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RESUMEN

El SARS-CoV-2 es un betacoranavirus causante de la enfermedad llamada de COVID-
19, la cual, desde la aparicién de los primeros casos en diciembre de 2019 en China, ha
causado numerosos impactos sanitarios, econoémicos y sociales. En este contexto, la
aplicacion de ensayos serologicos capaces de evidenciar la presencia de anticuerpos
especificos ha sido muy util. En nuestro pais, se desarrollé una prueba de tipo ELISA
con el objetivo de determinar la presencia de anticuerpos especificos dirigidos al dominio
de union al receptor (RBD) de la proteina S del SARS-CoV-2. En este trabajo
describimos el desarrollo, validacion y la aplicacion de este ensayo en estudios de

seroprevalencia, asi como para la evaluacién de plasmas hiperinmunes COVID-19.

La vacunacion contra el SARS-CoV-2 ha mostrado se una estrategia exitosa para
prevenir las formas severas de enfermedad y muertes asociadas a COVID-19.
CoronaVac (SinoVac) y BNT162b2 (Pfizer-BionTech) han sido las vacunas mas
empleadas a nivel global, y también en nuestro pais. Como parte de este trabajo,
evaluamos la respuesta inmune humoral, en particular los niveles de anticuerpos de tipo
IgG dirigidos al RBD de la proteina S de SARS-CoV-2, inducida por la vacunacién con
CoronaVac y BNT162b2, y la aplicacion de dosis de refuerzo en esquemas de
vacunacion homologa y heteréloga, en una cohorte de poblacién sana, trasplantados
renales, trasplantados hepéticos y pacientes en didlisis crénica. En la cohorte de
poblacion sana evaluamos ademas la dinamica de decaimiento de los anticuerpos post-
vacunacion en el tiempo, y la actividad neutralizante, cinética de union y capacidad de

mediar funciones efectoras dependientes del Fc de estos anticuerpos.

En la cohorte de individuos sanos todos mostraron niveles de anticuerpos detectables
luego de la vacunacién con dos dosis, independientemente de la vacuna empleada,
aunque los niveles de anticuerpos alcanzados con BNT162b2 fueron significativamente
mayores. La aplicacion de una dosis de refuerzo con BNT162b2 en aquellos
inmunizados con CoronaVac, aumento cerca de 20 veces los niveles de anticuerpos
anti-RBD comparado con lo encontrado luego de la aplicacién de dos dosis. La
funcionalidad de las inmunoglobulinas mostré un comportamiento similar. En los grupos
de ftrasplantados, se pudieron detectar anticuerpos en un porcentaje menor de
individuos luego de la vacunacidon y los niveles de anticuerpos también fueron

significativamente menores, independiente de la vacuna empleada, comparado con el
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grupo control. En los pacientes en didlisis si bien no se encontraron diferencias tan
notables con respecto al porcentaje de individuos con presencia de anticuerpos
especificos, los niveles alcanzados fueron si significativamente menores. La aplicacion
de dosis de refuerzo aumento de manera significativa tanto el nimero de individuos en
los que se pudo detectar la presencia de anticuerpos como los niveles de estos, para
todos los grupos estudiados. A pesar del impacto de la aplicacion de dosis de refuerzo
en estas poblaciones, algunos individuos contindan sin evidenciar respuesta a la

vacunacion, lo cual parece estar relacionado al estado de inmunosupresion.
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1. INTRODUCCION

A finales del afio 2019 comenzamos a escuchar de casos de neumonias virales atipicas
en China, y mas tarde de un nuevo virus causante de estos casos perteneciente a la
familia de los Coronavirus. Lejos estabamos de sospechar el alcance que tendria la
enfermedad causada por este nuevo coronavirus y la manera en la que se
transformarian nuestras vidas. La rapida propagacion de la infeccion, la saturacion de
los sistemas de salud, incluso en paises desarrollados, y el total desconocimiento inicial
llevd a la toma de medidas urgentes y en algunos casos extremas. En varios lugares se
decreté la cuarentena obligatoria y se restringié la movilidad tanto dentro de las naciones
como entre ellas. La pandemia tuvo un impacto significativo en la salud publica si, pero
también tuvo un impacto no menor a nivel econdémico y social. Durante la pandemia por
COVID-19, que en algun momento se creia iba a durar unos meses, vivimos todo tipo
de situaciones, desde las mas extremas a las mas esperanzadoras. En el medio de la
incertidumbre vimos a la comunidad organizarse para afrontar la situacion, con el
conocimiento cientifico y el desarrollo tecnolégico avanzando a una velocidad inaudita.
Al Uruguay los primeros casos llegaron un poco mas tarde y a pesar de la incertidumbre
inicial, el trabajo en conjunto y la conciencia social hicieron que tuviéramos una primera
ola de COVID-19 leve, comparado con otros paises del mundo, sin necesidad de recurrir
a medidas extremas. Con el ingreso de la variante P.1 (gamma) a principios de 2021
sufrimos un aumento significativo en el nUmero de casos, en el umbral de la llegada de
las primeras vacunas contra COVID-19 al pais. La llegada de las vacunas y el rapido
avance y alcance de la campafia de vacunacién permitié un transito lento hacia la
normalidad. Recién el 5 de mayo de 2023 la Organizacion Mundial de la Salud decreté
el fin de la emergencia sanitaria, pero es imposible saber por cuanto tiempo seguiremos

sintiendo los efectos que dejé este evento en todos nosotros.

