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    RESUMEN


    Introducción: La variabilidad en la severidad clínica entre pacientes con la COVID-19 y el desarrollo de síntomas graves, así como la evolución de los convalecientes, puede deberse a posibles modelos que combinen factores de riesgo genéticos y no genéticos. Objetivo: Caracterizar los factores de riesgo de morbimortalidad y la respuesta específica de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 durante la convalecencia, en relación a la severidad, en pacientes recuperados del primer brote de COVID-19 en Cuba. Métodos: Se realizó un estudio transversal de 1182 casos, confirmados entre el 11 de marzo y el 11 de junio de 2020. Fueron divididos en 3 grupos: asintomáticos, con síntomas leves o moderados y graves. Se determinó el grupo sanguíneo ABO, el estudio de polimorfismos de genes relacionados con la respuesta inmune, subpoblaciones linfocitarias y la respuesta de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en la convalecencia. Se analizaron datos de 84 fallecidos. Resultados: En los casos estudiados el riesgo de morir fue 12,6 veces superior en mayores de 60 años (IC 95 % 6,3; 25,2), y 2,4 veces (IC 95 % 1,4; 4,2) más en hombres que en mujeres. Padecer de enfermedad renal crónica, diabetes mellitus o cáncer representó un mayor riesgo de fallecer. Se identificaron los polimorfismos -308A > G del gen TNF alpha, A16974C del gen IL-12 p40 y TaqI del gen del receptor de vitamina D (VDR) como posibles factores predisponentes para el desarrollo de formas sintomáticas. En los convalecientes de formas graves se encontró un aumento de las células CD3+CD8+ y NK. El 62,2 % de los convalecientes (IC 95 % 59,1; 65,4) tenían anticuerpos totales anti-SARS-CoV-2 en suero. La seropositividad a anticuerpos totales, los títulos de IgG específicos contra el dominio de unión al receptor (RBD), su capacidad de inhibir la unión RBD-receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) y avidez, fueron superiores en los casos con formas graves. Conclusiones: Las vulnerabilidades identificadas en grupos poblacionales y las características de la respuesta humoral anti-SARS-CoV-2 durante la convalecencia, constituyeron evidencia útil para la actualización de los protocolos de actuación del país, incluyendo las estrategias de inmunización. Este estudio permitió contar con referentes propios para evaluar la inmunogenicidad de los candidatos vacunales cubanos.


    Palabras clave: COVID-19; Cuba; estudios epidemiológicos; polimorfismos; anticuerpos neutralizantes; respuesta inmune


    First outbreak of COVID-19 in Cuba. Risk factors for morbidity and mortality and specific antibody response in convalescents


    ABSTRACT


    Introduction: The variability in clinical severity among patients with COVID-19 and the development of severe symptoms, as well as the evolution of convalescents, may be due to possible models that combine genetic and non-genetic risk factors. Objective: To characterize the risk factors for morbidity and mortality and the specific response of anti-SARS-CoV-2 antibodies during convalescence, in relation to severity, in patients recovered from the first COVID-19 outbreak in Cuba. Methods: It was carried out a cross-sectional study of 1182 cases confirmed between March 11th and June 11th of 2020. They were divided into three groups: asymptomatic, those with mild or moderate symptoms and severely ill patients. They were determined the ABO blood group, the study of gene polymorphisms related to the immune response, lymphocyte subpopulations, and the anti-SARS-CoV-2 antibody response in convalescence. They were also analyzed data of 84 deaths by COVID-19. Results: The risk of death after contracting the disease was 12.6 times higher in persons over 60 years of age (95%CI 6.3;25.2), and 2.4 times higher in men than in women (95% CI 1.4;4.2). Persons with chronic kidney disease, diabetes mellitus or cancer, had a higher risk of dying. They were identified the -308A>G polymorphisms of the TNF alpha gene, A16974C of the IL-12 p40 gene, and TaqI of the VDR gene as possible predisposing factors for the development of symptomatic forms. It was found in convalescent patients with severe forms an increase in CD3 + CD8 + and NK cells. It was found total anti-SARS-CoV-2 antibodies in the serum in 62.2% of the convalescents (95% CI 59.1;65.4). Seropositivity to total anti-SARS-CoV-2 antibodies, specific IgG antibody titers against the receptor-binding domain (RBD), its ability to inhibit the RBD-angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) receptor bond and its avidity, were higher in cases with severe forms of COVID-19. Conclusions: The vulnerabilities identified in population groups, as well as the characteristics of the humoral anti-SARS-CoV-2 response during convalescence, provided useful evidence for the dynamic updating of the action protocols in the country, including the immunization strategies. This study allowed us to have our own references to evaluate the immunogenicity of Cuban vaccine candidates.
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    INTRODUCCIÓN


    El 11 de marzo de 2020 Cuba confirmó los primeros 3 casos de infección por Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2). (1) El Ministerio de Salud Pública de Cuba (MINSAP), 2 semanas después, reportó el primer evento de transmisión local. (2) Durante el primer brote y hasta el 11 de junio de 2020 los contagiados ascendían a 2233 y 84 casos habían fallecido. (3)


    En medio de una severa crisis económica, un grupo de trabajo gubernamental condujo la estrategia nacional centrada en 3 componentes: gestión epidemiológica, enfocada en la prevención y atención primaria de salud; manejo clínico de pacientes en los servicios hospitalarios e innovación, basada en evidencias. (4-6)


    La constitución genética individual es uno de los componentes de la compleja interacción con factores ambientales que regulan la resistencia o susceptibilidad a las infecciones. Es razonable suponer que la variabilidad en la severidad clínica entre pacientes con la COVID-19 y el desarrollo de síntomas graves, así como la evolución de los convalecientes, pueda deberse a posibles modelos que combinen factores de riesgo genéticos y no genéticos. A su vez, la mayor o menor gravedad de la enfermedad aguda tendrá repercusión en la respuesta inmune y en particular en la inmunidad específica de anticuerpos frente al SARS-CoV-2 que permanece en el convaleciente.


    Como parte del trabajo de la comunidad científica cubana en la caracterización de esta nueva infección, y en aras de lograr la identificación de posibles factores genéticos involucrados en la respuesta individual a la infección viral, se realizó el proyecto de investigación: Factores de riesgo genético asociados a la severidad clínica de la COVID-19 en pacientes cubanos, aprobado por el Comité de Innovación del MINSAP. Conducidos por un grupo de investigadores del Centro Nacional de Genética Médica, abarcó todas las provincias del país y el municipio especial durante el primer brote de la infección por SARS-CoV-2. Los principales resultados de este estudio de casos realizado al cierre del primer brote son mostrados en el presente trabajo, con el objetivo de caracterizar factores clínico-epidemiológicos, genéticos, las subpoblaciones linfocitarias y la respuesta específica de anticuerpos frente al SARS-CoV-2 durante la convalecencia, en relación con la severidad o mortalidad de la COVID-19.


