeladas se llevo a cabo
la determinacion de la memoria humoral por el Servicio de Microbiologia e Inmunologia
del Hospital Clinico Universitario de Valladolid. Se realiz6 un inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia (Elecsys Anti-SARS-CoV-2 S, Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania) para determinar la presencia o ausencia de anticuerpos IgG e IgA
especificos frente a la proteina S (espicula) y anticuerpos IgG especificos frente a la
proteina N (nucleocapside) del SARS-CoV-2. Los resultados obtenidos fueron
cualitativos y se expresaron como paciente “reactivo” o “no reactivo” en base a la
presencia 0 ausencia de anticuerpos para cada tipo, respectivamente.



2.4. Determinacion de la memoria celular

La memoria celular frente al SARS Cov-2 fue evaluada ex-vivo mediante un
inmunoensayo por manchas (“spots”) ligado a enzimas (ELISPOT) para interferén
gamma (IFN-y)(Ogbe et al. 2021). Brevemente, este ensayo detecta las células T
respondedoras a un estimulo dado mediante la captura del IFN-y en proximidad de las
células que lo han secretado. EI mismo queda fijado a la membrana en el fondo del
pocillo, donde se evidencia como un “spot”de color azul oscuro (Czerkinsky et al. 1988).
De esta forma, cada spot observado en la membrana corresponde a una célula
productora de IFN-y y se la denomina SFU (por spot-forming units).

Para el ensayo se utilizaron las CMSP que habian sido congeladas y almacenadas a -
80° C. Se procedi6é a descongelarlas por inmersiéon en bafio a 37°C y, posteriormente,
fueron centrifugadas en 10 ml de RPMI durante 5 min a 400g y 4°C. Luego de aspirar el
sobrenadante, el pellet se resuspendi6 en 1 ml de medio AIM V®. Para realizar el contaje
de células viables, se hizo una dilucion 1:10 en Trypan Blue y se procedi6 a contar en
camara de Neubauer.

Para realizar la prueba se utilizé el kit comercial Human IFN-y ELISPOTPRC (Mabtech).
En una placa de 96 pocillos, se utilizaron 4 por cada muestra y 2 muestras por calle. Se
colocaron 100.000 células en un volumen final de 200 ul de AIM V® por pocillo, de
acuerdo al esquema que se muestra en la Figura 2. Las células en el pocillo nimero
uno fueron estimuladas con 0.2 pl de anti-CD3 (100 ng/ml) y 2 pl de anti-CD28 (100
pug/ml) (ambos Mabtech) como control positivo; las de los pocillos nUmero tres y cuatro
con 2 ul de péptidos del dominio S1 de la espicula (SARS-CoV-2 scaanning pool,
Mabtech), a una dilucion 1:100. El pocillo nimero dos no recibié ningun estimulo,
utilizandose tanto como control negativo, asi como para la determinacion del nivel basal
de células productoras de IFN-y. Luego de incubar la placa durante 48 hs a 37°C, 5%
de Co2 y 95% de humedad, se retiré el medio de cultivo, se lavd 5 veces con PBS y se
procedi6 a la deteccion del IFN-y secretado afiadiendo anticuerpos monoclonales anti-
IFN-y conjugados con peroxidasa (Mabtech) a una concentracion de 1ug/ml. Se revelo
de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se dej6 secar el tiempo suficiente hasta
gue se vieran nitidos los spots sobre la membrana.

Los pocillos fueron observados y fotografiados con lupa magnificadora a un aumento de
4X (Nikon SMZ1000). Posteriormente, mediante la aplicacién Imageld, se procedi6é a
contar los spots presentes en cada pocillo. La prueba se consideré valida si el control
negativo presentaba menos de 10 de éstos y el positivo mas de 20 (o en su defecto, si
alguno de los pocillos nimero tres o cuatro presentaba spots, indicando que la prueba
funcion6 correctamente). El procedimiento de contaje fue realizado siempre por el
mismo operador. Los spots en los pocillos expuestos a la proteina S1 fueron
promediados y los resultados fueron expresados en SFU, lo cual corresponde a la
cantidad de linfocitos T reactivos.
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Fig. 2. ELISPOT. A) Resultado de la muestra nimero 1 (M1) visto bajo lupa
magnificadora. B) Disposicion de las muestras (M1 a M4) en una placa de
ELISPOT.
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2.5. Inmunofenotipaje e identificacion de las distintas poblaciones
celulares

2.5.1. Citometria espectral
Las CMSP fueron descongeladas y contadas siguiendo el protocolo descrito en la
seccion 2.3. Un total de 2 millones de células fueron tefiidas con anticuerpos marcados
con fluorocromos y caracterizadas por citometria espectral en un equipo CyTek Aurora
de 5 laseres, siguiendo el protocolo y panel de analisis OMIP-069 (Park, Lannigan, y
Jaimes 2020).