1.1 SARS-COV-2 Y COVID-19

Los coronavirus (CoV) son una familia diversa de virus envueltos con ARN simple hebra
de polaridad positiva. Infectan humanos, mamiferos y algunas especies de aves,
incluidos ganado y animales de compaifiia, por lo que representan un desafio, no solo
para la salud publica, sino también en el ambito veterinario y productivo. La familia
Coronaviridae se especifica mas en la subfamilia Orthocoronavirinae, que consiste en
cuatro géneros: alfacoronavirus, betacoronavirus, gamacoronavirus y deltacoronavirus’.

Mientras que los alfacoronavirus y betacoronavirus infectan exclusivamente mamiferos,
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los gamacoronavirus y deltacoronavirus tienen un rango mas amplio de hospederos”.
Las infecciones por coronavirus en humanos y animales generalmente causan

enfermedad respiratoria o entérica.

Algunos coronavirus humanos (HCoV), como ser el HCoV-299E, HCoV-NL63, HCoV-
0OC43 y HCoV-HKU, son conocidos por circular desde hace tiempo en la poblacién
causando infecciones estacionales y usualmente leves del tracto respiratorio, asociadas
con los sintomas del resfrio comun. En contraste, el coronavirus del sindrome
respiratorio agudo (SARS-CoV o SARS-CoV-1) surgido en 2002 en paises del sudeste
asiatico, y el coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV)
aparecido en 2012, los dos betacoronavirus, surgieron en el humano causando
enfermedad respiratoria en algunos casos fatal, lo que convirti6 a los coronavirus

emergentes en una nueva causa de preocupacion para la salud publica en el siglo XXI.

1.1.1. Caracteristicas generales del SARS-CoV-2

A finales de 2019 un nuevo HCoV, designado coronavirus 2 del sindrome respiratorio
agudo (SARS-CoV-2) emergio en la ciudad de Wuhan, China, causando un brote de
neumonias virales atipicas. Siendo un virus altamente transmisible, la enfermedad
causada por el SARS-CoV-2, llamada COVID-19 (por “COronaVirus Disease 2019”), se
propago rapidamente en todo el mundo, sobrepasando ampliamente al SARS y MERS,
tanto en niumero de personas infectadas como en expansién geografica de la epidemia,

representando un enorme desafio para la salud publica global.

Existe considerable controversia en torno al origen del SARS-CoV-2. El descubrimiento
de diversos coronavirus de murciélago cercanamente emparentados a este virus sugirid
que estos animales podrian constituir su reservorio. Sin embargo, la divergencia entre
el SARS-CoV-2 y los coronavirus de murciélago representarian mas de 20 afios de
evolucién secuencial, insinuando que probablemente representen precursores
evolutivos, pero no sean el progenitor directo de este virus?. Ademas de los murciélagos,
los pangolines son otro posible hospedero de la fauna silvestre vinculado al SARS-CoV-
2. El dominio de union al receptor (RBD, receptor binding domain) de los coronavirus de

los pangolines de Guangdong es altamente similar al de SARS-CoV-2, en particular, el

13




“Abordaje sistémico de la respuesta inmune mediada por anticuerpos contra el SARS-CoV-2"

motivo de unién al receptor (RBM o receptor binding motif), parte del RBD de estos virus,
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Figura 1. Caracteristicas generales del SARS-CoV-2. A- Organizacion del genoma de SARS-CoV-2 en
marcos abiertos de lectura (ORF) y principales proteinas virales codificadas en estos. B- Estructura general
del virién. Se muestra la organizacion de la proteina S y su estructura tridimensional, destacando el RBD,
dominio responsable de la interaccién con el receptor celular ACE2. Figura adaptada de Mistry et al. 20223

en BioRender.com.

tiene solo una variacién aminoacidica con respecto al del SARS-CoV-2*. Sin embargo,

dadas las caracteristicas de la infeccidon en estos animales no existe informacion

suficiente como para identificarlos de manera definitiva como los hospederos
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intermediarios. Ademas de la fauna silvestre, se ha investigado la susceptibilidad de
animales domésticos y experimentales a la infeccion por el SARS-CoV-2. Un estudio
demostré que el virus se replica de manera eficiente en gatos y en el tracto respiratorio
superior de hurones, mientras que perros, patos, cerdos y pollos no serian susceptibles
al SARS-CoV-2°. También se reporto la infeccion de visones, y en perros convivientes
con casos humanos de COVID-19%7. Se ha sugerido que el SARS-CoV-2 se podria
haber originado en un laboratorio de investigacion desde donde se habria diseminado,
extremo este que ha sido investigado por expertos de la Organizacion Mundial de la

Salud (OMS) sin poder llegar a conclusiones claras.

