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RESUMEN

El papel de las células T en el control de la infeccion por SARS-CoV-2 se ha
subestimado a favor de los anticuerpos neutralizantes. Sin embargo, la inmunidad
celular es esencial para el control viral a largo plazo y la protecciéon contra la
gravedad de la enfermedad. Para comprender la inmunidad de las células T en
ausencia de generacion de anticuerpos, nos centramos en un grupo de no
seroconvertidores (NSC) del SARS-CoV-2 recuperados de la infeccion. Realizamos
un analisis comparativo inmunolégico de individuos infectados con SARS-CoV-2
estratificados por la ausencia o presencia de seroconversion y la gravedad de la
enfermedad. Divulgamos altos niveles de células T CD8 + virgenes y bajas totales
efectoras en NSC. Ademas, las respuestas de células T CD8 + especificas de
nucleocapside (NP) polifuncionales, asi como los niveles reducidos de activacién de
células T controlados por PD-1 y marcadores inducidos por activacion, fueron
rasgos inmunolégicos distintivos en NSC. Los datos longitudinales apoyan la
estabilidad del fenotipo NSC durante tres meses. Nuestros resultados implican
respuestas de células T NP y pico de SARS-CoV-2 altamente funcionales con baja
activacién inmune en la proteccion de la gravedad de la enfermedad en ausencia
de seroconversion.

RESUMEN Para comprender la inmunidad de células T especifica de SARS-CoV-2 en
ausencia de seroconversién, caracterizamos las caracteristicas inmunol6gicas de
los no seroconversores recuperados de la infeccion. Las respuestas de células T
especificas altamente funcionales y la baja activacion inmune fueron
determinantes de la proteccion inmune frente a enfermedades graves.

INTRODUCCION

La pandemia de COVID-19 es causada por el SARS-CoV-2, el coronavirus mas
reciente que se cruza en la poblacién humana. La pandemia ocasiona millones de
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personas infectadas y mas de 2 millones de muertes en todo el mundo. A pesar
del éxito cientifico en la generacién rapida de vacunas contra el SARS-CoV-2, el
nimero de personas infectadas y la carga sobre los sistemas de salud contintia

( Changetal., 2020 ). En consecuencia, se necesita con urgencia la caracterizacion
continua de las caracteristicas funcionales de la proteccion inmunitaria para el
control y la prevencién de la infeccién por SARS-CoV-2.

El resultado de la enfermedad de la infeccion por SARS-CoV-2 se asocia con un
amplio grado de heterogeneidad interindividual. Estas divergencias pueden estar
asociadas con el nivel de inmunocompetencia y el estrecho equilibrio entre el
control inmunoldgico y la inmunopatogénesis después de la infeccion ( Blanco-
Melo et al., 2020 ). De hecho, se han descrito aspectos beneficiosos y perjudiciales
de las respuestas inmunitarias provocadas por la infeccién por SARS-CoV-2. Como
aspectos perjudiciales, las complicaciones secundarias multiorganicas y la
sintomatologia persistente durante meses en aproximadamente el 10% del total de
personas infectadas o “COVID prolongado” ( Marshall, 2020) se han asociado con la
persistencia de perfiles inflamatorios y dano tisular. Como aspectos beneficiosos,
las respuestas inmunes celulares y humorales se han relacionado con la proteccién
de la gravedad de la enfermedad frente a otros coronavirus como el SARS-CoV-1
(Lietal., 2006 )y la induccidon de respuestas de memoria de células By T se ha
descrito en la mayoria de los casos. de los individuos recuperados de la infeccién
por SARS-CoV-2 ( Dan etal., 2021 ).

Los resultados de la enfermedad se han correlacionado con firmas tempranas de
meditadores solubles, incluidos factores de crecimiento, citocinas de tipo 2/3,
citocinas de tipo 1/2/3 y quimiocinas en la infecciéon por SARS-CoV-2 ( Lucas et al.
2020). Las perturbaciones celulares y los perfiles inmunes se han relacionado con
la gravedad de la enfermedad ( Kuri-Cervantes et al., 2020 ; Wilk et al.,

2020 ; Mathew etal., 2020 ). Ademas, se ha demostrado que los anticuerpos
neutralizantes predicen la gravedad y la supervivencia ( Garcia-Beltran et al.,

2021 ). Sin embargo, los titulos altos de anticuerpos neutralizantes no se
correlacionan positivamente con un resultado clinico menos grave ( Trinité et al.
2021 ; Rydyznski Moderbacher et al., 2020 ).

Las respuestas antivirales de células T CD4 + y CD8 + son clave en el control
natural de las infecciones virales ( Noel et al., 2016 ; Perevra etal., 2010 ; Kiepiela et
al., 2007 ). Los datos emergentes de los modelos animales del SARS-CoV-2 apoyan
el papel de la inmunidad de las células T como correlato de la proteccion contra la
infeccion ( McMahan et al., 2021 ) y las respuestas de las células T CD4 + y CD8 +
especificas del virus se consideran actores clave en la resolucién y protecciéon a
largo plazo contra la infeccion ( Peng etal., 2020 ). Se ha descrito la presencia de
respuestas de células T SARS-CoV-2 CD4 + y CD8 + hasta 6 meses después de la
infeccion en curso clinico leve a moderado y alteraciones inmunologicas
persistentes en el compartimento de la memoria ( Breton etal., 2021; Dan v col.,
2021 ). Ademas, se ha propuesto la proteccion a través de respuestas
preexistentes de células T CD4 + de reaccién cruzada al SARS-CoV-2 a otros
coronavirus en una fraccién de individuos como un mecanismo que limita la
gravedad de la enfermedad ( Mateus et al., 2020 ; Sekine et al., 2020 ). Estos y otros
estudios apoyan la relevancia de la inmunidad celular en el control y prevenciéon de
la infeccion por SARS-CoV-2.

La caracterizacién fenotipica y funcional de la inmunidad celular contra el SARS-
CoV-2 en ausencia de patogénesis inmunitaria sigue siendo limitada, pero es
esencial para identificar los determinantes de la proteccion inmunitaria frente a la
infeccion y la gravedad de la enfermedad. Para obtener conocimientos mas
profundos sobre la proteccion inmunitaria celular, nos centramos en un grupo de
no seroconvertidores (NSC) del SARS-CoV-2, definidos como individuos con
infeccion confirmada por SARS-CoV-2 en ausencia de generacién de anticuerpos y
comparamos su total y el virus. -células T especificas a individuos que
seroconvirtieron. Se ha demostrado la falta de seroconversion en la infeccién por
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SARS-CoV-2 en el 2-17% de los individuos convalecientes ( Schulien et al.,