    



    MÉTODOS


    Se realizó un estudio transversal analítico de casos del primer brote de COVID-19 en Cuba, que incluyó 1182 casos confirmados de infección por SARS-CoV-2 entre el 11 de marzo y el 11 de junio de 2020. Estos pacientes habían recibido el alta epidemiológica después de confirmar el aclaramiento viral para SARS-CoV-2, evaluado por 2 resultados negativos del test de reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) en un período de 14 d posteriores al alta hospitalaria y que dieron su consentimiento escrito para participar en la investigación.


    Se excluyeron los fallecidos, los extranjeros, los menores de 1 año de edad, los casos con limitaciones físicas o mentales y ausencia de 1 familiar que impidió la obtención de datos en la entrevista clínica, así como los que se encontraban fuera de su área de residencia en el momento de la investigación. Se analizaron los datos clínico-epidemiológicos de los 84 fallecidos por COVID-19 durante este periodo. Se revisaron las historias clínicas de los pacientes, utilizando 1 guía de análisis y se realizó 1 entrevista estructurada a los convalecientes.


    La muestra se estratificó en 3 grupos de acuerdo con la gravedad de la COVID-19: asintomáticos, con síntomas leves o moderados y graves. Para ello, se consideraron las definiciones descritas en el Protocolo de Actuación Nacional para la COVID-19 en Cuba versión 1.4 y los criterios de la Organización Mundial de la Salud (OMS), vigentes en el momento de realización del estudio. (7,8) El trabajo de campo se realizó entre el 3 de junio y el 26 de julio de 2020. El grupo sanguíneo ABO se realizó mediante aglutinaciónenlátex.


    A 1 selección aleatoria simple dentro de cada grupo se le realizó estudios de polimorfismos genéticos, detección de anticuerpos totales anti-SARS-CoV-2; cuantificación de IgG-específica frente al dominio de unión al receptor (RBD, del inglés receptor-binding domain), su avidez y porcentaje de inhibición de la unión RBD-receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2).


    Para el estudio de los 3 polimorfismos se realizó la extracción automática de ADN utilizando QIA symphony DNA Mini (Qiagen). (9) El estudio del polimorfismo -308ª>G del gen del factor de necrosis tumoral alfa (TNFα) se realizó mediante el sistema de amplificación refractaria de mutaciones e incluyó a 1028 casos. (10) Los cebadores se diseñaron de acuerdo con Sotomayor et al, los alelos de este polimorfismo se designaron como A y G. (11)


    Para identificar los alelos del polimorfismo A16974C del gen interleucina 12 (IL12) se desarrolló la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) descrita por Seegers et al y los alelos se designaron como A y C; este estudio incluyó a 102 casos. (12-13) Para identificar los alelos del polimorfismo TaqI del gen del receptor de vitamina D (VDR) se desarrolló la técnica de PCR diseñada por Taylor et al y and the disease kills almost the same number of men as breast cancer does women. Relatively few risk factors are known for prostate cancer, although several lines of evidence suggest that vitamin D may be an important determinant of prostate cancer risk. A series of common polymorphisms in the vitamin D receptor gene were recently reported to be associated with bone density and risk of osteoporosis (Morrison et al., Nature (Lond.los alelos se designaron como T y t; and whether this polymorphism is associated with susceptibility to Crohn’s disease (CDeste estudio incluyó a 104 casos. (14-15)


    El inmunofenotipaje linfocitario incluyó 251 casos (67 asintomáticos, 122 con síntomas leves-moderados y 62 del grupo graves). Se empleó un grupo control constituido por familiares de primer grado del grupo de casos, que convivían y estuvieron en contacto estrecho con los mismos en el periodo en que fueron confirmados y que resultaron negativos a los PCR-RT para SARS-CoV-2, que se les realizaron durante el seguimiento a contactos y que al momento de la toma de muestra en la investigación eran negativos para anticuerpos contra el SARS-CoV-2. (16)


    La cuantificación de las subpoblaciones linfocitarias se realizó mediante citometría de flujo (Beckman Coulter Gallios de 8 fotomultiplicadores para fluorescencia). La cuantificación de los linfocitos B, linfocitos T CD4 +, linfocitos T CD8 +, linfocitos T doble positivos CD4 + CD8 +, células natural killer (NK) y natural killer T (NKT) se empleó 1 tubo policromático estandarizado en el CNGM.(17) Se identificaron las células T de memoria CD4 + y CD8 +: memoria central (MC), CD45RA-CD27 +; memoria efectora (ME), CD45RA-CD27 −; células T efectoras terminalmente diferenciadas (TEMRA), CD45RA+CD27− y células vírgenes (naive), CD45RA+CD27 +. Se obtuvieron los valores porcentuales y absolutos (células/µL) de cada subpoblación. (16)


    La detección de anticuerpos totales (IgG, IgA o IgM) anti-SARS-CoV-2 en suero, se realizó en el Centro de Inmunoensayo (CIE), La Habana, Cuba, mediante el UMELISA ANTI SARS-CoV-2, ensayo inmunoenzimático tipo sándwich de doble antígeno e incluyó 898 casos: 390 asintomáticos, 459 con síntomas leves o moderados y 49 graves. Los resultados se informaron como: positivos (presencia de anticuerpos totales anti-SARS-CoV-2) o negativos (ausencia de anticuerpos totales anti-SARS-CoV-2).


    El título de IgG-específica contra RBD (IgG anti-RBD) fue cuantificado mediante ensayo inmunoenzimático ligado a enzimas (ELISA en el Centro de Inmunología Molecular, La Habana, Cuba, e incluyó 273 muestras: 79 asintomáticos, 131 con síntomas leves o moderados y 63 graves. El inverso de la máxima dilución de suero a la que se obtuvo una densidad óptica (DO) que fuera 4 veces el valor del suero control negativo, se consideró el título de IgG anti-RBD.


    Para el ensayo de la avidez de la IgG anti-RBD las placas se incubaron con 1 dilución 1:100 de suero y diluciones doble-seriadas de NH4SCN, comenzando en 4M. El índice de avidez se estimó como el valor de molaridad del NH4SCN que redujo al 50 % la unión de anticuerpos. Este ensayo se realizó en 148 muestras con títulos de IgG anti-RBD > 1:100.