El SARS-CoV-2 comparte un 79% de identidad de secuencia con el SARS-CoV y un
50% con el MERS-CoV® Su organizaciéon gendmica es compartida con otros
betacoronavirus, con seis marcos abiertos de lectura (ORF) funcionales, ordenados de
5 a 3’ en: replicasa (ORF1a/ORF1b), spike (S), envoltura (E), membrana (M) y
nucleocapside (N), los ultimos cuatro codifican para las principales proteinas
estructurales del virus (Figura 1-A). Ademas, se han identificado siete ORF putativos
codificantes para proteinas accesorias intercalados entre los genes estructurales®. El
gen replicasa comprende dos tercios del genoma viral desde el extremo 5’ y codifica
para una poliproteina larga (pp1ab), la cual es escindida proteoliticamente en 16
proteinas no estructurales (NSP), involucradas en la transcripcion y replicacion del virus®
(Figura 1-A).

De las cuatro proteinas estructurales, el SARS-CoV-2 comparte mas de un 90% de
identidad de secuencia con el SARS-CoV, salvo para la proteina S donde divergen, con
un 77% de similitud'. La proteina S de SARS-CoV-2 tiene un tamario total de 1273 aa,
y esta conformada por dos subunidades, S1, donde se encuentra el RBD, y S2. Una
particularidad de esta proteina comparada con las proteinas S de otros coronavirus es
la insercion de cuatro residuos aminoacidicos (PRRA) en la union entre las subunidades
S1y S2". Esta insercion genera un sitio de escision polibasico (RRAR) que permite el
corte eficiente por furina, y otras proteasas'. Un estudio estructural sugiere que este
sitio de corte por furina podria reducir la estabilidad de la proteina y facilitar la adaptacion

conformacional que es necesaria para la union del RBD a su receptor'® (Figura 1-B).
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El SARS-CoV-2 usa como receptor celular la enzima convertidora de angiotensina 2
(ACE2)'. La subunidad S1 de la proteina S del coronavirus se puede dividir en dos
dominios funcionales, el dominio N terminal y el dominio C terminal. Analisis
estructurales y bioquimicos identificaron una region de 211 aa (aminoacidos 319-529)
en el dominio C terminal de la subunidad S1 como el RBD, el cual tiene un rol clave en
la entrada del virus a las células y es blanco de anticuerpos neutralizantes'*'5. Dentro
de este, el RBM media el contacto directo con el ACE2 (Figura 1-B). Como
profundizaremos mas adelante, también en esta region es donde se concentran la
mayor parte de las mutaciones presentes en las variantes virales. Los andlisis realizados
indican que las diferencias estructurales en el RBD de SARS-CoV-2 hacen que tenga
una afinidad de unién por ACE2 mayor que el SARS-CoV'"". Similar a lo que ocurre
con otros coronavirus, el SARS-CoV-2 necesita del procesamiento proteolitico de la
proteina S para activar la ruta endocitica y permitir la entrada del virus a la célula. Se ha
demostrado que proteasas del hospedero, incluidas la serina proteasa transmembrana
2 (TMPRSS2), catepsina L y furina, participan de este proceso'®2°, Datos de
secuenciacion de célula unica mostraron que TMPRSS2 se co-expresa con ACE2 en
células epiteliales nasales y en células de la transicidn secretora/ciliada a nivel
bronquial, lo que explicaria en parte el tropismo tisular del SARS-CoV-22'22, Analisis
estructurales revelaron que el RBD de la proteina S del SARS-CoV-2 se encuentra
principalmente en una conformacioén “hacia abajo” (o “down conformation” en inglés) lo
cual podria no favorecer la union al receptor, pero si ser Util para evadir al sistema

inmunologico’™.

Luego de unirse al receptor, el genoma viral del SARS-CoV-2 puede atravesar la
membrana plasmatica de la célula por dos mecanismos de entrada diferente: (1) la via
de fusion de membranas y (2) la via endocitica?®. La via de fusion de membranas
involucra el clivaje de la proteina S en el limite S2’ por la proteasa celular TMPRSS2,
seguido de la disociacion de la subunidad S1, dejando expuesta a S2. A través de un
mecanismo altamente conservado dentro de la familia de los coronavirus, y compartido
con la proteina gp41 del Virus de la Inmunodeficiencia Humana-1 (HIV-1), el dominio S2
se despliega para adoptar su conformacién de post fusién dentro de la membrana
plasmatica de la célula hospedera?*2?5. La proteina S en estado de post fusion une
entonces, por un proceso que no esta del todo elucidado estructuralmente, las dos
membranas, llevando a la fusién. Por otra parte, la via endocitica tardia no depende del
clivaje por TMPRSS2, sino que explota el proceso de endocitosis celular. La union

prolongada del virus al exterior de la célula gatilla la endocitosis dependiente de receptor
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de la particula viral. La particula es invaginada dentro de un endosoma, la acidificacion
de este compartimiento activa a Catepsina L y otras proteasas celulares, que escinden
la proteina S resultando finalmente en la fusion de la membrana viral y endosomal?.
Estas dos vias de entrada culminan con el depésito del genoma viral en el citosol para

su posterior replicacion (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de infeccion celular del SARS-CoV-2. Se sefalan los pasos centrales del ciclo
replicativo del virus SARS-CoV-2 en el interior de una célula blanco. Imagen adaptada con
BioRender.com.