Brevemente, éste es un panel de citometria de flujo de 40 colores desarrollado para el
inmunotipaje de las principales poblaciones de células inmunes presentes en sangre
periférica. Luego de descongelarlas, las CMSP fueron tefiidas con Live/Dead fixable
near-IR dead cell stain kit” (Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific) para excluir del
analisis las células muertas. Seguidamente, se afiadi6 Brilliant Stain Buffer y True-Stain
Monocyte Blocker para obtener una fluorescencia 6ptima de las células deseadas y
luego se procedié a la tincibn con anticuerpos monoclonales marcados con los
fluorocromos detallados en la tabla 1. Después de cada paso de tincion, las células
fueron lavadas con tampén FACS (500mL de PBS,10 ml de FCS filtrado, 0.1 g de NaN3
y 2,5mL de EDTA estéril) e incubadas a temperatura ambiente en oscuridad durante el
tiempo indicado en el protocolo. Por altimo, fueron fijadas con paraformaldehido al 1%
en PBS y lavadas con tampén FACS. Se conservaron a 4°C en oscuridad hasta la
citometria.



ESPECIFICIDAD FLUOROCROMO CLON PROPOSITO
Viability Live Dead UV Blue — Viabilidad
CD4s PerCP HI30 Leucocitos
CcD3 BV510 SK7 Céluas T, células NKT-Like
CD4 cFluor YG584 SK3 T CD4 y células NKT-Like
cDs BUVB0S SK1 CD8 T, NK, y células NKT-Like
CD25 PE-Alexa Fluor700 CD25- Tregs
3G10
TCRyS PerCP-eFluor 710 B1.1 Pan Ty3
CcD14 Spark Blue 550 6303 Diferenciacién de monccites
CD16 BUV4SS 3G8 Diferenciacién de Monocitos, NK y células dendriticas
CD11¢c eFluor 450 3.9 Diferenciacién de células dendriticas
CcD19 Spark NIR 685 HIB19 Células B
CD20 Pacific Orange HI147 Células B
CcD24 PE-Alexa Fluor 610 SN3 Diferenciacién de células B
CD39 BUVB6E1 TUBS Diferenciacion de células B, Tyygs, y monocitos
IgD BV480 I1A8-2 Diferenciacién de células B
leG BVB05 G18-145 Diferenciacién de células B
IgM BV570 MHM-88 Diferenciacion de células B
CD141 BB515 1A4 Diferenciacién de células dendriticas
CD1c Alexa Fluor 647 L161 Células dendriticas, NKT-Like
cD123 Super Bright 436 6HS Células dendriticas plasmacitoides
CcD2 PerCP-Cy5.5 TS1/8 Diferenciacion de NK
CcDs6 BUV737 NCAM16.2 Pan NK activacion de células Tyd
CCR7 Bv421 GO43H7 Diferenciacion de células T
CcD27 APC-H7 M-T271 Diferenciacién decélulas By T
CcD28 BVES0 cD28.2 Diferenciacién de células T y NK
CD45RA BUV395 5H9 Diferenciacién de células dendriticas y células T
CDS5 PE-Cy5 DX2 Diferenciacién decélulas By T
CcD127 APC-R700 HIL-7R- Receptor de citocinas, diferenciacion de células T
CXCRS BV750 R'ggéz Receptor de quimocinas; diferenciacion de células T
CXCR3 PE-Cy7 GO025H7  Receptor de quimocinas; células dendriticas y diferenciacion de
célulasBy T
HLA-DR PE-Fire810 L243 Activacion células T y monocitos; marcador de linaje de NK y
células dendriticas
CD38 APC-Fire810 HIT2 Activacidn/diferenciacién de monocitos, células dendriticas y
células Ty B
CD15%¢ PE REA205 Diferenciacion de NK
CD159a APC REA110 Activacién/diferenciacion de NK, NKT like y células Tyd
PD-1 BV785 EH12.2H7 Receptor inhibitorio de células T
CD314 BUVB15 1D11 Diferenciacion de NK
CCR6 BV711 GO34E3 Diferenciacion de células T y B; receptor de quimocinas

Tabla 1. Tabla con los anticuerpos utilizodos en el panel OMIP.-069, su especificidad, fluorocromo, clon y el
proposito de su inclusion dentro del mismo. Modificadode: OMIP-069: Forty-Color Full Spectrum Flow Cytometry
Panel for Deep Immunophenotyping of Major Cell Subsets in Human Peripheral Blood, DOI: 10.1002/cyto.a.24213

2.5.2. Analisis exploratorio y caracterizacion del perfil leucocitario
El andlisis de los datos arrojados por el citbmetro, tanto supervisado como no
supervisado, se realiz6 en la plataforma OMIQ Data Science (© Omiq, Inc. 2022). El
primer paso consistio en transformar los datos de fluorescencia utilizando la escala, los
parametros y cofactores sugeridos por el software. Luego, se procedié a crear las



“gates” o puertas que permitieron eliminar los restos celulares, los dobletes y seleccionar
los leucocitos (células CD45") viables que se usaron para el andlisis posterior.