    El ensayo de neutralización viral se realizó a una cohorte de 47 muestras para establecer la correlación entre el test de neutralización convencional y el molecular. Se desarrolló en el Laboratorio Nacional de la Defensa Civil, siguiendo las recomendaciones de Manenti y colaboradores con modificaciones menores. (18) El título neutralizante 50(NT50) se estimó como la mayor dilución del suero que mostró una densidad óptica (DO) que representa el 50 % del valor de DO de los pocillos de las células control.


    Los ensayos subrogados de neutralización (porcentaje de inhibición de la unión RBD-ACE2 y título de neutralización viral molecular) se emplearon para evaluar la actividad neutralizante inducida por la infección. Para su desarrollo las placas se recubrieron con ACE2-hFc y se incubaron diluciones seriadas del suero con RBD-mFc. La capacidad de inhibición del suero se calculó y expresó en porcentaje, a través de la fórmula expuesta (١).


    El máximo reconocimiento corresponde al RBD-mFc (20 ng/mL). El título de neutralización viral molecular (mVNT) fue el título necesario para lograr el 50 % de la inhibición de la unión de RBD-ACE2.


    Análisis estadístico


    Se calcularon las frecuencias absolutas y relativas con intervalos de confianzas del 95 % (IC 95 %) de las variables categóricas. Para las variables cuantitativas se calculó la media y desviación estándar o mediana y rango intercuartil con sus respectivos IC 95 %. Se empleó el test de diferencia de proporciones. El análisis multivariado para explorar los factores de riesgo relacionados con la sintomatología, severidad clínica o la mortalidad, se realizó mediante regresión logística bivariada.


    Se utilizó el chicuadrado para analizar las diferencias en la distribución de alelos y genotipos de los polimorfismos genéticos entre subgrupos de formas clínicas de COVID-19. Se utilizó el análisis univariante y la regresión logística multivariante para estudiar la relación entre los polimorfismos y las formas de evolución clínica de la COVID-19.


    Para las variables relacionadas con las determinaciones de anticuerpos séricos contra el SARS-CoV-2 la significación estadística se determinó usando la prueba no paramétrica de comparaciones múltiples de Dunn. Los análisis y gráficos fueron realizados con IBM SPSS Statistics versión 22.0(International Business Machines Corporation) y GraphPadPrism versión 7.00.


    Consideraciones éticas


    La investigación fue aprobada por el comité de ética del Centro Nacional de Genética Médica (CNGM No. 18/2020) y el Comité de Innovación del MINSAP. Se obtuvo el consentimiento escrito de los participantes y de los responsables legales en el caso de los menores o personas con discapacidades cognitivas.


    



    RESULTADOS Y DISCUSIÓN


    Participaron en el estudio 1182 cubanos, 652 mujeres y 530 hombres con edades entre 1año y 96 años. Se estudiaron casos de todas las provincias de Cuba. Se clasificaron como asintomáticos 488 casos (41,3 %, IC 95 % [38,5; 44,1]), con síntomas leves o moderados 628 (53,1 %, IC 95 % CI [50,3; 56] y graves 66 (5,6 %, IC 95 % [4,3; 6,9]).


    Del total de casos que se incluyeron, 1045 eran adultos (88,4 %) y 137 menores de 18años (11,6 %) (ver tabla 1). La forma asintomática fue más frecuente en niños que en adultos (56,9% vs 39,2 %). No se encontró relación entre el sexo y la presencia de formas sintomáticas o graves. La distribución según color de piel fue similar a la de la población cubana (ver tabla 1).


    La ausencia de comorbilidades fue más frecuente en casos asintomáticos. El grupo de graves fue el de mayor promedio de días de hospitalización y prevalencia de todas las comorbilidades, excepto asma bronquial. No se encontraron diferencias entre los períodos de convalecencia promedio de los casos estudiados en cada grupo (ver tabla 1).


    Se encontró una fuerte relación entre aumento de la edad y severidad de la enfermedad (figura 1A). Los intervalos de confianza (IC) al 95 % para la media de la edad entre los casos asintomáticos (40,4años; IC 95 % 38,6; 42,1), con síntomas leves o moderados (٤٤,2 años; IC 95 % 42,6; 45,7), y graves (60,3 años; IC 95 % 56,3; 64,4) no se solapan. Los pacientes con 60años o más, tuvieron un riesgo 3,1 veces superior de presentar la forma clínica grave (OR ajustado, 3,1; 95 % CI, 1,74 a 5,53, p = 0,000) (ver figura 1B).


    Los 84 fallecidos tenían una edad promedio de 73,6 años (ICR 62,2-84; rango 35-101; IC95 % 70,7; 76,6), superior al de los pacientes graves que sobrevivieron (ver figura 1A). Los hombres que fallecieron eran como promedio 8 años más jóvenes (70,55 años, IC95% 66,4; 74,7) que las mujeres fallecidas (78 años, IC95 % 74,4; 81,6).


    El riesgo ajustado de morir fue superior para una edad ≥ 60 años (OR = 12,6; 95%/CI6,3a 25,2), para los hombres (OR = 2,4; 95 %/CI 1,4 a 4,2) y los que padecían enfermedad renal crónica (OR = 10,7, 95 %/CI 3,7 a 30,3), cáncer (OR = 5,1, 95 %/CI2,2 a 11,7), diabetes mellitus (OR = 2,9; 95 %/CI 1,5 a 5,6) o enfermedad cardiovascular (OR = 2,1; 95 %/CI 1,1a 4,0) (ver figura 1C). La combinación de piel mestiza y sexo femenino fue un factor de protección ante el riesgo de muerte (OR 0,3; CI 95 % 0,1; 1,3).


    Identificación de factores de riesgo genéticos para el desarrollo de formas sintomáticas o severas de COVID-19 durante el primer brote en Cuba


    En el estudio del grupo sanguíneo ABO no se encontró una disminución significativa del riesgo de presentar síntomas o formas graves de COVID-19 en los casos con grupo sanguíneo O. En los casos con grupo sanguíneo A se encontró tendencia al desarrollo más frecuente de formas sintomáticas (OR = 1,10; 95 % IC 0,86; 1,39) y graves (OR = 1,18; 95% IC 0,7; 1,95) comparado con los individuos de grupos sanguíneos O, B y AB. En el estudio en adultos mayores, (19) el riesgo de padecer formas severas en pacientes con grupo sanguíneo A vs O fue de 2,75 (95 % IC 1,4-5,26).