La traduccion inicial del genoma del SARS-CoV-2 por los ribosomas celulares ocurre en
el citoplasma?®?’. A partir de las primeras dos terceras partes del genoma se traducen
dos poliproteinas largas (pp1a y pp1ab) que codifican para 16 NSP individuales?’, varias
de las cuales tienen como funcion ser parte del complejo de replicacion-transcripcion
(RTC), responsable de la sintesis del ARN viral® (Figura 2). Estas proteinas no
estructurales son escindidas por las proteasas virales. Los pasos restantes de
replicacion requieren una reorganizacion espacial extensiva del citoplasma para
secuestrar la sintesis del ARN junto con los organelos de replicacion viral?®®. Esta
segregacion tiene como beneficios concentrar la maquinaria de replicacion y, ademas,
proteger a los intermediarios de este proceso, como el ARN doble hebra, de ser

reconocido por sensores celulares de la inmunidad innata.
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La formacion del virion completo de SARS-CoV-2 requiere que todos los componentes
del genoma y la envoltura se ensamblen al mismo tiempo y en el mismo lugar.
Numerosos estudios de microscopia de alta resolucion mostraron que los viriones brotan
dentro del lumen del compartimiento intermediario ER-Golgi (ERGIC)?*%. La
oligomerizacién y asociacién de la proteina M con el complejo viral formado por la
proteina N y el ARN y las proteinas E y S dirige el ensamblaje, la curvatura de
membrana, y el eventual brotamiento de particulas virales dentro del ERGIC*°. Una vez
que todos los componentes del virion estan ensamblados, la fase final del ciclo de
replicacion del SARS-CoV-2 implica la liberacion de las particulas virales al ambiente
extracelular. Los viriones empaquetados en el ERGIC son llevados a la membrana

plasmatica por la via de la exocitosis lisosomal®' (Figura 2).

1.1.2. Infeccién por SARS-CoV-2

La patogénesis de la infeccion por SARS-CoV-2 en humanos se manifiesta desde
sintomas leves a fallo respiratorio grave. El SARS-CoV-2 se transmite principalmente
por contacto cercano con las secreciones respiratorias de individuos infectados, a través
de aerosoles, gotas respiratorias y superficies contaminadas. EI RO (numero
reproductivo basico) es utilizado como forma de medida para estimar la capacidad de
propagacion de una enfermedad infecciosa. Se estima que para el SARS-CoV-2 el RO
varia entre 2 y 3%, lo que significa que una persona infectada puede transmitir el virus
a entre dos y tres personas en promedio en una poblacién susceptible, considerandose
un valor relativamente alto comparado con otros patégenos que causan enfermedades
infecciosas. Es importante tener en cuenta que este valor puede variar en funcién de
diversos factores como la variante viral, la regién geografica y las medidas de

prevencion y control implementadas.

La principal via de ingreso del virus al organismo es por la via respiratoria mediante la
inhalacion de particulas virales contenidas en goticulas o aerosoles respiratorios que
son expulsados por los individuos infectados cuando hablan, tosen, estornudan o
simplemente respiran®. Ademas de la via respiratoria, otras posibles vias de
transmision del SARS-CoV-2 incluyen la via conjuntival y la via oral**, aunque su
contribucién global a la transmision del virus aun esta bajo investigacion. Una vez que

el virus ingresa al organismo, se une principalmente a las células del tracto respiratorio
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superior e inferior y comienza a replicarse. Posteriormente, puede migrar por las vias
aéreas e infectar las células epiteliales alveolares de los pulmones®. La rapida
replicacién del virus en los pulmones puede gatillar una potente respuesta inmunolégica.
Esta respuesta puede desencadenar la denominada tormenta de citoquinas, la que a su
vez es causa del sindrome de distrés respiratorio agudo y falla respiratoria, considerado
la principal causa de muerte en pacientes con COVID-19. Pacientes de edad avanzada
(>60 afios) y con enfermedades preexistentes serias (Enfermedad Pulmonar Obstructiva
Cronica, Miocardiopatia, Diabetes Mellitus, Obesidad, Cancer, Inmunocomprometidos,
etc.) tienen un riesgo aumentado de desarrollar sindrome de distrés respiratorio y de
muerte®. También ha sido descrito el fallo organico multiple en algunos casos de
COVID-19. Los cambios histopatoloégicos en pacientes con COVID-19 ocurren
principalmente en los pulmones. Andlisis histopatolégicos muestran dafio alveolar difuso
bilateral, formaciéon de membrana hialina, descamacién de neumocitos y depésitos de

fibrina en los pulmones de pacientes con COVID-19 severo.
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Figura 3. Evolucion de la carga viral en el transcurso de la infeccion por SARS-CoV-2. Segun
diferentes estudios, el periodo de incubacion de la variante ancestral del SARS-CoV-2 se estima entre 4,6
y 6,4 dias. En promedio, los sintomas persisten durante 10 dias. El ARN viral puede detectarse antes de la
aparicion de los sintomas, alcanza su punto maximo alrededor del inicio de los sintomas y luego disminuye
gradualmente. La mediana de eliminacion del ARN es de 16 dias después de la aparicion de los sintomas.
Los titulos de virus infecciosos son mas altos alrededor del inicio de los sintomas, pudiendo aislarse hasta
8 0 10 dias después del inicio de los sintomas. EI ARN se puede detectar durante periodos mas prolongados
mediante PCR en tiempo real, cuando el virus infeccioso ya no es detectable, demostrandose que la
deteccion del virus mediante pruebas rapidas de deteccién de antigenos (Ag-RDT) tiene una mejor
correlacion con la infecciosidad. Los gradientes reflejan la variabilidad entre individuos (un tono mas claro
hacia el final de la infeccion muestra que se siguen detectando cargas virales en algunos individuos, pero
no en todos). La linea discontinua gris marca la infeccion inicial, las lineas discontinuas azules marcan el
periodo positivo de la PCR y las lineas discontinuas rojas marcan la positividad de Ag-RDT. Figura tomada
de Puhach et al. 20223,