2021 ; Schwarzkopfetal., 2021 ; Sekine etal., 2020 ; Staines etal., 2021) y se han
observado respuestas celulares en 41 a 78% de estos individuos ( Schwarzkopf et
al., 2021 ; Sekine etal., 2020). Actualmente, la caracterizacién funcional de las
respuestas de las células T en NSC sigue siendo limitada debido al bajo nimero de
individuos identificados, la falta de confirmacién de la infeccion por SARS-CoV-2
por PCR o el enfoque especifico en las células T CD8 +. Para llenar este vacio,
caracterizamos las respuestas de células T CD4 + y CD8 + especificas de SARS-
CoV-2 en NSC en términos de paisaje celular, funcién y perfil de activacién vy las
comparamos con las respuestas detectadas en individuos recuperados que
seroconvirtieron estratificados por el grado de actividad neutralizante viral y
gravedad de la enfermedad del SARS-CoV-2. Nuestros analisis identifican rasgos
inmunoldgicos diferenciales en NSC, incluida la distribucién sesgada de células T
CD8 + hacia un aumento en poblaciones virgenes y respuestas de células T CD8 +
especificas de la proteina nucleocapside polifuncional (NP) SARS-CoV-2 en ausencia
de activacion inmune manifiesta. Nuestros datos destacan una contribucion
esencial y no redundante de la inmunidad de las células T contra el SARS-CoV-2 en
la proteccion inmunologica frente a la gravedad en ausencia de inmunidad
humoral. Nuestros andlisis actuales de la inmunidad de las células T del SARS-CoV-
2 proporcionan la informacidon necesaria para el seqguimiento clinicoy la
orientaciéon de futuras intervenciones inmunitarias.

MATERIALES Y METODOS

Participantes del estudio

La cohorte de extension KING esta compuesta por 336 personas infectadas con
SARS-CoV-2, incluidas 120 personas que requirieron hospitalizacion, 22% de las
cuales con infeccion grave o critica por SARS-CoV-2 ( Figura 1A ). Para el presente
estudio, identificamos participantes (N = 52) (mediana de edad 47 afios, 62%
mujeres, 38% hombres) entre No seroconvertidores (NSC, n = 16), neutralizadores
bajos (LN, N = 16) y convalecientes (Conv, N = 15) ( Figura 1A). Ademas, obtuvimos
muestras de donantes sanos del Banco de Sangre y Tejidos de Cataluna antes de
2019 como controles (Donante, N = 5). Los NSC representan el 4,8% de la cohorte
de extension King y se definieron como individuos infectados con SARS-CoV-2
confirmados por PCR sin IgG, IgA e IgM de SARS-CoV-2 detectables mediante dos
ELISA independientes (interno e IMD). Ademas, la falta de seroconversion se
confirmd en 10 NSC una mediana de 94,5 dias después del inicio de los sintomas y
se dispuso de seguimiento longitudinal para 6 de ellos. Los LN se definieron por
tener anticuerpos anti-SARS-CoV-2 detectables con titulos de neutralizacion <500
valores de CI50 medidos por ensayo de neutralizacién de pseudovirus. Los grupos
de estudio se estratificaron segin la presencia o ausencia de seroconversion,
titulos de neutralizacién viral y gravedad de la enfermedad del SARS-CoV-2. Las
caracteristicas clinicas de los participantes se resumen enCuadro 1 . Todos los
métodos y protocolos experimentales del estudio fueron aprobados por el Comité
de Etica del Hospital Germans Trias i Pujol (PI-20-217). Todos los sujetos del
estudio proporcionaron su consentimiento informado por escrito para participar. El
estudio se realiz6 de acuerdo con los principios expresados en la Declaracion de
Helsinki.
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e Descargar figura

e Abrir en una pestafia nueva
Figura 1.Distribucion de subconjuntos de células T CD4 +y CD8 + en no

seroconvertidores.

(A) Diagrama de flujo de los grupos de estudio, incluidos No seroconvertidores (NSC),
Neutralizadores bajos (LN), Convalecientes (Conv) y muestras de donantes de sangre
(Donante). (BC) Las PBMC criopreservadas se cultivaron y se tifieron en la superficie con
anticuerpos dirigidos a CD4 y CD8, asi como marcadores de linaje de células T CD45RA, CCR7,
CD27 para distinguir las células de memoria central T (TCM), las células de memoria efectoras
T (TEM), las células T transicionales células de memoria (TTM), células T naive (TN) y células
T efectoras (TEF). Los graficos de bigotes muestran las frecuencias de los subconjuntos de
células T CD4 + y los graficos circulares representan la distribucién de frecuencias de los
subconjuntos de células T CD4 + y CD8 + en cada grupo (Panel B y C, respectivamente). Los
analisis estadisticos se realizaron utilizando ANOVA no paramétrico (Kruskal-Wallis, ajustado
para comparaciones multiples). En la figura solo se indican los valores significativos. Se realiz6
una regresion lineal graficando las frecuencias relativas de CD8 + TN (D) y CD8 + TEF (E)
frente a la edad de los participantes del estudio, asi como las frecuencias relativas de CD8 + TN
(F) y CD8 + TEF (G) frente a los dias desde el inicio de los sintomas (DfSO ). El analisis de
correlacion se realizé mediante la prueba de correlacion de rangos de Spearman; Los valores r
y p se informan para cada grupo.

e Verenlinea
e Verventana emergente
Tabla 1.Caracteristicas clinicas de los grupos de estudio
Determinacion de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 mediante ensayos

inmunoabsorbentes ligados a enzimas
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La presencia de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en muestras de suero o plasma se
evalu6é mediante dos ensayos de inmunoabsorcion ligados a enzimas (ELISA)
independientes. El primero fue un ELISA tipo sandwich desarrollado

internamente. Brevemente, las placas de ELISA Nunc MaxiSorp se recubrieron
durante la noche a 4 * C con 50 ml de anticuerpo de captura (anticuerpo anti-
6xHis, clon HIS.H8; ThermoFisher Scientific) a 2 mg / ml en PBS. Después del
lavado, las placas se bloquearon durante dos horas a temperatura ambiente
utilizando PBS que contenia albumina de suero bovino al 1% (BSA, Miltenyi
biotech). 50 ml (1 mg / ml en tampdn de bloqueo) de los siguientes antigenos
derivados del SARS-CoV-2: se anadieron posteriormente las subunidades S1 + S2
de la proteina Spike (S) y el dominio de union al receptor (RBD, Sino Biological) y se
incubaron durante la noche a 4 ° C. Cada muestra de plasma se evaluo por
duplicado a una dilucién 1/100 en tampdn de bloqueo para cada antigeno. Los
pocillos libres de antigeno también se evaluaron en paralelo para cada muestra en
la misma placa para evaluar el fondo de la muestra. Se utilizaron como estandar
diluciones seriadas de una muestra de plasma positiva. Se incluyé como control
negativo un conjunto de 10 muestras de plasma negativas para SARS-CoV-2,
recolectadas antes de junio de 2019. Las muestras se analizaron a una dilucion
1/100 en tampdn de bloqueo durante una hora a temperatura ambiente. Los
siguientes reactivos se utilizaron como anticuerpos secundarios: HRP conjugado
(Fab) 2 anti-lgG humana de cabra (especifico de Fc) (1/20000), anti-lgM humana de
cabra (1/10000) e IgA antihumana de cabra (cadena alfa especifico) (1/20000)
(todos de Jackson Immunoresearch). Los anticuerpos secundarios se incubaron
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después del lavado, las placas se
revelaron usando diclorhidrato de o-fenilendiamina (OPD) (Sigma Aldrich) y la
reaccion enzimatica se detuvo con 4N de H2S04 (Sigma Aldrich). La sefal se
analizé como la densidad 6ptica (DO) a 492 nm con correcciéon de ruido a 620
nm. La sefal especifica para cada antigeno se calcul6é después de restar la sefial de
fondo obtenida para cada muestra en los pocillos libres de antigeno. El segundo
ELISA fue un ELISA de anticuerpos de clase IgM e IgG disponible comercialmente
contra el SARS-CoV-2 NP (ImmunoDiagnostics, Hong Kong). Brevemente, las
muestras de suero se diluyeron 1: 100 y se incubaron durante 1 hora a
temperatura ambiente. Los anticuerpos anti-NP fueron capturados por proteina
recombinante NP inmovilizada. Después de la incubacién, los anticuerpos
capturados se midieron mediante un lector de microplacas de absorbancia a 450
nm. Los resultados de anticuerpos se expresaron como un valor de