2.5.2.1. Analisis no sesgado de las poblaciones celulares

2.5.2.1.1. Andlisis exploratorio por técnicas de reduccion de la dimensionalidad
Debido a la cantidad de datos obtenida de este tipo de paneles con gran nimero de
colores, la exploraciéon de los datos mediante identificacion manual tradicional de sub
poblaciones en plots de dos dimensiones es poco aconsejable debido a su subjetividad
y el tiempo que consume (Park, Lannigan, y Jaimes 2020; Melsen et al. 2020). Se
decidi6 entonces utilizar un enfoque no supervisado para el andlisis exploratorio,
mediante el algoritmo UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection)(Becht
et al. 2019).

Brevemente, este algoritmo utiliza un método no linear, basado en graficos que se
construyen para representar la informaciébn en multiples dimensiones y luego
reconstruye los resultados en un mapa de dos dimensiones, reteniendo la estructura
multidimensional. De esta manera, el algoritmo encuentra similitudes entre células en
todas las dimensiones. Estas dimensiones son, en este caso, los marcadores que éstas
expresan y sus niveles de expresion. El algoritmo devuelve un mapa bidimensional (un
gréfico cartesiano clasico X versus Y). La proximidad de las células en este mapa refleja
sus distancias en el espacio multidimensional, de forma que aquellas células que tienen
patrones de expresion similares estan localizadas muy cerca. Esta relacion
distancia/similitud se respeta dentro de cada agrupacion o islote y entre ellos.

Este tipo de gréaficos facilita la exploracion de los datos muestrales debido a que
simplifica en s6lo dos dimensiones todo el conjunto de caracteristica que el investigador
esta interesado en evaluar, de forma de que no sea necesario hacer un gréafico de un
marcador en funcién de otro para cada uno de ellos.

Para construirlo, se utilizaron 27 marcadores fenotipicos: CD14, CD45RA, CD16, CD39,
CD56, CCR7, CD8, CD123, D11c, IgD, CD3, CD20, IgM, IgG, CD28, CD141, CD2,
TCRgd, CD4, CD2, CD25, HLA DR, CD1lc, CD19, CD127, CD27 y CD38. Y los
siguientes pardmetros: neighbours: 60, distancia minima: 0.7, métrica: euclidiana,
namero de componentes: 2, seed: 6198, learning_rate: 1, epochs: 250, embedding
initialization: espectral.

2.5.2.1.2. Clustering no supervisado

Luego se utilizd el algoritmo FlowSOM para encontrar las poblaciones celulares
similares y separarlas en agrupaciones o “metaclusteres” de forma no supervisada.
Resumidamente, este algoritmo analiza la expresién de todos los marcadores
seleccionados por el usuario en cada una de las células de cada muestra y, a
continuacion, las agrupa en clisteres segun el nivel de expresién de los mismos. De
esta manera, no sélo permite visualizar las células en las agrupaciones biolégicas
tipicas, sino que, ademas, permite la deteccidén de poblaciones nuevas o no esperadas.
Por dltimo, los resultados de estos dos algoritmos se combinan de manera que los
clusteres formados se mapean sobre el UMAP para poder observar la distribucion de
los mismos.

Los parametros utilizados para el algoritmo fueron: 27 marcadores fenotipicos (los
mismos que para el algoritmo UMAP), umap_1 y umap_2 (las dos dimensiones que dio
como salida el algoritmo anterior), nimero de clusteres: 225 (15 en la dimension X, 15
en la dimensién Y), namero de iteraciones de entrenamiento: 10, distancia métrica:
euclidiana, método: Consensus Metaclustering, nimero de metaclisteres: 20.

2.5.2.1.3. Mapa de calor clusterizado (Clustered Heatmap)
Con los metaclisteres obtenidos en el punto anterior, se cre6 un mapa de calor
clusterizado o Clustered Heatmap. Este algoritmo permite representar de manera



gréfica, mediante una escala de colores (de mas claro a mas oscuro), el nivel de
expresion que tiene cada metacluster, muestra o grupo determinado por el investigador,
de cada uno de los marcadores fenotipicos seleccionados por el usuario y, a su vez,
asociar por similitud (distancia) los conglomerados formando un dendrograma.

Para construir el mapa de calor se establecieron los siguientes parametros: 27
marcadores fenotipicos (los mismos que se usaron para los dos algoritmos explicados
anteriormente) y distancia euclidiana. Se analizaron los metaclusteres formados por
FlowSOM segmentandolos por condicion (casos y controles) para ver posibles
diferencias de expresion entre grupos.

2.5.2.2. Analisis supervisado. Estrategia de identificacion jerarquica manual de
las diferentes poblaciones celulares (Gating Strategy)

Con el objetivo de estudiar el fenotipo de las CMSP, se siguio6 el flujo de trabajo descrito
por Park (Park, Lannigan, y Jaimes 2020) con ligeras modificaciones. Siguiendo los
pasos sucesivos de la “Gating Strategy” (Fig. 3), se identificaron las siguientes
poblaciones: células T CD4 y CD8, células T reguladoras (Tregs), células Tyd, células
tipo NKT, células B, células NK, monocitos, basdfilos, células linfoides innatas (ILCs) y
células dendriticas. A su vez, y para cada una de las principales poblaciones a estudio,
se identificaron diversas sub-poblaciones tal y como se detalla en dicha figura. Esto nos
ha permitido identificar un total de 52 sub-poblaciones circulantes. La abundancia de las
poblaciones y sub-poblaciones identificadas se expres6 como porcentaje de células
referido al total de leucocitos viables circulantes. Posteriormente, se hizo la comparaciéon
estadistica entre casos y controles, a fin de determinar si existen diferencias.