Individuos de todas las edades son susceptibles a la infeccion por SARS-CoV-2, con

una media de edad de alrededor de 50 afios. Sin embargo, las manifestaciones clinicas
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difieren con la edad. En general, hombres de edad avanzada (>60 afios) con
comorbilidades son mas propensos a desarrollar enfermedad respiratoria severa que
requiera hospitalizacion o incluso lleve a la muerte, mientras que la mayoria de la
personas jévenes y nifios tienen Unicamente sintomas leves o son asintomaticos®®. Los
sintomas mas comunes de la infeccién son fiebre, fatiga y tos seca. Menos comunes
son produccion de esputo, dolor de cabeza, hemoptisis, diarrea, anorexia, dolor de
garganta, dolor en el pecho, escalofrios, nduseas y vomitos. También se han reportado
alteraciones del gusto y el olfato como consecuencia de la infeccion. Los sintomas
predominantes también se han asociado a las diferentes variantes virales, habiéndose
registrado variaciones en la presentacion clinica de la infeccion a medida del surgimiento
de estas®. En un reporte de 72314 casos en China, 81% de los casos fueron clasificados
como leves, 14% fueron casos severos que requirieron ventilacion en una unidad de
cuidados intensivos (UCI), y un 5% fueron pacientes criticos (con falla respiratoria, shock
séptico y/o disfuncién o fallo multiorganico)®. La mayoria de las personas muestran
sefales de enfermedad luego de un periodo de incubacién de 1-14 dias, siendo lo mas
comun 5 dias, y desarrollo de disnea y neumonia con una media de 8 dias desde el

comienzo de los sintomas (Figura 3).

El diagnéstico temprano ha sido crucial para controlar la expansion del COVID-19. La
deteccion mediante técnicas moleculares de la presencia del acido nucleico del SARS-
CoV-2 es la técnica patron para el diagnéstico de infeccion activa por el virus, existiendo
diversas pruebas comerciales para esto, dirigidas a los genes ORF1b, N, E o S. El
tiempo de deteccidn va desde unos minutos a varias horas dependiendo de la tecnologia
empleada. Aunque el SARS-CoV-2 puede ser detectado en una variedad de muestras
de origen respiratorio, la carga viral suele ser mas alta en muestras del tracto respiratorio
bajo. Mas recientemente las técnicas que permiten la deteccion de antigenos virales,
incluidas las pruebas Ag-RDT, también han ocupado un lugar central en el diagndstico

de la infeccion viral aguda.

1.1.3. Infeccidn por SARS-CoV-2 en individuos inmunocomprometidos

La carga viral, factores propios del individuo y la presencia de comorbilidades pueden
afectar la severidad del COVID-19%. La evidencia sugiere que algunos individuos con
alteraciones en su inmunidad, incluyendo los receptores de trasplantes de 6rganos

solidos (RTOS) y pacientes con enfermedad renal crénica (ERC), incluidos aquellos en
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dialisis, pueden tener un riesgo mayor de complicaciones y muerte debido a la infeccion
por SARS-CoV-244  Esto se atribuye a la presencia habitual de multiples
comorbilidades, al estado de inmunosupresion, natural o por uso de farmacos, y a la

respuesta reducida a la vacunacion.

Las infecciones son una causa comun de morbilidad luego del trasplante, dando cuenta
de una alta proporcién de muertes en pacientes con trasplantes funcionales. El uso de
drogas inmunosupresoras para controlar la alorreactividad y evitar el rechazo, es un
punto de preocupacion en RTOS expuestos al SARS-CoV-2. Estudios poblacionales y
de metaanalisis reportaron una mortalidad a corto plazo de 19%-31% por COVID-19 en
trasplantados renales (TR)***". Datos del registro de EE. UU. dan cuenta que el 16%
de las muertes en este grupo, en el afio 2020, son atribuibles a la COVID-194. Ademas,
una comparacion directa entre trasplantados y pacientes en lista de espera, sugiere un
riesgo mayor de enfermedad severa y muerte en los primeros*. Entre los trasplantados
hepaticos (TH), varios estudios en EE. UU. y Europa han mostrado una tasa de
mortalidad cercana al 20%, en linea con lo observado en los RTOS en general. Sin
embargo, a pesar de las consideraciones iniciales respecto a que los TH, por su estado
de inmunosupresion, podian verse impactados de manera mas severa por COVID-19,
las comorbilidades médicas no asociadas al trasplante parecen ser las que dirigen el
resultado clinico. En linea con esto, en algunos estudios comparativos, el curso clinico
de la infeccion fue similar entre trasplantados y no trasplantados cuando se compararon
cohortes cuidadosamente pareadas. Esto sugiere que el enriquecimiento en factores de
riesgo asociados a un peor desenlace de la enfermedad por COVID-19 que presentan
los RTOS tendria una influencia mayor que el estado de inmunosupresion en su alta

morbi-mortalidad frente a la infeccion.