indice, calculado como la relaciéon entre el valor de DO de cada muestra y el valor
de DO del cut-off (0,200). La prueba se consider6 positiva cuando el valor del
indice era > 1,1, limite cuando el valor del indice era > 0,9 a <1,1 y negativo
cuando el valor del indice era <0,9.

Ensayo de neutralizacion de pseudovirus

Se generaron pseudovirus informadores del VIH que expresan la proteina SARS-
CoV-2 Sy luciferasa. pNL4-3.Luc.R-.E- se obtuvo del depésito del NIH AIDS (Connor
RIl, Chen BK, 195). Se gener6 SARS-CoV-2.5ctA19 (Geneart) a partir de la secuencia
completa del gen SARS-CoV-2 S con una delecién de los ultimos 19 codones C-
terminales ( OQuetal., 2020 ), codon humano optimizado e insertado en pcDNA3.4-
TOPO. Se transfectaron células Expi293F usando el reactivo de expifectamina
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) con pNL4-3.Luc.R-.E- y SARS-CoV-
2.SctA19 en una proporcién de 8: 1, respectivamente. Los pseudovirus de control
se obtuvieron reemplazando el plasmido de expresiéon de la proteina S con un
plasmido de expresion de la proteina VSV-G como se informé anteriormente ( Ou et
al, 2020). Los sobrenadantes se recogieron 48 h después de la transfeccion, se
filtraron a 0,45 pm, se congelaron y se valoraron en células HEK293T que
sobreexpresan la ACE-2 humana WT (Integral Molecular, EE.UU.). Para el ensayo de
neutralizacién, se preincubaron 200 TCID50 de sobrenadante pseudoviral con
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diluciones seriadas de muestras de suero o plasma inactivadas por calor (que
varian de 1/60 a 1/14580) durante 1 hora a 37 ° C y luego se agregaron a células
HEK293T que sobreexpresan ACE2. Después de 48 h, las células se lisaron con
reactivo Britelite Plus Luciferase (Perkin Elmer, Waltham, MA, EE.UU.) y se midio la
luminiscencia durante 0,2 s con el lector de placas multimodo EnSight (Perkin
Elmer). Los datos se ajustaron a una curva logistica de cuatro parametros con
pendiente variable utilizando el software Graph Pad Prism (v8.3.0). Los valores de
CI50 se expresan como dilucion reciproca.

Inmunofenotipo de respuestas de células T de SARS-CoV-2 Sy NP

Para medir las respuestas de células T especificas del SARS-CoV-2, se estimularon
las PBMC criopreservadas con proteinas recombinantes S y NP totales (5 ug / mL,
Sinobiological, China), enterotoxina B estafilococica (SEB) (1 ug / mL, Sigma-Aldrich
), 0 sin estimulos, en presencia de moléculas coestimuladoras de CD28 / 49d (1 pug
/ mL, BD) durante 17 ha 37 ° C en un 5% de CO .incubadora. Después de la
incubacion, las PBMC se trataron con Monensina A (1 ug / ml, BD Golgi STOP,
Thermo Fisher Scientific) durante 6 ha 37 ° C y se almacenaron durante la noche a
4 ° C. Al dia siguiente, las células se tifieron con una combinacién de marcadores
de linaje de células T y marcadores funcionales para inmunofenotipificacion. En
resumen, las células se marcaron con un tinte de viabilidad (APC-Cy7, Thermo
Fisher Scientific) durante 30 minutos a temperatura ambiente (RT) y la superficie
se tin6 durante 30 minutos a RT con anticuerpos antihumanos para CD3 (A700,
clon UCHT1, BD ), CD4 (FITC, clon OKT4, Biolegend), CD8 (V500, clon RPA-T8, BD),
CD45RA (BV786, clon HI100, BD), CCR7 (PE-CF594, clon 150503, BD), CD27
(BV605, clon L128, BD), PD-1 (BV421, clon EH12.1, BD) y marcadores inducidos por
activacion (AIM) CD25 (A647, clon BC96, Biolegend), OX40 (PE, clon Ber-ACT35,
Biolegend) y CD137 ( PeCy7 clon 41BB, Biolegend). Posteriormente, las células se
fijaron con Fix / Perm Buffer A (Thermo Fisher Scientific) durante 15 min a TAy se
tiferon intracelularmente con Fix / Perm Buffer B y anticuerpos para TNF (PE-Cy7,
clon MAb11, BioLegend), IFN-y (BV711 , clon B27, BD) e IL-2 (BV650, clon MQ]1-
17H12, BD) durante 20 min a TA. Finalmente, las células se resuspendieron y
fijaron en formaldehido al 1% y se adquirieron en un citbmetro LSR Fortessa
utilizando el software FACSDiVa (BD). El analisis de los datos se realizé utilizando
el software FlowJo version 10.0.7 (Tree Star, Ashland, OR, EE. UU.). Las puertas
especificas se definieron utilizando controles de fluorescencia menos uno