2.6. Analisis estadistico

Los resultados del ELISPOT, la serologia y las frecuencias relativas de las diferentes
poblaciones identificadas mediante el andlisis supervisado, se analizaron con el
software IBM SPSS Statistics 26 y GraphPad Prism 9.3.1. Las variables categéricas
fueron analizadas utilizando frecuencias y las variables cuantitativas continuas fueron
expresadas mediante la media y desvio estandar. Para las variables cuantitativas se
utilizé la prueba T para muestras independientes, mientras que para las variables
categoricas se utilizé el Test Exacto de Fisher, con un nivel de significacion de 0,05 en
ambos casos.

El andlisis estadistico de los clusteres obtenidos mediante algoritmos no supervisados
se llevo a cabo en la misma plataforma OMIQ. Se utiliz6 el algoritmo edgeR para
comparar la abundancia de células dentro de cada metaclUster entre ambas cohortes.
Se utilizé un p-valor corregido (FDR, False Discovery Rate) con un nivel de significacion
también de 0.05.
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Fig. 3. En A se pude observar en defalle la estrategia jerarquica para identificar las poblaciones finales de basofilos,
células dendriticas, células B, células NK y células linfoides innatas (ILCs). En B se puede ver la estrategia de
identificacién de las sub poblaciones de células T:, NKT, Tregs, T CD4" y T CD8&*. Modificado de: OMIP-069: Forty-Color
Full Spectrum Flow Cytometry Panel for Deep Immunophenotyping of Major Cell Subsets in Human Peripheral Blood, DOI:
10.1002/cyto.a.24213
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3. Resultados

3.1. Caracterizacion de la cohorte COVID Persistente

El 80% de los individuos de esta cohorte fueron del sexo femenino con una edad
promedio de 41.5 afos, mientras que la de los hombres fue de 50.8 afos. El tiempo que
pasé desde la primo-infeccién por SARS-CoV-2 fue de 522.7 dias (+/- 126.7 dias) y la
gravedad de ésta fue muy heterogénea: el 60% de los pacientes tuvo una enfermedad
leve, el 10% moderada, el 25% se enferm6 de forma grave y el 5% tuvo COVID-19 muy
grave. Desde el diagndéstico clinico del sindrome pasaron 372.8 dias (+/-156 dias), en
promedio. Se refirieron un total de 57 signos y sintomas diferentes y, en cuanto a la
cantidad, el promedio fue de 15.8, con un maximo de 23 y un minimo de 6 sintomas por
persona. Entre los méas frecuentes encontramos la astenia o fatiga que afect6 al 100%
de los pacientes, la artralgia o mialgia al 95%, el 90% present6 falta de atencion o de
memoria y cefaleas intensas. Otros sintomas bastante frecuentes fueron la niebla
mental, la anosmia y ageusia, la disnea, los mareos o vértigo y el insomnio, que
afectaron entre un 70 y un 85% de los pacientes.

3.2. Memoria humoral

Se analizaron tres tipos diferentes de anticuerpos contra el virus de la COVID-19. De los
42 individuos estudiados, 41 presentaron anticuerpos neutralizantes de tipo IgG
dirigidos contra la proteina S (95% de los pacientes y 100% de los controles, p-valor=
0.48). Respecto de los anticuerpos IgG contra la proteina N de la nucleocapside, en 36
de los 42 individuos se evidenci6 su presencia (75% de los pacientes y 95.45% de los
controles, p-valor= 0.087). Finalmente, y si bien no hubo diferencias entre ambas
cohortes en los titulos de anticuerpos IgG anti-S e IgG anti-N, las IgA séricas contra la
proteina S si presentaron una diferencia muy significativa. Las mismas se hallaron en
33 de los 42 individuos, representando sélo un 60% de los pacientes, mientras que el
95.46% de los controles fueron reactivos (p-valor= 0.0077) (Fig. 4).
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Fig. 4. Respuesta humaoral frente ol virus SARS-CoV2 por la técnice de electroquimioluminiscencia: comparacion de los pacientes

regctivos para codo anticuerpo evaluado entre ambas cohartes. ** p-valor<0.01, ns: no significativo