Por el contrario, algunos estudios europeos mostraron tasas de mortalidad frente a la
infeccion por SARS-CoV-2 significativamente elevadas en el primer periodo luego del
trasplante, sugiriendo que la intensidad de la inmunosupresién podria impactar en el
desenlace de la enfermedad®®>!. Los regimenes de inmunosupresion usados en el
trasplante pueden afectar el sistema inmune a multiples niveles por lo que el tipo de
drogas utilizadas podria tener un impacto significativo en el desenlace de la COVID-19
en pacientes trasplantados. Por ejemplo, algunos trabajos sugieren la posibilidad de que
los inhibidores de calcineurina, como la Ciclosporina A y el Tracolimus, podrian no ser

perjudiciales para la evolucion clinica de la infeccidn®?, e incluso en algunos estudios se
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encontraron tasas de mortalidad reducidas en TR tratados con Ciclosporina A5*54y en
TH tratados con Tracolimus®. El uso de Ciclosporina A también se asocioé con un mejor
desenlace de la enfermedad en un estudio observacional retrospectivo®. La
Ciclosporina A tiene efectos antivirales ampliamente conocidos, y varios trabajos han
caracterizado su capacidad para inhibir la replicacion del SARS-CoV-2 en modelos
celulares relevantes. De hecho, hay varios ensayos clinicos aprobados por la FDA (Food
and Drug Administration) que estan analizando el efecto de esta droga en el desenlace
del COVID-19. Sin embargo, el uso de otros regimenes de inmunosupresioén, como el

micofenolato de mofetilo se han asociado a un peor desenlace de la enfermedad.

Ademas de los pacientes trasplantados, existen otros grupos de individuos que
presentan alteraciones de la inmunidad asociadas a la presencia de patologias de base
que podrian afectar el desenlace de la enfermedad por COVID-19. La ERC se asocia
con los fendmenos de inmunosenescencia acelerada y de envejecimiento inflamatorio,
que llevan a una activacion crénica y disfuncional del sistema inmune, y genera que
estos pacientes presenten una respuesta alterada frente a las infecciones. En la
actualidad esté claramente establecido que la ERC es un factor de riesgo preponderante
para el desarrollo de COVID-19 grave®. A su vez, el dafio renal agudo es una
consecuencia relativamente comun de la COVID-19, aumentando el riesgo de
desarrollar ERC para quienes cursan la infeccion®®. Numerosos estudios multicéntricos
alrededor del globo han documentado tasas mas altas de mortalidad a corto plazo por
COVID-19, de entre 20% y 30%, en pacientes en dialisis cronica (PDC)%-%4. Estudios
poblacionales sugieren un incremento de cuatro veces en la mortalidad comparado con
pacientes que no se encuentran en didlisis, incluso después de ajustar los datos por
factores demograficos y por la presencia de comorbilidades, que son altamente
prevalentes en pacientes en didlisis y que afectan la severidad de la enfermedad por
COVID-19, como ser: hipertension arterial, diabetes mellitus, obesidad, enfermedad
cardiovascular y bajo estatus socioeconémico®. Aunque no es simple comparar
pacientes en hemodialisis (HD) y dialisis peritoneal (DP) por las diferencias basales
entre los mismos, la severidad de la enfermedad por COVID-19 parece ser similar entre
ambos grupos®%. Los PDC con un desenlace fatal de la enfermedad presentan
periodos significativamente mas cortos entre el comienzo de los sintomas y la muerte,
lo que indicaria que no cuentan con los mecanismos adecuados para el control de la
infeccion en etapas tempranas®-"". En Uruguay, mientras que la mortalidad por COVID-

19 en la poblacién general fue del 1,6% de los pacientes infectados, en los pacientes
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con ERC pertenecientes al programa de salud renal la mortalidad global fue de 9,3%, y

de 21% para los PDC"?, valores similares a los reportados internacionalmente.

Los resultados aparentemente contradictorios en cuanto al impacto de la enfermedad
por COVID-19 en pacientes inmunosuprimidos y el efecto del uso de drogas
inmunosupresoras, pueden atribuirse, al menos parcialmente, a las caracteristicas
propias de la enfermedad, donde una respuesta inmunitaria disminuida puede ser
perjudicial para controlar la replicacion viral en etapas iniciales, pero beneficiosa para
evitar la inflamacion exacerbada que caracteriza las formas graves de la enfermedad en
etapas tardias. De hecho, el control de la replicacién viral y la eliminacion del virus es
un punto de especial preocupacion en los pacientes inmunosuprimidos que cursan la
infeccion por SARS-CoV-2.