(FMO). Los marcadores de superficie se midieron en células T CD4 + y CD8 +
totales. Los subconjuntos de células T CD4 + y CD8 + se diferenciaron segun la
expresion de CD27 y CCR7: naive (TN: CD45RA Las células se fijaron con Fix /
Perm Buffer A (Thermo Fisher Scientific) durante 15 min a TA y se tifieron
intracelularmente con Fix / Perm Buffer B y anticuerpos para TNF (PE-Cy7, clon
MADb11, BioLegend), IFN-y (BV711, clon B27, BD) e IL-2 (BV650, clon MQ1-17H12,
BD) durante 20 min a TA. Finalmente, las células se resuspendieron y fijaron en
formaldehido al 1% y se adquirieron en un citémetro LSR Fortessa utilizando el
software FACSDiVa (BD). El analisis de los datos se realizé utilizando el software
FlowJo version 10.0.7 (Tree Star, Ashland, OR, EE. UU.). Las puertas especificas se
definieron utilizando controles de fluorescencia menos uno (FMO). Los marcadores
de superficie se midieron en células T CD4 + y CD8 + totales. Los subconjuntos de
células T CD4 + y CD8 + se diferenciaron en funcion de la expresién de CD27 y
CCR7: naive (TN: CD45RA Las células se fijaron con Fix / Perm Buffer A (Thermo
Fisher Scientific) durante 15 min a TA y se tifieron intracelularmente con Fix /
Perm Buffer B y anticuerpos para TNF (PE-Cy7, clon MAb11, BioLegend), IFN-y
(BV711, clon B27, BD) e IL-2 (BV650, clon MQ1-17H12, BD) durante 20 min a

TA. Finalmente, las células se resuspendieron y fijaron en formaldehido al 1%y se
adquirieron en un citometro LSR Fortessa utilizando el software FACSDiVa (BD). El
analisis de los datos se realizé utilizando el software FlowJo version 10.0.7 (Tree
Star, Ashland, OR, EE. UU.). Las puertas especificas se definieron utilizando



controles de fluorescencia menos uno (FMO). Los marcadores de superficie se
midieron en células T CD4 + y CD8 + totales. Los subconjuntos de células T CD4 +
y CD8 + se diferenciaron en funcion de la expresion de CD27 y CCR7: naive (TN:
CD45RA clon B27, BD) e IL-2 (BV650, clon MQ1-17H12, BD) durante 20 min a

TA. Finalmente, las células se resuspendieron y fijaron en formaldehido al 1%y se
adquirieron en un citometro LSR Fortessa utilizando el software FACSDiVa (BD). El
analisis de datos se realizé utilizando el software FlowJo versién 10.0.7 (Tree Star,
Ashland, OR, EE. UU.). Las puertas especificas se definieron utilizando controles de
fluorescencia menos uno (FMO). Los marcadores de superficie se midieron en
células T CD4 + y CD8 + totales. Los subconjuntos de células T CD4 + y CD8 + se
diferenciaron en funcién de la expresion de CD27 y CCR7: naive (TN: CD45RA clon
B27, BD) e IL-2 (BV650, clon MQ1-17H12, BD) durante 20 min a TA. Finalmente, las
células se resuspendieron y fijaron en formaldehido al 1% y se adquirieron en un
citometro LSR Fortessa utilizando el software FACSDiVa (BD). El analisis de los
datos se realizé utilizando el software FlowJo version 10.0.7 (Tree Star, Ashland,
OR, EE. UU.). Las puertas especificas se definieron utilizando controles de
fluorescencia menos uno (FMO). Los marcadores de superficie se midieron en
células T CD4 + y CD8 + totales. Los subconjuntos de células T CD4 + y CD8 + se
diferenciaron segun la expresion de CD27 y CCR7: naive (TN: CD45RA Las puertas
especificas se definieron utilizando controles de fluorescencia menos uno

(FMO). Los marcadores de superficie se midieron en células T CD4 + y CD8 +
totales. Los subconjuntos de células T CD4 + y CD8 + se diferenciaron segln la
expresion de CD27 y CCR7: naive (TN: CD45RA Las puertas especificas se
definieron utilizando controles de fluorescencia menos uno (FMO). Los marcadores
de superficie se midieron en células T CD4 + y CD8 + totales. Los subconjuntos de
células T CD4 + y CD8 + se diferenciaron segun la expresion de CD27 y CCR7:
naive (TN: CD45RA:, CD27 -, CCR7 -), efector (TEF: CD45RA -, CD27 -, CCR7 -,
solo para CD8 +), memoria central (TCM: CD45RA -, CD27 -, CCR7 - ), memoria de
transicion (TTM: CD45RA -, CD27 -, CCR7 -) y memoria efectora (TEM: CD45RA -,
CD27 -, CCR7 -), como se describio anteriormente ( Klatt etal., 2014 ; Blanch-
lombarte etal., 2019 ) ( Fig. Complementaria S1A-B). La frecuencia de respuestas de
citocinas de células T contra proteinas Sy / o NP se definié por la presencia de al
menos una citocina. Ademas, la frecuencia de respondedores totales de células T
contra proteinas Sy / o NP se definio por la presencia de al menos una citocinay /
o AIM. Utilizamos un valor de corte de 0,2% para la positividad después de la resta
de fondo.
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e Descargar figura

e Abrir en una pestafia nueva
Figura S1.Evolucién longitudinal de subconjuntos de células T y respuestas especificas

de antigeno en no seroconvertidores de SARS-CoV-2.

Los marcadores de células T se evaluaron en dos momentos de muestreo en no
seroconvertidores. (A) Estrategia de compuerta para la diferenciacién de subconjuntos en
células T CD4 +, (B) y células T CD8 +. Los cambios en las distribuciones del subconjunto de
células T se representan mediante graficos circulares que muestran la distribucién del
subconjunto de células T CD4 +y CD8 + en el momento de muestreo 1y 2 (TP1y TP2) (C)y
graficos que representan los valores del subconjunto normalizado dentro de los fenotipos

(D). Las diferencias en la produccion de citocinas y los marcadores inducidos por activacion
entre S1y S2 en respuesta a S y NP se muestran en (E), y la expresién de PD-1 en células T CD4
+y CD8 + en células no estimuladas, estimuladas con Sy NP en TP1 y TP2 se muestran en (F).

Andlisis estadistico

Las pruebas descriptivas y de comparacién se realizaron utilizando Graph Pad
Prism, versién 6 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EE. UU.). Se utilizaron
pruebas ANOVA no paramétricas (Kruskal Wallis) para comparaciones grupales y se
ajustaron para comparaciones multiples. Se utilizaron pruebas de rango con signo
de pares emparejados de Wilcoxon para comparar parametros entre puntos de
tiempo de muestreo. Se utilizé la prueba del coeficiente de correlacién de rangos
de Spearman para el analisis de correlacién. Se utiliz6 ANOVA no paramétrico para
comparar las diferencias de edad entre los grupos de estudio y se ajusté para
comparaciones multiples (prueba de Dunn). En el analisis de subconjuntos de
células T, los valores medios dentro de los fenotipos se normalizaron al 100%. El
analisis unicelular se realizé utilizando el paquete estadistico R (v3.6.3). Las
células fueron compensadas y seleccionadas en funcién de su expresiéon de
antigeno (TNF, IL-2 e IFN-y) y normalizados antes de realizar la reduccion de
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dimensionalidad UMAP. Usamos FlowJo 10.0.7 para la representacion grafica del
analisis unicelular.