    Los análisis de frecuencias genotípicas y alélicas del polimorfismo -308A > G del gen TNFα, según la sintomatología, mostraron que la frecuencia de homocigóticos AA del polimorfismo fue del 1,2 % y 0,8 % en sintomáticos y asintomáticos, respectivamente. La frecuencia del genotipo de los individuos portadores del alelo A fue de 7,3 % en pacientes asintomáticos, de 11,8 % en pacientes sintomáticos leves/moderados y de 1,3% en pacientes graves. Encontramos una mayor tendencia a desarrollar síntomas leves o moderados en individuos del genotipo AG (OR = 1,26; IC 95%: 0,91-1,73) y que los portadores del genotipo GG tenían una mayor tendencia a no tener síntomas (336 de 411; OR = 1,24; IC 95%: 0,91-1,70). No se encontraron diferencias en el número de días de hospitalización según la frecuencia de genotipos. Se mostró la mayor probabilidad de presentar síntomas de COVID-19 en los individuos que portaban el alelo -308.A del gen TNFα (tabla 2). No se evidenció un mayor riesgo de desarrollar formas graves de la enfermedad en portadores del alelo-308.A, excepto en la región oriental del país que el riesgo de padecer formas graves de COVID-19 fue 4,6 veces en individuos con al menos un alelo A.


    La frecuencia del alelo C del polimorfismo A16974C del gen IL12p40 fue mayor en los casos sintomáticos (25 %) vs asintomáticos (17 %). La frecuencia de los genotipos AA, AC y CC en los casos sintomáticos fue de 52,43 %; 45,12 % y 2,43 % respectivamente. Para el grupo de asintomáticos el genotipo AA estuvo presente en el 65 % de los casos, mientras que el heterocigótico AC en el 35 % y no se encontró el genotipo CC en quienes padecieron formas asintomáticas de la infección.


    El genotipo tt del polimorfismo TaqI del gen VDR se encontró en menor proporción en todas las formas clínicas, y aumentó con la severidad de la enfermedad: 4,3 % en los asintomáticos; en los leves-moderados 7,7 % y en los casos recuperados de formas graves٩,1 %. Se observó que quienes presentaron el genotipo tt mostraron mayor probabilidad de presentar síntomas (OR = 2,081; 95 % IC: 0,243-17,842) y de desarrollar formas graves (OR = 1,200, 95 % IC: 0,217-6,638).


    El estudio del inmunofenotipo linfocitario en adultos permitió identificar un menor conteo absoluto de linfocitos totales, CD3 +, CD3 + CD4 + y CD3 + CD8 + en los convalecientes que presentaron formas asintomáticas y sintomáticas leves o moderadas de la enfermedad respecto al grupo control (figura 2A).


    En el grupo de casos que padeció la forma grave de COVID-19 se observó un aumento de la frecuencia relativa de células CD3 + CD8 + y NK, así como una menor frecuencia relativa y absoluta de linfocitos CD19 +, menor frecuencia relativa de CD3+CD4+ y de la razón CD4 +/CD8 + (ver figura 2A).


    Se observa (ver figura 2B) que en los convalecientes de COVID-19 los fenotipos de células T de memoria CD8 + de mayor frecuencia relativa fueron las TEMRA (34 %) y memoria central (24, 8 %) (p = 0, 1889, IC 95 %: -4,4674 a 22,437). La frecuencia de las células T CD8 + vírgenes (CD45RA + CD27 +) en los convalecientes de formas graves fue menor que en los controles expuestos (9,45 % vs 11,57 %, p = 0,0379). La frecuencia relativa de las células TEMRA T CD4 + fue mayor en los convalecientes de formas leves o moderadas (6,94 %) en comparación con los controles (3,91 %, p = 0,0158), y con los convalecientes de formas graves (4,32, p = 0,0182) y asintomáticos (4,22, p = 0,476).


    Mediante análisis multivariado se identificó que en los casos que padecieron formas graves de COVID-19 el riesgo de presentar aumento de la frecuencia absoluta de NK+durante la convalecencia fue 3,97 veces mayor (OR ajustado: 3,97; 95 % IC: 1,47-10,8; p=0,007). El riesgo de aumento de NK fue 1,06 veces superior (OR ajustado: 1,06; 95%IC: 1,00-1,11; p = 0,036) por cada día transcurrido de la enfermedad aguda. Los convalecientes que cursaron con formas graves mostraron una tendencia a presentar aumento de la frecuencia relativa de las células NK+ (OR ajustado: 2,32; 95 % IC: 0,58-9,28; p = 0,232) así como de la frecuencia relativa (OR ajustado: 1,49; 95 % IC: 0,37-6,08; p = 0,579) y absoluta (OR ajustado: 3,23; 95 % IC: 0,95-11,0; p = 0,061) de células CD3+CD8 +.


    El promedio de tiempo de convalecencia de los casos estudiados fue de 65 días (ICR 56-77), sin diferencias entre los 3 grupos clínicos. El 62,2 % (95 %CI 59,1; 65,4) de los convalecientes poseía anticuerpos totales anti-SARS-CoV-2 en suero. Se encontró un aumento de la seropositividad en los casos con síntomas: síntomas leves o moderados (٧٤,7 %, 95 % CI 70,8; 78,7) y graves (77,6 %, 95 % CI 65,9; 89,2) versus asintomáticos (45,6 %, 95 % CI 40,7; 50,6). (figura 3A). Los casos con convalecencia superior a 90días, mostraron la menor proporción de seropositividad a anticuerpos totales anti-SARS-CoV-2 (52 %) (figura 3A).


    La respuesta de IgG anti-RBD mostró una tasa de seroconversión del 66,3 % con un amplio rango de títulos de anticuerpos (media 1:713, rango: 1:100-1:7900). No se encontró relación entre las variaciones de los títulos de anticuerpos entre los individuos y la duración de la convalecencia.


    Los títulos de NT50 también fueron variables (N = 47, desde 0 a 1:640 o superior, media: 1:160). Solamente el 36,2 % de los casos tenía NT50 igual o mayor que 1:160. El NT50 mostró correlación positiva con los títulos IgG anti-RBD (Spearman r = 0,60, ver figura3B) y con la mVNT (Spearman r = 0,75, figura 3C). El 78,6 % (11/14) de los sueros con mVNT ≥ 1:160 también tenían NT5 0≥ 1:160. Estos datos sugieren que el ensayo molecular de inhibición es capaz de detectar anticuerpos neutralizantes contraelSARS-CoV-2.


    Los títulos de mVNT (N = 224) mostraron un rango que osciló desde valores inferiores al valor límite de detección (1:20) hasta 1:1077, y mostraron una fuerte correlación positiva (Spearman r = 0,84) con los títulos de IgG anti-RBD. El valor promedio de título de mVNT de la cohorte de validación empleada para establecer la correlación entre el test de neutralización convencional y el molecular fue superior que el de la muestra total estudiada (1:148 vs 1:109 respectivamente). Nuestros resultados sugieren que se requiere un umbral de título de IgG anti-RBD de 1:800 para lograr un título de inhibición de 1:200y de neutralización de ١:١٩٠.