Usualmente, los individuos inmunocompetentes dejan de presentar sintomas por
COVID-19 a los 5-10 dias de comenzar a cursar la enfermedad. El cultivo viral es la
técnica definitiva para determinar la presencia de particulas virales infectivas en una
muestra. Sin embargo, dadas las dificultades asociadas a este procedimiento, otras
aproximaciones diagnosticas como la PCR a partir de exudado nasofaringeo, han sido
utilizadas para estimar la carga viral de SARS-CoV-2. Aunque la PCR evidencia
particulas virales tanto infectivas como no infectivas, el ciclo de amplificacién puede ser
empleado para estimar la carga viral en muestras longitudinales de un mismo
individuo™74. Con este abordaje, se estimé que un 58%-83% de los individuos sanos
eliminaron el virus para el dia 28 desde el comienzo de sintomas, con una media de 7-
12 dias para presentar carga viral indetectable’ (Figura 3). Sin embargo, en individuos
con diversas formas de desregulacién inmunolégica la ventana de liberacién de
particulas virales, incluso de particulas infectivas, puede persistir por meses, con una
media de 20 dias’®. Los pacientes con ERC, en particular los PDC, presentan de manera
caracteristica un retraso en la eliminacion del virus luego de la resolucion clinica de la
infeccion por SARS-CoV-27"7°. La media de tiempo entre la admisién y un resultado por
PCR negativo es de 18 dias para los pacientes con enfermedad renal, siendo la funcion
renal disminuida un predictor independiente del tiempo transcurrido para la eliminacion
viral”®. También se ha reportado que una proporcion relativamente alta de TR pueden
liberar particulas virales infectivas por un periodo de hasta tres semanas luego del
comienzo de la infeccion®. Este retraso para eliminar el virus en pacientes

inmunosuprimidos tiene implicancias relativas no solo al contagio de la enfermedad y la
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necesidad de periodos de aislamiento mayores, sino también a la posibilidad del
surgimiento de variantes virales.

1.1.4. COVID-19 en Uruguay

Desde el reporte de los primeros casos de COVID-19 en noviembre de 2019 en China,
hasta noviembre de 2023, se han reportado a nivel mundial mas de 772 millones de
casos y casi 7 millones de muertes®’, cifras que pueden ser superiores teniendo en
cuenta las dificultades de testeo y reporte en algunos lugares, y en ciertos periodos de
tiempo, en el transcurso de la pandemia.

Casos totales de COVID-19 y evolucién temporal del nimero de casos
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Figura 4. Casos totales de COVID-19 y muertes asociadas. Se muestra el numero total de casos de
COVID-19 y muertes acumuladas a febrero de 2022 en el mundo. Se compara la evolucion temporal en
esto parametros en Uruguay (azul), con lo registrado en EE. UU. (negro) y la Unién Europea (naranja) por
millén de habitantes. Figuras generadas en https://ourworldindata.org/ en febrero de 2023.

Los primeros casos de infeccion por SARS-CoV-2 en Uruguay fueron confirmados el 13
de marzo de 2020 por parte del Ministerio de Salud Publica (MSP)%2. Se trat6 de
personas que ingresaron al pais entre el 3y 7 de marzo de 2020 provenientes de Europa
y presentaron sintomas leves de la enfermedad®. Ese mismo dia se decreto el estado

de emergencia sanitaria nacional®, el cual fue levantado por el gobierno en abril de
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2022. Durante el afio 2020 el pais no experimentd grandes olas de contagios, sino que
la epidemia se caracterizo por brotes, con una estrategia de contencion basada en el
testeo, rastreo de contactos y aislamiento, destacada a nivel mundial®. A finales de
2020 comenzaron a aumentar los contagios, registrando un récord de casos, muertes y
una positividad en el testeo de 14,29% el 10 de enero de 2021. Durante algunas
semanas de abril y mayo de 2021 Uruguay se convirtié en uno de los paises con mayor
indice de contagios y muertes del mundo (Figura 4). Como se mencionara mas adelante,
este periodo coincidié con el desarrollo de la campafa nacional de vacunacion masiva
contra COVID-19. El 27 de diciembre de 2021 el MSP confirmé los primeros casos de
la variante omicron en el pais®®, a lo que siguié una nueva ola de contagios. Al 20 de
mayo de 2023 se registraban un total de 1.038.744 casos confirmados de COVID-19

acumulados en Uruguay y 7634 muertes asociadas a la enfermedad®®.

1.1.5. Variantes virales del SARS-CoV-2

Variantes y mutantes del SARS-CoV-2 han emergido en el transcurso de la pandemia
debido a diversos factores, como ser: la evolucion y adaptacién del virus al hospedero,
factores ambientales, mutaciones gendmicas involucrando inserciones y deleciones, y
eventos de recombinacién a nivel del genoma viral®. Unas pocas de estas variantes han
tenido la capacidad de esparcirse rapidamente a varios paises del mundo provocando
las diversas olas de COVID-19 que han caracterizado la pandemia. Dependiendo del
grado de variacion gendmica y adaptacion, estas variantes pueden tener una mayor
transmisibilidad y/o causar una enfermedad mas grave, con mayor mortalidad®’. Incluso
se ha visto limitada la eficacia de las vacunas y terapias disponibles actualmente,
determinando nuevas infecciones en individuos vacunados o recuperados de
infecciones previas, y dificultando enormemente lograr una inmunidad de rebafo
esterilizante®. Una amplia red de instituciones y expertos han monitoreado la evolucion
del SARS-CoV-2 a nivel mundial desde enero de 2020%. A final de 2020, la aparicion
de variantes que implicaban un aumento del riesgo para la salud publica global llevé a

la caracterizacion de variantes virales especificas.