3.3. Memoria celular
Dado que los pacientes con COVID Persistente presentaban menores niveles de
anticuerpos IgA anti-S frente al virus que los pacientes control, decidimos estudiar a
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continuacion los niveles de memoria celular en ambas cohortes (Figura 5). Todos los
individuos presentaron respuesta ante la estimulacion con péptidos del SARS-Cov-2,
habiendo secrecién de IFN-y por parte de los linfocitos T estimulados, en ambas
cohortes. La media de SFU basal fue de 3.68 (DE 2.42) para los enfermos y 2.65 (DE
2.62) para los controles, no encontrdndose diferencias entre ambos grupos. Sin
embargo, tras la estimulacion con péptidos de la espicula del virus se obtuvo una media
de 15.7 spots (DE 20.93) para los pacientes con COVID Persistente y 25.2 (DE 25.93)
para los controles. La respuesta a la estimulacién en los controles fue altamente
significativa (p-valor <0.0001) frente a su control pareado sin estimular, mientras que la
significacion fue mucho menor en los pacientes con COVID Persistente (p-valor=
0.0155). De hecho, al comparar la cantidad de linfocitos T reactivos entre ambas
cohortes se observo una tendencia (p-valor= 0.07) a una mayor respuesta celular en los
controles.
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3.4. Andlisis no sesgado de las poblaciones de leucocitos

3.4.1. UMAP
Una vez caracterizado que los pacientes con COVID Persistente parecen tener una
memorial humoral y celular reducida frente al virus referido a la cohorte sin dicho
sindrome, decidimaos a continuacion caracterizar el perfil leucocitario de ambas cohortes.

Para ello, en primer lugar, se realiz6 un analisis UMAP. Previamente a utilizar el
algoritmo segun se explica en la seccién 2.5.2.1.1., se seleccionaron al azar 2 millones
de leucocitos viables de cada cohorte (100.000 de cada paciente del grupo enfermos y
90.909 por cada uno del grupo de controles), para que ambas estén igualmente
representadas.

Para visualizar posibles diferencias en la distribucién de las agrupaciones celulares
resultantes, se hizo un plot bidimensional del UMAP para el grupo de enfermos y otro
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para el grupo de controles y luego ambos se superpusieron (Figura 6, Ay B). Se observa
gue practicamente la distribucion es la misma, a excepcion de pequefias porciones en
algunos de los islotes se sefala con flechas azules algunas de las diferencias cuando
estan presentes en los enfermos y con flechas naranjas cuando estan en los controles).
A continuacion, se estudio la densidad de células en cada agrupacion, para analizar si
existian diferencias en la cantidad de células dentro de cada islote. Para esto, se
construy6 un plot de densidad de los UMAP de cada cohorte (Fig. 6 C y D), donde la
densidad de células esta representada en una escala de colores que va del azul al rojo
(menor a mayor densidad). Se pueden observar diferencias en la densidad de células
dentro de cada agrupacion entre ambos grupos. Ademas, este grafico permite ver cuales
son las agrupaciones o clusteres con mayor cantidad de células.

A

~ COVID Persistente
B Ml Controles

c ‘ Controles D COVID Persistente
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3.4.2. FlowSOM

Tras haber realizado el analisis exploratorio no supervisado de los datos y observar que
las poblaciones celulares se agrupaban en diversas islas o continentes, se implemento
un método para crear clusteres de células en base a su similitud en cuanto a expresion
de ciertos marcadores fenotipicos. Esto se llevd a cabo mediante el algoritmo FlowSOM,
como se explica en la seccion 2.5.2.1.2. Los resultados obtenidos se representan en la
Figura 7. Por un lado, se obtuvo un grafico en forma de arbol con los clusteres y
metaclusteres que se han formado (Figura 7, A.1) y la relacién entre ellos. Cabe aclarar
gue, en este software, la cantidad es determinada por el usuario, por lo que se probaron
diferentes opciones hasta dar con la que mejor se adapté a nuestros datos (andlisis
previos no mostrados).

A.l
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Fig. 7. Resultado del algoritmo FlowSOM. A.1: grdfico en forma de drbol donde los metaclisteres estdn representados en
diferentes colores y el tamafio de los clusteres o nodos es proporcional a la representacion que tiene el mismo dentro del total
de leucocitos viables. En A.2 se muestra con mayor detalle la expresion de los marcadores dentro de los diferentes clusteres con
una clave de colores representada en la A.3. El largo de cada barra coloreada se relaciona con el nivel de expresion del
marcador.

Por otro lado, a partir de los metaclusteres obtenidos se crearon “gates”, es decir, que
se utilizaron como filtros para agrupar células. Luego, estas “gates” o filtros fueron
lanzados sobre el UMAP obtenido previamente (Figura 8). Se puede observar una
distribucién similar de los clusteres entre el UMAP de casos y el de controles, es decir
gue no se observa, por ejemplo, ningun clister que sélo se encuentre en alguno de
estos grupos.
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3.4.3. Mapa de calor clusterizado (Clustered Heatmap)