    Se encontró respuesta de IgG anti-RBD en el 41 %, 78 % y 74 % de los casos asintomáticos, con síntomas leves o moderados y graves, respectivamente. Se comprobó el incremento gradual del valor medio de títulos de IgG anti-RBD con el aumento de la severidad clínica de la COVID-19 (ver figura 3D): asintomáticos títulos medios de IgG 203 (IC 95 % 121; 285) < leves o moderados títulos medios de IgG 723 (IC 95 % 547; 900) < graves títulos medios de IgG 1330 (95 %CI 867; 1794). Los títulos de mVNT también fueron superiores en los casos graves, e incluso mayor en los casos con síntomas leves o moderados que en los asintomáticos (media mVNT 1:216, 1:103 y 1:36 respectivamente, ver figura 3E). Mientras el 58 % de los casos graves lograron títulos de inhibición por encima de 1:100, solo el 35 % de los leves o moderados y el 8 % de los asintomáticos (ver figura 3F) superaron este umbral. La avidez de la IgG también fue significativamente mayor en el grupo de casos graves (ver figura 3G).


    No se encontraron diferencias en los títulos de IgG anti-RBD ni mVNT relacionados con el sexo o color de la piel. La estrategia cubana para el control de la COVID-19 se centralizó a nivel gubernamental, e integró al sistema de salud pública con la industria biofarmacéutica, en acciones de investigación e innovación. (20)


    La mayor prevalencia en la edad pediátrica de casos asintomáticos encontrada en este y otros estudios representa un riesgo de diseminación silente de la infección, sobre todo a nivel intradomiciliario. (21) La menor proporción de mestizos encontrada entre graves y fallecidos, comparado con su frecuencia en la población podría deberse en parte, a que el índice de envejecimiento (13,7 %) de este grupo poblacional es inferior comparado con el de los cubanos de piel blanca (20 %) o negra (19,3 %). (22)


    El mayor riesgo de severidad y mortalidad asociado a la edad que se encontró en el estudio fue alarmante, por el acelerado envejecimiento poblacional de Cuba. La proporción de cubanos con 60 años o más se elevó del 18,3 % en 2012 al 20,8 % en 2019. (23,24) A pesar de su elevada frecuencia entre los casos, padecer de HTA no aumentó el riesgo de desarrollar formas severas ni de mortalidad, contrario a otros estudios. (25)


    Los casos con grupo sanguíneo A estudiados mostraron una tendencia no significativa a un mayor riesgo de desarrollar formas sintomáticas y severas de COVID-19. No se encontró evidencia del papel protector del grupo sanguíneo O descrito. (26)


    Se han encontrado niveles altos de interleucina TNF-α en pacientes con COVID-19 grave, aunque otros informes sugieren que otras citocinas están involucradas en la patogénesis de la enfermedad. (27) Se estudió el polimorfismo -308ª > G ubicado en la región promotora del gen TNF-α, pues se ha referido que la presencia del alelo A se correlaciona con una mayor producción espontánea o estimulada de TNF-α. (28,29)


    Los resultados sugieren que el genotipo TNFα.AG parece estar relacionado con formas sintomáticas de la enfermedad, lo que podría explicarse considerando que el TNF-α media en muchos síntomas presentes en COVID-19 como fiebre, tos, debilidad muscular y disfunción multiorgánica. (30-33) En los asintomáticos la frecuencia del genotipo TNFα -308.AG fue menor, y hubo un aumento del genotipo TNFα -308.GG, por lo que los individuos con el genotipo GG podrían estar predispuestos a presentar formas asintomáticas de la infección. (10)


    La presencia del alelo A mostró relación con un mayor riesgo de padecer la forma clínica grave de la COVID-19 solo para la región oriental de Cuba, similar a lo reportado en Mansoura, Egipto. (34) El riesgo de desarrollar síntomas de COVID-19 tuvo una tendencia a aumentar en todas las regiones en individuos portadores del alelo TNFα.-308.A, aun cuando se realiza un análisis ajustado de este polimorfismo con comorbilidades asociadas a la gravedad de la enfermedad.


    Entre las citocinas involucradas en la fisiopatología de la COVID-19 se menciona a la IL-12and whether this polymorphism is associated with susceptibility to Crohn’s disease (CD, codificada por un gen localizado en 5q33,3 en el que se han descrito varios polimorfismos. (35) Se considera que el alelo C del polimorfismo A16974C de este gen afecta la secreción de IL-12 in vitro. (11) El genotipo CC es el menos frecuente en todas las poblaciones, incluyendo la cubana y se ha asociado a la predisposición a varias enfermedades. (36,37) En esta investigación el genotipo CC solo se encontró en los casos con síntomas, lo cual podría puede ser indicio de la posible relación entre la forma clínica y los genotipos de esta variante.


    El genotipo tt (homocigótico para el alelo mutado) polimorfismo TaqI del gen VDR es el menos frecuente en las poblaciones humanas, incluyendo la cubana y en los casos estudiados se relacionó con una mayor probabilidad de desarrollar formas sintomáticas o graves. (38,39) Los individuos con genotipo Tt, tuvieron mayor probabilidad de no tener síntomas. Pudiera, por tanto, interpretarse que el genotipo tt constituye un factor de riesgo, y el Tt una condición protectora. Sin embargo, dado que el intervalo de confianza para todos los OR contienen el valor uno, no se puede afirmar categóricamente dichas deducciones. Los resultados son congruentes con las observaciones relativas al papel de la vitamina D y su receptor, en la clínica de la COVID-19. (40)


    El análisis de las subpoblaciones linfocitarias en la convalecencia es importante para la detección temprana de posibles alteraciones que podrían implicar mayor susceptibilidad a otras infecciones, o la prolongación del proceso inflamatorio. El aumento discreto de los linfocitos T CD3 + CD8 + en los convalecientes de formas clínicas severas refuerza el papel de estas células frente a una mayor exposición antigénica y una respuesta inmune exagerada para lograr un aclaramiento viral efectivo. (41,42) La mayor frecuencia de células de memoria TEMRA en los individuos convalecientes que presentaron formas moderadas de la enfermedad, apoya el papel protector de estas células en el desarrollo de formas graves de la COVID-19. (43,44)


    El estudio de la inmunidad humoral en los convalecientes cubanos es importante tanto para el conocimiento de la respuesta inmune a la infección natural, como para la comparación de respuesta con sujetos vacunados. Se encontraron varios hallazgos que apoyan el hecho de que la severidad de la COVID-19 impacta directamente en la cantidad, calidad y duración de la respuesta inmune humoral durante la convalecencia. Los niveles más elevados de activación y expansión clonal de linfocitos B encontrados en casos con formas graves, sugieren que en individuos con síntomas severos se produce una respuesta adaptativa más robusta. (45,46)


    Con el envejecimiento es esperado que se produzca una deficiente respuesta inmune frente a antígenos nuevos; sin embargo, los casos estudiados de los grupos de mayor edad presentaron los títulos más elevados de anticuerpos neutralizantes. (47) Consideramos que este hallazgo está directamente relacionado con la mayor prevalencia de pacientes que presentaron formas críticas o graves entre esta población más envejecida.