RESULTADOS

Los no seroconversores presentan una distribuciéon de células T sesgada hacia

células T CD8 + virgenes y efectoras mas bajas

Estudios anteriores han demostrado alteraciones en los parametros inmunolégicos
después de la infeccion por SARS-CoV-2, incluida la linfopenia con una marcada
disminucién de las células T CD8 +, asi como cambios en las frecuencias de los
subconjuntos de células T CD8 + en comparacion con donantes sanos ( Mathew et
al., 2020 ; Zhao et al., 2020 ). Determinamos los perfiles de diferenciacion de las
células T totales en NSC mediante tincién para CD3, CD4 y CD8 marcadores y
marcadores de diferenciaciéon (CD45RA / RO, CCR7 y CD27) y se compararon entre
los grupos de estudio ( Fig 1A , S1A-B). No se encontraron alteraciones en las
frecuencias totales de células T CD3 + o en las proporciones CD4 + / CD8 + entre
los grupos de estudio del SARS-CoV-2 ni en comparacién con donantes sanos
(datos no mostrados). Por el contrario, el analisis de los subconjuntos de células T
CD4 + reveld niveles mas altos de células T CD4 + naive en NSC en comparacién
con LNy (p = 0,0084, Fig 1B ) niveles mas bajos de células de memoria de
transicion T (TTM) en NSC y Conv en comparacién con LN (p = 0,0095 yp =
0,0011, respectivamente, figura 1B ). No se observaron diferencias significativas
con respecto a la distribucién de los otros subconjuntos de células T CD4 + ( Fig.
1B ). Curiosamente, observamos marcadas diferencias en los subconjuntos de
células T CD8 +, al comparar los grupos NSC y Conv ( Fig 1C). Especificamente, NSC
tuvo frecuencias significativamente mas altas de CD8 + T naive (TN, mediana
44.6% vs 14.3%; p = 0.0004) y frecuencias significativamente mas bajas de células
efectoras CD8 + T (TEF) (mediana 5.6% vs 35.8%; p = 0.0007, Kruskal -Wallis). En el
NSC, la distribuciéon del subconjunto de células T observada fue estable hasta una
mediana de 92,5 dias de seguimiento después de la infeccion ( Fig. S1C-D ). Para
evaluar si la diferencia en la distribucion de CD8 + TN y TEF en NSC estaba
relacionada con la edad de los individuos o con los dias desde el inicio de los
sintomas (DfSO), realizamos analisis de correlacion. No encontramos una
correlacion significativa entre la edad y las frecuencias de CD8 + TN ni TEF en NSC
( Fig.1D-E). Por el contrario, hubo una correlacion negativa significativa entre la
frecuencia de CD8 + TN y la edad (Spearman r -0,5596, p = 0,0257 y r-0,6553, p =
0,0091) y una correlacién positiva significativa entre la frecuencia de CD8 + FTE y
la edad (r =0,5420, p=0.0321 yr=0.6732, p = 0.0073) en los grupos LN y Conv,
respectivamente ( Fig.1D-E ). De manera similar, aunque no encontramos una
correlacion significativa entre DfSO y CD8 + TN o TEF en NSC, se observo una
correlacion negativa entre CD8 + TEF% y DfSO en Conv (r = -0,5429, P=0,0391)

( Fig 1F-G ). Tomados en conjunto, estos datos indican una distribucién sesgada
del subconjunto de células T CD8 + en NSC hacia niveles altos de células efectoras
virgenes y niveles bajos independientemente del momento de muestreo o de la
edad del paciente.

Respuestas de células T CD4 +y CD8 + especificas de SARS-CoV-2 altamente

funcionales en no seroconversores

La importancia de las respuestas funcionales de las células T especificas del virus
en el resultado de la enfermedad del SARS-CoV-2 se ha informado de manera
constante ( Rvdvznski Moderbacher et al., 2020 ; Liao et al., 2020 ). Ademas, se han
identificado respuestas de células T contra las proteinas S, NP y M SARS-CoV-2 en
individuos seronegativos convalecientes ( Schulien et al., 2021 ; Schwarzkopf et al.,
2021 ). Para evaluar las respuestas de células T especificas de SARS-CoV-2 en NSC
y los grupos de estudio comparativo, estimulamos PBMC con proteinas S y NP
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SARS-CoV-2 y realizamos tincion de citocinas intracelulares para la producciéon de
IFN-y, IL-2 y TNF ( Fig. 2 ). La visualizacion de perfiles de citocinas en células T
especificas de antigeno segun se realiza mediante analisis UMAP se representa
enFigura S2 . El andlisis de las respuestas de células T CD4 + especificas de Sy NP
reveld la produccién de citocinas especificas de antigeno en todos los grupos de
estudio (Figura 2A)y sin diferencias significativas en la frecuencia de células T CD4
+ especificas de Sy NP entre NSC y los otros grupos de SARS-CoV-2 para
cualquiera de las citocinas estudiadas. Sin embargo, LN mostr6é una produccion de
IFN-y especifico de NP significativamente menor que Conv (p = 0.0402). La falta de
diferencias estadisticamente significativas entre NSC y Conv podria estar asociada
con la alta variabilidad interindividual, a pesar de la menor frecuencia media de
respuestas de linfocitos T CD4 + especificos de NP en individuos NSC frente a
Conv. La diferencia en la frecuencia media fue particularmente marcada para la
citocina proinflamatoria TNF en NSC en comparacién con Conv (0.07% vs 1% en
TNF, 0.01% vs 0.3% en IFN-y y 0% vs 0.26% en IL-2, respectivamente; Fig. 2A). De
manera similar a las células T CD4 + especificas de SARS-CoV-2, las respuestas de
células T CD8 + especificas de S y NP estuvieron presentes en todos los grupos de
estudio. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ellos y
se observd una marcada variabilidad interindividual ( Fig. 2B ). Ademas, las
frecuencias medias de células T CD8 + especificas de NP productoras de IFN-y o
TNF fueron menores en NSC frente a Conv (0.06% vs 0.23% en TNF y 0.05% vs
0.24% para IFN-y, respectivamente; Fig 2B). A continuaciéon, determinamos la
frecuencia de respondedores de citocinas de células T en los grupos de estudio
definidos por la presencia de células TS o NP CD4 + o CD8 + que producen al
menos una citocina y utilizan un umbral de corte del 0,2% para una respuesta
positiva después del trasfondo. sustraccion. En general, la frecuencia de pacientes
gue respondieron al SARS-CoV-2 fue del 81% en NSC, 75% en LN, 80% en Conv y
20% en donantes sanos. Distribuida por las proteinas SARS-CoV-2, observamos una
frecuencia de respondedores S en el 56% de las NSC, el 50% de las LN, el 53% de
las Conv y el 20% de los donantes sanos. La frecuencia de respondedores NP fue
50% de NSC, 44% de NL, 73% de Conv y 0% de donantes sanos. Estos datos son
consistentes con estudios previos que demuestran la presencia de células T
reactivas al SARS-CoV-2 en individuos convalecientes seronegativos al SARS-CoV-2
y en hasta el 50% de los individuos no expuestos (Grifoni et al., 2020 ; Mateus et al.,
2020 ; Sekine etal., 2020 ).

e Descargar figura

e Abrir en una pestafia nueva
Figura S2.Expresion de citocinas en células T CD4 +y CD8 + de no seroconvertidores y
personas convalecientes seropositivas
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Andlisis unicelular basado en la expresion de antigenos (intensidad de TNF, IL-2 e IFN-y)
mediante reduccidon de dimensionalidad UMAP en células T CD4 + después de la estimulaciéon
con S (A) y NP (B), asi como células T CD8 + estimuladas con S (C) y NP (D).

e Descargar figura

e Abrir en una pestafia nueva
Figura 2.Células T de SARS-CoV-2 Los no seroconvertidores producen citocinas

proinflamatorias (polifuncionales) en respuesta a Spike y Nucleocapsid.