A continuacion, se obtuvo un mapa de calor de la expresion de los distintos marcadores
fenotipicos seleccionados dentro de cada metaclUster para ambas cohortes. En el mapa
(Figura 9) se observan las filas formando clusteres por distancia (escala en negro, en el
margen superior izquierdo) y la escala de colores va de amarillo a negro con la expresion
creciente de los marcadores. Como se puede apreciar, si bien hay pequefias diferencias
en los niveles de intensidad de color de algunos marcadores entre los metaclUsteres de
ambas cohortes, la distancia entre ellos es muy poca. Sin embargo, se observan
mayores diferencias entre grupos en los metaclisteres 12 y 16 (flechas sobre el margen
derecho de la imagen).
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Por otro lado, y para analizar la abundancia de células dentro de cada metaclister entre
cohortes, se analizd estadisticamente mediante el algoritmo edgeR. El resultado se
observa en la Figura 10. Este grafico, denominado Volcano Plot, muestra de forma
sencilla el andlisis comparativo de los metaclUsteres formados entre ambos grupos
(casos y controles, en este caso) en base a un nivel de significacion determinado por el
usuario. Se observa que existen diferencias significativas en la cantidad de células
dentro del metacluster 4. Se realiz6 ademas un boxplot para determinar en qué sentido
se da dicha diferencia, confirmando que se encuentra expandido en la cohorte con
COVID Persistente. Dicho metacluster se caracteriza por expresar altos niveles de CD16
y CD24 (Figura 10, C y D) y, ademas, éstos son mas altos en la poblacién COVID
Persistente (Figura 9, flechas rojas).

3.5. Identificacion de poblaciones mediante analisis jerarquico

manual
Debido a que el analisis no supervisado no arrojé grandes diferencias entre grupos, se
decidié analizar los datos de forma manual. Con este analisis buscamos, a su vez,
encontrar la naturaleza del metacllster 4 que se vio expandido en los pacientes con
COVID Persistente.

Tras establecer las “gates” como se explicé en el punto 2.5.2.2., se obtuvo la cantidad
de células que pertenecian a cada poblacion y sub poblacion de células inmunes en
cada muestra. Se identificaron un total de 52 poblaciones o sub poblaciones y la
abundancia se expresé como porcentaje de leucocitos (células CD45%) viables, ya que
la cantidad absoluta de estos varia entre pacientes. Tras el andlisis estadistico, las
poblaciones que se hallaron significativamente alteradas entre cohortes se muestran en
la Figura 11.
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Las células T CD4" conforman, en promedio, un 36.39% (DE 9.24%) de todos los
leucocitos viables en los controles y un 29.68% (DE 10.22) en los enfermos (p-valor=
0.03). Dentro de éstas, estd alterada la fraccion CD4* “early like effector” que representa
un 0.53% (DE 0.29%) en los controles y un 0.34% (DE 0.27%) en los pacientes con
COVID Persistente (p-valor=0.04). También se vieron disminuidas en los enfermos las
células Tyd totales (p-valor=0.034) asi como la fraccion CCR7"CD45RA" de éstas (p-
valor=0.03), con respecto a los controles. Las primeras representaron el 0.64% (DE
0.42%) y las ultimas 0.07% (DE 0.05%) en pacientes COVID Persistente, y 1.16% (DE
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0.97%) y 0.23% (DE 0.32%), respectivamente, en los controles. Ademas, se hall6 un
detrimento en las Tregs CD45RACD39" en los enfermos (0.23%, DE 0.15%) con
respecto a los controles (0.42%, DE 0.26%). Otra poblacion en la que se hallaron
diferencias significativas fue la de células NKT y, dentro de ellas, la fraccion NKT
CD2*CD8", aunque en este caso ambas se hallaron aumentadas en la cohorte de
enfermos. En cuanto a las primeras, las medias fueron 2.04% (DE 2.7%) y 3.8% (DE
2.9%) en controles y enfermos, respectivamente, mientras que las NKT CD2*CD8*
representan un 0.99% (DE 1%) en controles y un 2.25% (DE 2.2%) entre los enfermos.
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3.6. Identificacion de los metaclisteres obtenidos mediante la

combinacién de técnicas supervisadas y no supervisadas
Tras determinar los metacllisteres de forma no supervisada y realizar el analisis
jerarquico manual de las poblaciones y sub poblaciones, se traté de identificar a qué
poblacién representaba cada uno, cuando fue posible. Para lograrlo, se combiné la
informacién obtenida luego de aplicar la reduccién de la dimensionalidad con la
informacién obtenida de forma manual, junto con los niveles de expresion de los
marcadores, tanto funcionales como fenotipicos. Cuando hizo falta, los metaclisteres
fueron sub divididos o reagrupados en nuevos. A continuacion, este andlisis fue lanzado
sobre el UMAP para observar como se distribuyen las nuevas agrupaciones (Figura 12).

Con los parametros utilizados, se pudieron diferenciar 27 poblaciones biolégicamente
diferenciadas, separando o reagrupando los 20 metaclisteres iniciales. Han quedado
clusteres sin identificar que se representan en blanco (Figura 12, 1), mientras que las
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subpoblaciones con menor abundancia quedan enmascaradas dentro de categorias con
mayor representacion.