    Como en otros estudios encontramos que la mayoría de los individuos no respondedores (ausencia de títulos de IgG anti-RBD y de inhibición) eran del grupo de asintomáticos. (43,48) Probablemente el aclaramiento viral podría ocurrir fundamentalmente a través de los mecanismos del sistema inmune innato.


    Los protocolos terapéuticos cubanos que incluyen la terapia antiviral temprana, y el empleo en los casos graves de productos de la biotecnología como el péptido CIGB 258 (Jusvinza) con efectos antinflamatorios, y el anticuerpo monoclonal anti-CD6 (Itolizumab, CIM, Cuba) con conocida acción inmunomoduladora, podrían modular e impactar en la respuesta inmune natural al virus. (49-52) Nuestros resultados mostraron que una elevada proporción de los convalecientes asintomáticos o que padecieron formas leves o moderadas de la enfermedad tenían niveles bajos o indetectables de anticuerpos neutralizantes, resultando un grupo potencialmente susceptible de reinfección y consecuentemente los identifica como una población que puede beneficiarse de la vacunación específica.


    La correlación positiva entre el ensayo de inhibición molecular y la neutralización convencional fue similar a la encontrada por Tan y colaboradores, y apoyan el uso del ELISA de inhibición molecular como un subrogado para el complejo ensayo de neutralización para evaluar tanto la inmunidad poblacional como la calidad de la respuesta de anticuerpos inducida por la vacunación durante los ensayos clínicos. (53)


    Nuestros datos revelaron una fuerte correlación positiva entre los títulos de anticuerpos de clase IgG anti-RBD y los títulos inhibitorios, lo que coincide con estudio anterior. (54) Encontramos que se requieren títulos de IgG anti-RBD iguales o superiores a 1:800, para alcanzar título neutralizante de 1:190, superior a la recomendación de 1:160 para plasma hiperinmune. (55) Este umbral de títulos de IgG anti-RBD podría usarse como un marcador para seleccionar posibles donantes de plasma y buenos respondedores a la vacunación.


    Las principales limitaciones de este estudio son: que el estudio humoral no fue longitudinal, y que no fue posible la realización de los estudios genéticos e inmunológicos en todos los participantes. Sin embargo, tiene fortalezas como es la inclusión de casos de todo el país, los datos clínicos se confirmaron en las historias clínicas hospitalarias, e incluyó la evaluación de la respuesta de anticuerpos específicos no solo en su magnitud sino también en su calidad. Los resultados aportaron elementos que fueron útiles para el diseño del ensayo clínico de fase I del candidato vacunal SOBERANA 01B en convalecientes cubanos de COVID-19, y se constituyeron en referentes propios para evaluar la respuesta postinmunización del resto de los candidatos vacunales cubanos. (56)


    Conclusiones


    El estudio realizado constituyó la investigación de mayor extensión en términos de porcentaje de participantes y alcance geográfico. Se trata a su vez del único estudio del país que ha combinado estudios de polimorfismos genéticos y marcadores inmunológicos con información clínico-epidemiológica en todos los grupos de edades. Sus principales hallazgos se resumen a continuación: la edad condiciona variaciones de importancia en la evolución clínica de la COVID-19, con mayor frecuencia de asintomáticos en los menores de 18 años y un riesgo notablemente superior de padecer formas graves o morir en los mayores de 60 años.


    Los polimorfismos -308A > G del gen TNF alpha, A16974C del gen IL-12 p40 y TaqI del gen del VDR pudieran constituir factores predisponentes para el desarrollo de formas sintomáticas de la COVID-19, y el alelo TNF-α-٣٠٨A en pacientes cubanos de la región oriente del país incrementó el riesgo de presentar formas graves en el primer brote de COVID-١٩. Estos hallazgos confirman la importancia del abordaje de la susceptibilidad genética en las enfermedades infecciosas y la posibilidad de contar con marcadores inmunogenéticos que permitan una mejor estratificación del riesgo en pacientes con COVID-19 en el país.


    Los pacientes recuperados de formas graves de COVID-19 presentan alteraciones de la respuesta inmune celular que persisten en la convalecencia y que podrían significar que este grupo sea susceptible a enfermedades mediadas por el sistema inmune en la etapa post-COVID. La magnitud y la funcionalidad de la respuesta de anticuerpos específicos inducida por el SARS-CoV-2 depende de la severidad de la enfermedad durante la fase aguda.


    Las mayores proporciones encontradas de convalecientes de formas asintomáticas, leves o moderadas con niveles de anticuerpos neutralizantes bajos o no detectables podrían significar que persiste el riesgo de reinfección en estos casos y les identificó como una población que se beneficiaría de la vacunación específica anti-SARS-CoV-2.


    La caracterización de la respuesta específica de anticuerpos contra el SARS-CoV-2 tras la infección natural permitió contar con referentes propios para evaluar la respuesta postinmunización de los candidatos vacunales cubanos. Las particularidades y vulnerabilidades en grupos poblacionales encontradas en esta investigación son útiles para la actualización dinámica de los protocolos de actuación del país.
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    Tabla 1. SARS-CoV-2: Severe Acute Respiratory Syndrome coronavirus 2

  


  
    
      
        
          
            
              
              
              
              
              
            

            
              
                	
                  Características

                

                	
                  Asintomáticos (N = 488)

                

                	
                  Con síntomas leves o moderados (N= 628)

                

                	
                  Graves (N=66)

                

                	
                  Total (N=1182)

                
              


              
                	
                  Edad

                

                	

                	

                	

                	
              


              
                	
                  Mediana (IQR) – años

                

                	
                  41 (25-54)

                

                	
                  46 (29-57)

                

                	
                  60 (51-71)

                

                	
                  45 (28-57)

                
              


              
                	
                  Subgrupos – No. (%)

                

                	

                	

                	

                	
              


              
                	
                  1-4

                

                	
                  10 (2,0)

                

                	
                  6 (1,0)

                

                	
                  0 (0,0)

                

                	
                  16 (1,4)