Las PBMC criopreservadas de los no seroconvertidores (NSC) del SARS-CoV-2 y los grupos de
estudio comparativo, los neutralizadores bajos (LN), los convalecientes (Conv) y las muestras
de donantes de sangre sanos (donantes) se estimularon durante 17 horas con Spike (S) y
nucleocapside. proteinas (NP). Se utilizé una condicién no estimulada como control. La
produccién de IFN-y, IL-2 y TNF se control6 mediante analisis de citometria de flujo después
de la tincién de citocinas intracelulares. (AB) Los paneles de la izquierda representan la
estrategia de activacion para el andlisis de la expresion de citocinas y los paneles de la derecha
representan las frecuencias de IFN-y, IL-2 y TNF en las células T CD4 + (A) y CD8 (B) en todos
los grupos de estudio en respuesta a S y NP. Los graficos circulares demuestran las
proporciones relativas de células T que producen una, dos o tres citocinas en respuesta a S en
las células T CD4 + y las células T CD8 + (C). Proporciones relativas de células T que producen
uno, dos o tres citocinas en respuesta a NP en células T CD4 +y células T CD8 + (D). El andlisis
estadistico se realizé mediante ANOVA no paramétrico (Kruskal Wallis) ajustado para
comparaciones multiples. Las barras de error representan el rango intercuartilico y se
muestran los valores medianos por grupo. En la figura solo se indican las diferencias
significativas.

Las células T polifuncionales se han asociado con respuestas inmunitarias
antivirales protectoras ( Seder et al., 2008 ). Se han reportado frecuencias mas bajas
de linfocitos T auxiliares tipo 1 en pacientes hospitalizados con COVID-19 en
comparacion con los linfocitos T reactivos a la influenza ( Meckiff et al., 2020 ) y la
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disminucién de las frecuencias de linfocitos T CD4 + polifuncionales se ha
asociado con SARS-CoV- grave. 2 infeccion. Ademas, las frecuencias elevadas de
células T no funcionales, definidas por la ausencia de produccion de IFN-y, TNF e
IL-2, se han relacionado con el curso grave de la enfermedad del SARS-CoV-2

( Zheng et al., 2020). A continuacion, evaluamos la polifuncionalidad de las células T
especificas de Sy NP en NSC y grupos de estudio comparativos. La
polifuncionalidad se evalu6 mediante activacién booleana utilizando IFN-y, IL-2 y
TNF en células T CD4 + y CD8 +. En respuesta a las proteinas S, las células T CD4
+ de las NSC mostraron caracteristicas similares a las de Conv (con un 4,6% frente
a un 5,2% de células trifuncionales y un 24,9% frente a un 20% de células
bifuncionales respectivamente), mientras que LN tenia frecuencias mas bajas de
células trifuncionales (1,6%) , pero frecuencias mas altas de células bifuncionales
(37,6%; Fig 2C). Por otro lado, las células T CD8 + en respuesta a S mostraron
frecuencias mas altas de células monofuncionales en NSC (89,3%) en comparacion
con LN (65,2%) y Conv (64,7%), y frecuencias mas bajas de células bifuncionales
(10,7%) en comparacion con LN (34,4%) y Conv (35,3%). Se observaron frecuencias
insignificantes en las células trifuncionales CD8 + en todos los grupos ( Fig.

2C). En respuesta a las proteinas NP, las células T CD4 + de las NSC mostraron
caracteristicas similares a las de Conv (con un 2,4% frente a un 4,9% de células
trifuncionales y un 26,1% frente a un 31,1% de células bifuncionales,
respectivamente) ( Fig. 2D ). Curiosamente, NSC tuvo las frecuencias mas altas de
células T CD8 + especificas de NP trifuncionales, que representan el 16% de sus
células T CD8 + especificas de NP, en comparacion con LNy Conv (5,2% y 1,2%,
respectivamente, Fig. 2D). Por el contrario, no se observaron diferencias
importantes en las células T CD8 + mono y bifuncionales entre los grupos ( Fig.
2D ). Estos resultados demuestran una frecuencia particularmente elevada de
respuestas de células T especificas de SARS-CoV2 altamente funcionales,
especialmente respuestas de células T CD8 + especificas de NP polifuncionales
como un sello distintivo de NSC.

Los no seroconvertidores muestran niveles mas bajos de marcadores inducidos por

la activacion de células Ty PD-1

A continuacién, utilizamos PD-1 y marcadores inducidos por activacion (AIM) para
evaluar la activacién total de las células T y el estado de activaciéon de las células T
especificas del SARS-CoV-2 ( Sekine etal., 2020 ; Grifoni etal., 2020 ). Los AIM se han
utilizado para identificar células T CD4 + especificas de antigeno mediante la
deteccion de marcadores de superficie regulados positivamente después de la
estimulacion antigénica ( Reiss etal., 2017 ). Evaluamos la activacion general de las
células Ty los AIM utilizando anticuerpos dirigidos contra CD25, OX40 y CD137 y
PD-1 en condiciones no estimuladas y estimuladas por antigenos Sy NP ( Fig 3A-
C). Como se observo para la produccion de citocinas de células T especificas de
SARS-CoV-2, se observd un alto nivel de variabilidad interindividual dentro de los
grupos para los AIM. Aun asi, encontramos una expresion estadisticamente
significativamente menor de linfocitos T CD25 - OX40 - CD4 - en respuesta a S en
NSC en comparacion con Conv (mediana 0,13% frente a 0,59%, respectivamente, p
=0,0216, Fig3B ). Se observo lo mismo para las células T CD4 +