Ademas, se identificaron las caracteristicas del metaclUster 4 (Figura 8, 4). Para ello, se
hizo un gréfico FSC-A versus SSC-A para los controles y para los pacientes COVID
Persistente (Figura 13, Ay B, respectivamente), diferenciando las células dentro de éste
(en negro) con el resto de las células (en rojo). Se puede observar su mayor abundancia
dentro de los enfermos y que tienen un tamafio de pequefio a moderado y gran
complejidad celular. Esto sumado al hecho de los altos niveles de expresion de CD16 y
CD24 sugiere que podria tratarse de algun tipo de célula “neutrdfilo like” (Parlato et al.
2014).
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También se puede ver que los metacllsteres en los cuales se veian mayores diferencias
de expresion entre casos y controles (Figura 9) corresponden al metaclister que
contiene a monocitos no clasicos e intermedios (Figura 12, 20) y a las células dendriticas
plasmocitoides (Figura 12, 16), respectivamente. El metacliuster 20, por su parte,
tampoco pudo ser confirmado a una poblacién conocida (Figura 12, 21).
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4. Discusion

En este estudio hemos demostrado que los pacientes con COVID Persistente presentan
una memoria celular y humoral disminuida frente al virus comparados con aquellos que
no lo han desarrollado. Esto, a su vez, parece correlacionar con niveles disminuidos de
linfocitos T CD4 en esa cohorte, lo que podria explicar parcialmente los resultados
observados. Ademas, se ha identificado una poblacién (metaclister 4) que se encuentra
expandida en esa cohorte. Dicho esto, se desconoce si estas alteraciones encontradas
son causa o consecuencia del desarrollo del sindrome, algo que este grupo de
investigacion estudiara en el futuro.

Todos los individuos a excepcion de uno (dentro del grupo de enfermos) presentaron
anticuerpos de tipo IgG frente al antigeno S (proteina de la espicula viral) que podria
deberse tanto a la vacunacion como a la infeccion natural. Estos anticuerpos son de tipo
neutralizante, al igual que los anticuerpos IgA contra el mismo antigeno. Sin embargo,
son estos ultimos los que mayor poder neutralizante poseen frente al SARS-Cov-2, se
liberan primero y permanecen meses en las mucosas luego de la infeccion
natural(Mohammed et al. 2022). Altos niveles de IgG e IgA se han asociado a casos
graves de la enfermedad durante la infeccién viral temprana (Mohammed et al. 2022),
sin embargo, aqui las IgA han resultado mucho mas prevalentes entre los controles que
entre los enfermos. En lo que respecta a los anticuerpos IgG frente al antigeno N
(proteina de la nucleocdpside), y aunque la diferencia no llegd a ser significativa (p-
valor=0.087), se observé una mayor cantidad de individuos reactivos entre los controles
con respecto a los enfermos. Estos resultados difieren de otros estudios en los cuales
se reportan respuestas humorales duraderas en pacientes con COVID Persistente,
sobre todo en aquellos que han sufrido una hospitalizacion durante la enfermedad
(Anaya et al. 2021). En el presente estudio, 8 de 20 pacientes habian sido hospitalizados
como consecuencia de la COVID-19, y no se hallaron diferencias en los niveles de
anticuerpos entre éstos y los que no habian requerido hospitalizacion (datos no
mostrados). Es de notar que los anticuerpos afectados entre los enfermos son aquellos
gue se desarrollan frente a la infeccién natural (IgA anti-S e IgG anti-N) y no ante el
estimulo vacunal inoculado por via intramuscular (IgG anti-S).

La menor memoria humoral podria tener que ver con la disminucién de la poblacién de
células T CD4" totales en los pacientes con COVID Persistente. Si bien la fraccién de
células T CD4* de memoria no parece alterada, su baja proporcion respecto del total de
los CD4* puede hacer que escape al analisis jerarquizado. Niveles disminuidos en
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células B, células T CD4" y CD8" se han visto en pacientes que han pasado una COVID-
19 severa. Contrariamente, aquellos que han sufrido una enfermedad leve o0 moderada
muestran una respuesta adaptativa robusta con altos niveles de células B productoras
de anticuerpos contra la proteina S y células T de memoria frente a antigenos de las
proteinas S y N, respuesta que perdura tras varios meses luego de la infeccién
(Mohammed et al. 2022).

El hecho de que la disminucién de la respuesta humoral se dé de forma significativa en
los anticuerpos IgA y no en los demas, sumado a la evidente tendencia a una menor
respuesta celular ante el estimulo viral en la prueba de ELISPOT, nos hace sospechar
fuertemente que el mecanismo involucrado podria estar relacionado con una
disminucion de la capacidad reactiva de los linfocitos frente al virus, ademas de la
deplecidn de las mismos. En pacientes con COVID-19 severa se ha visto que las células
efectoras CD4*, CD8*y NKT presentan un mayor grado de agotamiento e impedimento
funcional comparados con controles sanos (Zhang et al. 2020; Zheng et al. 2020).