                
              


              
                	
                  5-14

                

                	
                  42 (8,6)

                

                	
                  31 (4,9)

                

                	
                  0 (0,0)

                

                	
                  73 (6,2)

                
              


              
                	
                  15-18

                

                	
                  26 (5,3)

                

                	
                  22 (3,5)

                

                	
                  0 (0,0)

                

                	
                  48 (4,1)

                
              


              
                	
                  19-39

                

                	
                  161 (33,0)

                

                	
                  205 (32,6)

                

                	
                  7 (10,6)

                

                	
                  373 (31,6)

                
              


              
                	
                  40-59

                

                	
                  175 (35,9)

                

                	
                  231 (36,8)

                

                	
                  25 (37,9)

                

                	
                  431 (36,5)

                
              


              
                	
                  60-79

                

                	
                  59 (12,1)

                

                	
                  109 (17,4)

                

                	
                  24 (36,4)

                

                	
                  192 (16,2)

                
              


              
                	
                  ≥80

                

                	
                  15 (3,1)

                

                	
                  24 (3,8)

                

                	
                  10 (15,2)

                

                	
                  49 (4,1)

                
              


              
                	
                  Sexo-No. (%)

                

                	

                	

                	

                	
              


              
                	
                  Femenino

                

                	
                  267 (54,7)

                

                	
                  347 (55,3)

                

                	
                  38 (57,6)

                

                	
                  652 (55,2)

                
              


              
                	
                  Masculino

                

                	
                  221 (45,3)

                

                	
                  281 (44,7)

                

                	
                  28 (42,4)

                

                	
                  530 (44,8)

                
              


              
                	
                  Color de la piel-No. (%) (A)

                

                	

                	

                	

                	
              


              
                	
                  Blanco

                

                	
                  313 (64,3)

                

                	
                  398 (64,0)

                

                	
                  46 (69,7)

                

                	
                  757 (64,4)

                
              


              
                	
                  Mestizo

                

                	
                  118 (24,2)

                

                	
                  143 (23,0)

                

                	
                  13 (19,7)

                

                	
                  274 (23,3)

                
              


              
                	
                  Negro

                

                	
                  56 (11,5)

                

                	
                  81 (13,0)

                

                	
                  7 (10,6)

                

                	
                  144 (12,3)

                
              


              
                	
                  Comorbilidades-No. (%) (B)

                

                	

                	

                	

                	
              


              
                	
                  Ninguna

                

                	
                  229 (46,9)

                

                	
                  240 (38,2)

                

                	
                  11 (16,7)

                

                	
                  480 (40,6)

                
              


              
                	
                  Hipertensión arterial

                

                	
                  131 (26,8)

                

                	
                  242 (38,5)

                

                	
                  40 (60,6)

                

                	
                  413 (34,9)

                
              


              
                	
                  Diabetes Mellitus

                

                	
                  26 (5,3)

                

                	
                  70 (11,1)

                

                	
                  15 (22,7)

                

                	
                  111 (9,4)

                
              


              
                	
                  Enfermedad Cardiovascular (C)

                

                	
                  20 (4,1)

                

                	
                  45 (7,2)

                

                	
                  13 (19,7)

                

                	
                  78 (6,6)

                
              


              
                	
                  Asma Bronquial

                

                	
                  63 (12,9)

                

                	
                  104 (16,6)

                

                	
                  10 (15,2)

                

                	
                  177 (15)

                
              


              
                	
                  Obesidad referida

                

                	
                  25 (5,1)

                

                	
                  39 (6,2)

                

                	
                  6 (9,1)

                

                	
                  70 (5,9)

                
              


              
                	
                  Enfermedad Pulmonar


                  Obstructiva Crónica

                

                	
                  8 (1,6)

                

                	
                  18 (2,9)

                

                	
                  6 (9,1)

                

                	
                  32 (2,7)

                
              


              
                	
                  Enfermedades autoinmunes (D)

                

                	
                  15 (3,1)

                

                	
                  31 (4,9)

                

                	
                  6 (9,1)

                

                	
                  52 (4,4)

                
              


              
                	
                  Inmunodeficiencias (E)

                

                	
                  11 (2,3)

                

                	
                  21 (3,3)

                

                	
                  4 (6,1)

                

                	
                  36 (3,0)

                
              


              
                	
                  Hipercolesterolemia

                

                	
                  14 (2,6)

                

                	
                  22 (3,8)

                

                	
                  3 (4,5)

                

                	
                  39 (3,3)

                
              


              
                	
                  Cáncer (F)

                

                	
                  7 (1,4)

                

                	
                  15 (2,4)

                

                	
                  3 (4,5)

                

                	
                  25 (2,1)

                
              

            
          

        

      

    

  


  
    
      
        
          
            Tabla 1. SARS-CoV-2: Severe Acute Respiratory Syndrome coronavirus 2 (cont.)

          

        

      

    


    
      
        
          
            
              
                
                
                
                
                
              

              
                
                  	
                    Días de hospitalización-media


                    (IC 95 %)

                  

                  	
                    16,4


                    (15,8-16,8)

                  

                  	
                    17,5


                    (16,9 – 18,1)

                  

                  	
                    19,8


                    (17,5-22,1)

                  

                  	
                    17,1


                    (16,7–17,5)

                  
                


                
                  	
                    Días de convalecencia (G)

                  

                  	

                  	

                  	

                  	
                


                
                  	
                    Media (DE)

                  

                  	
                    62 (16)

                  

                  	
                    67 (17)

                  

                  	
                    68 (14)

                  

                  	
                    65 (17)

                  
                


                
                  	
                    Mediana (RIC)

                  

                  	
                    65 (51-74)

                  

                  	
                    69 (58-79)

                  

                  	
                    68 (60-78)

                  

                  	
                    67 (56-77)

                  
                


                
                  	
                    Antecedentes familiares de comorbilidades-No. (%)

                  

                  	

                  	

                  	

                  	
                


                
                  	
                    Hipertensión arterial

                  

                  	
                    352 (72,1)

                  

                  	
                    446 (71,0)

                  

                  	
                    38 (57,6)

                  

                  	
                    836 (70,7)

                  
                


                
                  	
                    Diabetes Mellitus

                  

                  	
                    193 (39,5)

                  

                  	
                    322 (51,3)

                  

                  	
                    26 (39,4)

                  

                  	
                    541(45,8)

                  
                


                
                  	
                    Enfermedad Cardiovascular

                  

                  	
                    134 (27,5)

                  

                  	
                    205 (32,6)

                  

                  	
                    19 (28,8)

                  

                  	
                    358 (30,3)

                  
                


                
                  	
                    Asma Bronquial

                  