CD137 - OX40 - especificas de S (p = 0,0117, datos no mostrados). Ademas, las
células T CD25 - OX40 - CD4 + en respuesta a NP no fueron significativamente
diferentes entre NSC y el resto de los grupos, aunque se observaron

frecuencias medias mas bajas (0.005% NSC vs 0.84% Conv,Figura 3B ). El analisis
de AIM en células T CD8 + no revel6 diferencias significativas enlas frecuencias de
células TCD137+ CD8- entre los grupos de estudio (Fig.3B) . Sin embargo, la
frecuencia media delinfocitosTCD137+ CD8- fue menor en NSC, particularmente en
respuesta a NP (0% NSC vs 0.77% Conv, Fig 3B ). Ademas, realizamos un
seguimiento longitudinal de la expresion de AIM en muestras de 6 individuos con
NSC. Frecuencias de Sy NP CD25+ OX40+ CD4-Las células T disminuyeron o
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permanecieron indetectables entre los puntos de tiempo de muestreo en todas las
NSC excepto en un individuo, que también mostrdé una mayor produccion de
citocinas en respuesta a S ( Fig. S1E ). Se observo un perfil comparable para las
células TSy NP CD137 + CD8 + a lo largo del tiempo ( Fig. S1E ).

e Descargar figura

e Abrir en una pestafia nueva
Figura 3.La expresion de los marcadores de activacion es menor en los no

seroconvertidores del SARS-CoV-2 en comparacion con los individuos convalecientes
seropositivos.

PBMCs from Non-seroconvertors and comparative study groups were stimulated for 17 hours
with S and NP recombinant proteins and stained using antibodies directed against activation-
induced markers (AIM; CD25, 0X40, CD137) and PD-1, and analysed by flow cytometric
analysis. (A) Gating strategy for AIM expression in CD4+ and CD8+ T cells. (B) Dot plots
showing expression of activation induced markers in CD4+ (CD25+0X40+) and CD8+ T cells in
response to S and NP (CD137+). Values from unstimulated cells were subtracted for each
individual. (C) Gating strategy for analysis of PD-1 expression on CD4+ and CD8+ T cells. (D)
Expression of PD-1 on CD4+ and CD8+ T cells in unstimulated cells as well as following S and
NP stimulation. Error bars represent interquartile range and median values per group are
shown. Statistical analysis was performed using Kruskal-Wallis non-parametric ANOVA
adjusted for multiple comparisons, only significant differences are highlighted in the figure.

Along with decreased functionality, elevated activation and exhaustion markers
such as PD-1 in T cells from patients experiencing severe COVID-19 have been
described (Zheng et al., 2020). Analysis of PD-1 revealed a significant reduction in
the frequency of PD-1 expressing T cells in NSC compared to convalescent
individuals in all conditions tested (Fig 3D) in CD4+ (unstimulated, p=0.0468; S,
p=0.0166 and NP, p=0.0242) and CD8+ T cells (unstimulated, p=0.0345; S,
p=0.0085, and NP, p=0.0257). Longitudinal follow-up of PD-1 expression in NSC
demonstrated stable frequencies of PD-1 expression in CD4+ and CD8+ T cells
independent of S or NP antigen stimulation (Fig S1F). Only a decrease in the
frequency of PD-1- CD4- T cells following S-stimulation was observed over time
(p=0.0313, Wilcoxon matched-paired signed-rank test, Fig S1F). Overall, these data
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indicate lower levels of AIM expression (CD25-0X40-) in CD4+ T cells in response
to S and an overall low level of PD-1 expression in CD4+ and CD8+ T cells as
particular immunological traits of NSC.

DISCUSSION

While unprecedented advances have been made for the approval of COVID-19
vaccines with a high degree of efficacy (Logunov et al., 2021; Voysey et al.,

2021; Mahase, 2020; Oliver et al., 2020), ensuring long-lasting immune protection
remains a potential challenge for current vaccines. Severe COVID-19 has been
related to increased age, high levels of inflammatory markers and seroconversion
(Staines et al., 2021). Persistent seroconversion and higher neutralizing titers have
been found consistently in hospitalized SARS-CoV-2 infected individuals (Trinité et
al, 2021; Pradenas et al., 2021). These studies support the relevance of alternative
immune mechanisms to humoral responses crucial in limiting SARS-CoV-2
pathogenesis. In this study, we have conducted a detailed immune characterization
of T-cell responses in SARS-CoV-2 individuals, suggesting that virus-specific T-cell
responses in the absence of seroconversion may mediate immune protection from
disease severity and viral pathogenesis.

Non-Seroconvertors (NSC) in SARS-CoV-2 infection have been described to be
present at a frequency of 2-17% among convalescent individuals (Schulien et al.
2021; Schwarzkopf et al., 2021; Sekine et al., 2020). While previous studies have been
shown the presence of SARS-CoV-2 specific T-cell responses in NSC (Schwarzkopf et
al., 2021; Sekine et al., 2020), and SARS-CoV-2 CD8+ T-cell responses have been very
well characterized in a small fraction of those (Schulien et al., 2021), a thorough
characterization of the NSC immune phenotype is still missing. Here, we overcome
some of the previous studies limitations through a detailed identification of NSC
and comparative analyses of total and S and NP-specific T cells. These data are
essential to strengthen our understanding of T-cell mediated immunity and answer
important questions regarding the identification of distinctive immunological traits
associated with immune protection against SARS-CoV-2.

We identified 4.8% of Non-seroconvertors in the KING extension cohort. We used a
conservative approach to identify NSC by including confirmed SARS-CoV-2 PCR
positivity, double ELISA testing and sampling-time estimation to allow for
seroconversion. Longitudinal follow-up in the absence of SARS-CoV-2 IgG, IgM and
IgA seroconversion over time further confirm the true nature of NSC in our study.
Epidemiologically, NSCs were biased towards individuals with mild to moderate
SARS-CoV-2 infection and a higher frequency of females. These data contrast with
the presence of severe infection in 80% of Conv and higher frequency of males.
The observed sex distribution is consistent with previous findings suggesting
females exhibit robust T-cell responses and are less prone to severe SARS-CoV-2
infection and death than males (Takahashi et al., 2020; Jin et al., 2020; Vahidy et al.,
2021). No significant differences in age distribution between NSC and Conv were
found excluding age as one of the factors accounting for the differences in disease
severity observed.

We performed a characterization of T-cell immunity in NSC and compared with
SARS-CoV-2 infected individuals stratified by seroconversion, magnitude of
humoral neutralizing activity, and disease severity. In terms of T-cell
immunophenotype, we observed a skewed distribution of CD8+ T cell subsets with
a higher frequency of naive and lower frequency of effector CD8+ T cells in NSC.
The observed distribution was independent of age and DfSO. These data contrast
with the negative correlation between the frequency of naive CD8+ T cells and the
positive correlation between the frequency of effector and CD8+ T cells with age
found in Conv and LN. Of note, this is in line with previous observations indicating
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a decline in the frequencies of naive T cells with age and the association of low
levels of naive CD8+ with increased risk of severity in COVID-19 (Hong et al.,
2004)(Rvdyznski Moderbacher et al., 2020). The skewed CD8+ T cell distribution
independent of age and time observed support a specific characteristic of T cell
homeostasis in NSC. The higher levels of CD8+ TN cells in NSC could be the result
of a continuous thymic repopulation of the naive compartment, as observed in HIV-
1 viremic non-progressor individuals (Singh et al., 2020). High levels of CD8+ TN
could also allow rapid and efficient priming and expansion of SARS-CoV-2-specific
CD8+ T cells favoring viral control. The low levels of CD8+ TEF observed in NSC
could partially be explained by highly functional CD8+ T cells, overcoming the
need for a large proportion of effector cells.