Respecto de las diferencias en las frecuencias relativas halladas en las diferentes sub
poblaciones luego del analisis supervisado, el aumento de las células citotoxicas como
las NKT CD2" esta en concordancia con estudios que sefialan su aumento en pacientes
durante la etapa aguda de la enfermedad asi como en pacientes convalecientes (Zhang
et al. 2020), aunque esto no sucedi6 en otras poblaciones citotoxicas. Particularmente,
las NKT CD56" se han visto enriquecidas en pacientes con COVID-19 severa(Zhang
etal. 2020). La alteracion en células Tregs también ha sido descrita en pacientes
convalecientes, donde se ha visto que siguen alteradas luego de la recuperacién
clinica(Zhang et al. 2020). Sin embargo, en el presente estudio no se encontraron
diferencias en otras poblaciones, tales como las de células B CD27°1gD" y las de células
T CD8*, como se ha descrito anteriormente en pacientes convalecientes con COVID
Persistente (Anaya et al. 2021). Esto podria deberse a la normalizacion de estas
alteraciones luego de un tiempo, ya que en dicho estudio los pacientes tenian una
convalecencia de 3 a 6 meses, mientras que en éste la media desde la fecha de
infeccidn primaria por el virus fue de 522.7 dias (463.4-581.9).

Las células Tyd son un sub grupo particular de células que hacen de puente entre la
inmunidad innata y la adaptativa, su accionar es CMH independiente en la mayoria de
ellas. Se las ha asociado a varias enfermedades autoinmunes e infecciosas, como la
gripe. También se han hallado elevadas en pacientes recuperados del SARS-CoV
durante el brote de 2003. A comienzos de la pandemia, sus niveles disminuidos se han
asociado a casos graves de COVID-19, como un posible factor de riesgo en personas
ancianas (Rijkers, Vervenne, y van der Pol 2020).

Si analizamos todo el conjunto de resultados obtenidos en cuanto a la evaluacion de la
memoaria inmunoldgica y las poblaciones celulares afectadas, puede observarse que no
existen grandes diferencias entre las cohortes, las poblaciones celulares tienen una
distribucién cuantitativa y cualitativa similar, aunque con diferencias puntuales (por €j.,
en los linfocitos T, en el metacluster 4, etc.). Sin embargo, también podria decirse que
existe una clara tendencia entre la cohorte de enfermos a presentar una pérdida de
memoaria, tanto humoral como celular, mas rapida que los controles.
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5. Conclusiones

Por un lado, se puede decir que la combinacion de técnicas supervisadas y no
supervisadas en este tipo de conjunto complejos mejora notablemente los resultados y
simplifica bastante la tarea del investigador (Weijler etal. 2020). Los andlisis no
sesgados exploratorios nos orientan dadndonos una visibn macro de la disposicion y
caracteristicas de las muestras, grandes diferencias entre grupos, etc. Son Utiles para
indicar dénde poner el foco o buscar manualmente mas en detalle diferencias entre
grupos o dentro de estos, o0 caracterizar poblaciones raras o no esperadas. Se pudo
demostrar que el andlisis manual jerarquizado obtuvo resultados que complementan y
mejoran el analisis no sesgado. Ejemplo de ello es el hallazgo del metaclister 4 a través
de estos algoritmos no supervisados, que luego procedimos a caracterizamos
manualmente.

Por otro lado, podemos decir que el presente estudio posee varias limitaciones. El corte
transversal del estudio nos permite caracterizar el cuadro en el momento de la toma de
muestras, pero no nos otorga informacion sobre se evolucién. Son también limitaciones,
el tamafio muestral pequeiio y la alta variabilidad entre individuos, como es de esperar
en muestras bioldgicas obtenidas de pacientes. Sin embargo, y a pesar de esto,
creemos que los resultados obtenidos son mas representativos de lo que realmente les
sucede a las personas que lo padecen que si hubiésemos trabajado con modelos
experimentales donde, ademas, un sindrome es dificilmente reproducible.

Finalmente, dado que todavia los estudios sobre el sindrome de COVID Persistente son
escasos en cuanto a la descripcion de su fisiopatologia, este es una aproximacion para
tratar de determinar cuales podrian ser los mecanismos etiopatogénicos subyacentes,
a partir del analisis de las alteraciones halladas, para llegar a dar con la naturaleza de
esta afeccion. Si bien se han propuesto como mecanismos aquellos derivados del dafio
tisular a largo plazo (como el pulmonar, cardiaco o cerebral) y también los que se
originan a partir de la inflamacion patolégica producto de procesos autoinmunes,
persistencia viral o desregulacion inmunologica (Yong 2021; Mehandru y Merad 2022),
hasta el momento sigue sin ser dilucidado por completo. Describimos que los pacientes
con COVID Persistente presentan una menor memoria inmunoldgica y también
alteraciones cuantitativas en ciertas poblaciones de linfocitos, sin embargo, no podemos
afirmar si esto es una causa o0 una consecuencia del sindrome. Por eso, como
continuacion de este estudio y para obtener un panorama mas completo de lo que
sucede con estos pacientes, se llevara a cabo el analisis de las citocinas circulantes en
los plasmas y la presencia de anticuerpos especificos frente al SARS-CoV-2 en las
mucosas. También estudiaremos la capacidad de respuesta de los linfocitos T en
diferentes condiciones y frente a otros patdgenos ante los cuales la poblacion se halla
normalmente inmunizada, para evaluar si efectivamente hay un impedimento funcional
y en ese caso, si esto podria afectar también el equilibrio patégeno-hospedador en otras
situaciones.
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