                  	
                    147 (30,1)

                  

                  	
                    184 (29,3)

                  

                  	
                    15 (22,7)

                  

                  	
                    346 (29,3)

                  
                


                
                  	
                    Cáncer

                  

                  	
                    109 (22,3)

                  

                  	
                    177 (28,2)

                  

                  	
                    23 (34,8)

                  

                  	
                    309 (26,1)

                  
                

              
            

          

        

      

    

  


  
    Fuente: Elaboración propia. Notas: A) Color de la piel descrita por el paciente; B) Para las comorbilidades: no y desconocido se combinaron; C) Se incluyeron casos con antecedentes de cardiopatía isquémica, valvulopatías, arritmias y miocardiopatías; D) Se incluyeron casos con Lupus Eritematoso Sistémico, artritis reumatoidea, hepatitis autoinmune, colitis ulcerativa idiopática, miastenia gravis, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Graves-Basedow, psoriasis, esclerosis múltiple y diabetes mellitus tipo I; E) Se incluyeron casos con déficit de IgA, IgG, de células T, B y NK; inmunodeficiencia secundaria a VIH, hepatitis B y C crónica; F) Se incluyeron casos con antecedentes de leucemia, linfoma, cáncer de piel, cérvix, útero y próstata; G) Días de convalecencia: número de días desde el resultado negativo de la prueba RT-PCR para SARS-CoV-2 hasta la toma de muestra de sangre.
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    Fig. 1. Factores de riesgo de severidad y mortalidad por COVID-19 en casos del primer brote en Cuba; A) relación entre el aumento de la edad y la severidad de COVID-19. Regresión logística: factores de riesgo de severidad clínica de la COVID-19; B) y de mortalidad; C) Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica (EPOC) Fuente: Elaboración propia


    


  


  
    Tabla 2. Odds ratios crudos y ajustados para los diferentes niveles de gravedad de la infección por SARS-CoV-2 según la presencia del alelo TNFα-308.A por regiones del país

  


  
    
      
        
          
            
              
                
                
                
                
                
              

              
                
                  	
                    Características

                  

                  	
                    Sintomáticos vs Asintomáticos

                  

                  	
                    Sintomáticos severos vs sintomáticos leves o moderados

                  
                


                
                  	
                    OR Crudo (IC95%)

                  

                  	
                    OR Ajustado


                    (IC 95 %) †

                  

                  	
                    OR Crudo


                    (IC 95 %)

                  

                  	
                    OR Ajustado


                    (IC 95 %) †

                  
                


                
                  	
                    Cuba

                  

                  	
                    1,24


                    (0,91-1,70)

                  

                  	
                    1,22


                    (0,89-1,68)

                  

                  	
                    0,96


                    (0,51-1,79)

                  

                  	
                    0,93


                    (0,49-1,75)

                  
                


                
                  	
                    Oriente

                  

                  	
                    4,00


                    (0,86-18,66)

                  

                  	
                    4,05


                    (0,84-19,43)

                  

                  	
                    4,41


                    (1,14-17,05)

                  

                  	
                    4,62


                    (1,11-19,26)

                  
                


                
                  	
                    Centro

                  

                  	
                    1,15


                    (0,68-1,93)

                  

                  	
                    1,14


                    (0,67-1,95)

                  

                  	
                    0,83


                    (0,27-2,57)

                  

                  	
                    0,75


                    (0,23-2,42)

                  
                


                
                  	
                    Occidente

                  

                  	
                    1,29


                    (0,84-1,99)

                  

                  	
                    1,27


                    (0,82-1,98)

                  

                  	
                    0,65


                    (0,25-1,73)

                  

                  	
                    0,61


                    (0,23-1,64)

                  
                

              
            

          

        

      

    

  


  
    Fuente: Elaboración propia; † Ajustado por comorbilidad (hipertensión arterial, diabetes y obesidad)
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    Fig. 2. Inmunofenotipo celular mediante citometría de flujo en pacientes cubanos que padecieron infección por el SARS-CoV-2 según severidad clínica y en expuestos no infectados.Se representan el análisis multiparamétrico (frecuencias relativas y absolutas) mediante citometría de flujo de las subpoblaciones celulares CD19+,CD3+,CD3+CD4+,CD3+CD8+, razón CD4 +/CD8 + y de las células NK. Asintomáticos (A, verdes, n=67), con síntomas leves/moderados (M, azules, n = 122), graves (S, rojos, n = 62) y los expuestos que no enfermaron (Exp, grises, n = 88). B) Fenotipo de células T CD4+ y T CD8+ de memoria y naive: células de memoria central: MC, CD45RA-CD27+; memoria efectora: ME, CD45RA-CD27 −, células T efectoras terminalmente diferenciadas: TEMRA, CD45RA + CD27−) y las células naive (vírgenes) (CD45RA+CD27+). Asintomático (A, verdes, n = 17), con síntomas leves/moderados (M, azules, n = 20), los graves (S, rojos, n = 48), el total de convalecientes estudiados (T, negro, n=85) y los controles (Exp, grises, n = 29). Prueba de Mann Whitney: ****p<0,0001, ***p<0,001, **p < 0,01, *p < 0,05. RIQ: rango intercuartil. Fuente: Elaboración propia
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    Fig. 3. Respuesta específica de anticuerpos y actividad neutralizante en convalecientes cubanos del primer brote de COVID-19. A) Presencia en suero de anticuerpos totales anti-SARS-CoV-2 (porcentaje de positivos) panel izquierdo: según la severidad clínica de la COVID-19. Panel derecho: según el tiempo transcurrido entre el PCR negativo para SARS-CoV-2 y la toma de muestra para detección de anticuerpos. B) Correlación entre los Títulos Neutralizantes (NT50) y Los Títulos de IgG anti-RBD en convalecientes de COVID-19 (N = 47). C) Correlación entre NT50 y los Títulos de Neutralización Viral Molecular (mVNT) en convalecientes (N = 47). Comparación de: D) Títulos de IgG anti-RBD en convalecientes de COVID-19 que fueron asintomáticos (n = 79), presentaron síntomas leves o moderados (n = 131) y graves (n = 63). E) Títulos de neutralización viral molecular (mVNT) que inhiben la interacción RBD-ACE2 en asintomáticos (n = 71), sintomáticos leves o moderados (n = 101) y graves recuperados (n = 53). F) Proporciones de pacientes con títulos de mVNT iguales o superiores a 100 (mVNT ≥ 100 rojo; mVNT < 100 azul). G) Avidez de la IgG anti-RBD en asintomáticos (n = 31), con síntomas leves o moderados (n = 76) y graves (n = 41). Fuente: Elaboración propia.
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