We extended the characterization of T-cell immunity to functional SARS-CoV-2-
specific CD4+ and CD8+ T-cell responses by cytokine production and AlMs in
response to S and NP proteins. Overall, we did not observe differences in cytokine
production in CD4+ and CD8+ T cells in response to S and NP proteins in NSC and
the rest of the groups, which may have been due to the marked interindividual
variability in these parameters. This is in partial agreement with data reporting the
targeting of T-cell responses toward S-, M- and N-proteins in COVID-19 patient
samples to be mainly uniform across disease severities (Thieme et al., 2020).
However, in NSC S and NP-specific T cells appear to have a balanced profile of IFN-
v, IL-2 and TNF production, while Conv exhibits higher median frequencies of TNF
producing cells. TNF secretion by CD4+ T cells serves as a costimulatory signal for
B cell activation (Aversa et al., 1993), which is in line with the high levels of
seroconversion and plasma neutralizing activity reported in convalescent
hospitalized individuals. Moreover, elevated levels of TNF may be both beneficial
and detrimental. While TNF is one of the main pro-inflammatory cytokines
produced by T cells responding to viral, bacterial, and fungal infections (Rahman
and McFadden, 2006), its effects are also implicated in increased viral replication
(Kumar etal., 2013; Roca et al., 2008; Espin-Palaz6n et al., 2016). Although NSC
displayed tendencies towards lower median frequencies of SARS-CoV-2-specific T
cell responses, we measured high levels of IFN-y- IL-2+ TNF- NP-specific CD8+ T
cells in NSC. The presence of polyfunctional NP-specific CD8+ T cells in NSC
emphasized the importance to understand quality over quantity in the context of
immune protection by T cell responses in SARS-CoV-2 infection. These findings
follow previous studies supporting a distinctive contribution of surface and non-
surface antigen- specific-CD8+ T cells to disease control and the potential role of
NP-specific and other non-S CD8+ T-cell responses in immune protection (Peng et
al., 2020). Indeed, CD8+ T-cell responses were shown to be more likely to target NP
than S (Cohen etal., 2021). Our data is also in line with previous findings showing
NP-specific CD8+ T cells directed against the immunodominant B7/N105 epitope
were detected at high frequency in pre-COVID-19 samples, and even more so
during acute COVID-19 and convalescence. A predominantly naive phenotype with
high TCR plasticity was observed among these cells (Nguyven et al., 2021).
Complementary to cytokine producing cells, we investigated the expression of
AlMs in CD4+ T cells (CD25-0X40+) and CD8+ T cells (CD137+) and PD-1 in
response to S and NP antigens. Data from AlMs identified lower median
frequencies of S CD25-0X40+- CD4+ T cells and a trend towards lower NP

CD137- CD8- T cells as distinctive traits in NSC. Higher frequencies of AIM- T cells
observed in Conv are likely to detect alternative cytokine profiles and T regulatory
cells as described previously (Reiss et al., 2017). Another explanation could be an
association between the pro-inflammatory environment in Conv and the overall
increase in immune activation found.

These data highlight the importance of the quality of SARS-CoV-2 T-cell responses,
as the NSC displayed polyfunctional T cells despite lower overall expression of
AlMs. These findings have additional value considering the worldwide expansion of
SARS-CoV-2 variants of concern for vaccine efficacy (Kirby, 2021; Tegally et al.,
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2021). In this context, the quality of antigen-specific CD4+ and CD8+ T-cell
responses may be of crucial importance to recognize emerging SARS-CoV-2
variants.

Total frequencies of SARS-CoV-2 T-cell responders, taking into account both
cytokines and AlMs were 81% of NSCs, 69% of LN, 100% of Conv, and 20% of
healthy donors responded to either S or NP consistent with previous studies
(Sekine et al., 2020; Mateus et al., 2020). We did not find T-cell responses in 19% of
NSCs to S nor NP proteins. These data support intrinsic diversity within the NSC
phenotype in terms of other cell types or T cells targeting alternative regions of
the proteome not included in our analyses.

Moreover, we observed decreased levels of PD-1 in CD4+ and CD8+ T cells in NSC
compared to Conv with and without SARS-CoV-2 antigen stimulation. Elevated
activation and exhaustion markers have been found in T cells of severe COVID-19
patients (Zheng et al., 2020). Aside from elevated activation and exhaustion markers
such as PD-1, decreased functionality has been observed in T cells from severe
COVID-19 patients (Zheng et al., 2020). Recently, SARS-CoV-2 specific CD8+ T cells
expressing PD-1 were shown to be functional rather than exhausted, as they also
produced IFN-y (Rha et al., 2021). Therefore, while the PD-1 expressing cells in Conv
may be functional, our data suggest that T cells of NSC can exhibit functionality
despite reduced PD-1 and AIMs expression levels. This is potentially explained by
pre-existing cross-reactive T-cell responses.

Given the reports on pre-existing immunity in uninfected individuals, it is tempting
to speculate that pre-existing T cell immunity derived from previous exposure to
other coronaviruses mediate the NSC phenotype. This would be in line with the
generation of a rapid response without the need for high levels of activation, it is
also a plausible explanation of why the NSC can control SARS-CoV-2 with T cells in
the absence of antibodies. Indeed, cross-reactive memory CD4+ T cells with
comparable affinity to epitopes from SARS-CoV-2 and common cold coronaviruses
have been described in unexposed individuals with the most frequently targeted
region being S (Mateus et al., 2020). Reactivity to NP has previously been
demonstrated in 30% of SARS-CoV-1 and SARS-CoV-2 unexposed individuals. A
mapped epitope at aa 101-120 shared a high degree of homology to the
sequences of the NP of MERS-CoV, OC43 and HKU1 (Le Bertetal., 2020).

Our study has some limitations. First, we found a bias in epidemiological
characteristics in NSC toward a high frequency of females and median lower age.
Second, we used S and NP recombinant proteins as opposed to optimal peptides
for the study of antigen-specific T cells, potentially underestimating the true
frequency of virus-specific T cells. Third, our functional study of T cells is limited
to Th1-type cytokines and does not necessarily reflect the full functionality of
antigen-specific T cells (Ruiz-Riol et al., 2015). Further immunological studies of
NSC are required for additional information on this phenotype.

Collectively, our data suggest a protective role of highly functional SARS-CoV-2
specific T-cell responses in the absence of humoral responses against severe
COVID-19 while maintaining a low degree of T-cell activation. Our study provides
important information required for successfully guiding clinical monitoring and
designing future immune interventions.
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