Las variantes emergentes del SARS-CoV-2 son clasificadas en cuatro categorias por el
Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) de EE. UU.%: variantes de
preocupacion (VOC, por “variant of concern”), variantes de interés (VOI, por “variant of
interest”), variantes bajo monitoreo (VBM, “variant being monitored”), y variantes de alta
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consecuencia (VOHC, “variant of high consequence”). La OMS distingue tres de estas
categorias, VOC, VOI, y VOHC, y a principio de afio agregd una nueva categoria a la
que llamé “Subvariantes Omicron Bajo Monitoreo”®. Esta clasificacion se basa en la
predominancia de determinada variante a nivel regional, y el impacto potencial o
conocido del conjunto de mutaciones que presenta en los métodos diagnésticos, la
efectividad de las medidas de prevencion y terapéuticas disponibles, la severidad de la
enfermedad generada y la capacidad de la variante de transmitirse de persona a
persona. Dada la continua evolucion del SARS-CoV-2 y el conocimiento del impacto de
las variantes en la salud publica, las mismas pueden ser reclasificadas basado en sus
atributos y su prevalencia, también puede haber diferencias en la clasificacion
dependiendo de la situacion particular en una determinada region. Una VOC se define
como aquella que cumple con los criterios de VOI y ademas se ha demostrado su
asociacion con alguno de los siguientes cambios, a un nivel de significancia para la salud
publica global: i) aumento de la transmisibilidad o cambio en detrimento de la
epidemiologia del COVID-19, ii) aumento en la virulencia o cambios en la manifestacion
clinica de la enfermedad o, iii) disminucion en la efectividad de las medidas de salud

publica o sociales, o de los métodos diagndsticos, vacunas y terapias disponibles®.

Al 22 de febrero de 2023 la unica variante de SARS-CoV-2 catalogada como VOC era
Omicron (B.1.1.529) incluidas BA.1, BA.2, BA.3, BA.4 y BA.5 y los linajes descendientes,
mientras que dentro de las VOC que circularon previamente se incluyen las variantes
Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P.1) y Delta (B.1.617.2)¥ (Figura 5). La
sustitucion D614G fue una de las primeras modificaciones en la proteina S detectada y
rapidamente predominé en todas las variantes surgidas en el mundo. Aunque las
variantes con esta modificacion mostraron ser mas infecciosas®-%, la neutralizacién
mediada por el plasma de individuos convalecientes continué siendo efectiva®%. La
variante Alfa fue descrita por primera vez a finales de setiembre de 2020 y rapidamente
se convirtié en la variante predominante en el Reino Unido%. Por su parte, la variante
Beta, detectada en octubre de 2020, se convirtié en la variante dominante durante la
segunda ola de COVID-19 en Sudafrica®. De manera similar, la variante Gamma fue
encontrada en enero de 2021 en cuatro individuos brasileros que viajaban a Japon® y
fue la responsable por el resurgimiento de infecciones en la ciudad de Manaos, a pesar
de los altos niveles de infeccion registrados previamente en esta ciudad®®. La variante
Delta, detectada inicialmente en diciembre de 2020, fue responsable de un crecimiento
masivo de casos, dando lugar a la segunda ola de COVID-19 en India'® " y nuevas

infecciones en multiples lugares de EE. UU'®2. Por Gltimo, la variante Omicron, ultima en
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ser designada como VOC por la OMS'®, fue detectada en noviembre de 2021 por
laboratorios de vigilancia gendmica de Sudafrica y encontrada en varios paises del
mundo (Figura 5).

SARS-CoV-2
Variants of Concern

Alpha Variant (B.1.1.7)

Detected in the United . N521Y
Kingdom in September *3 =@ 3

2020 Lo
* Beta Variant (B.1.351)
Detected in South Africa in E484 A
October 2020 * }iiq!*
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Delta Variant (B.1.617.2) . F6
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Figura 5. Variantes virales de preocupacion del SARS-CoV-2 y sustituciones aminoacidicas en el
RBD de interés por su efecto en la virulencia o evasiéon inmunolégica. La sustitucion N501Y es comun
a las cepas variantes Alfa, Beta, Gamma y Omicron. Las sustituciones E484K/Q/A y K417T/N estan
presentes en las cepas Beta, Gamma y Omicron, mientras que la sustitucién L452R es exclusiva de la
variante Delta. Imagen generada por los autores utilizando BioRender y tomada de Mistry et al. 20223

Las VOC de SARS-CoV-2 que han emergido comparten patrones comunes de
mutaciones en su proteina S pero cada variante presenta a su vez nuevas
modificaciones. Hay cuatro sustituciones aminoacidicas principales en el RBD que han
sido el foco de estudios sobre la virulencia y evasion inmunoldgica de estas variantes.
La primera es la N501Y encontrada en el sitio de unién del RBD a ACE2, comun a las
variantes Alfa, Beta, Gamma y Omicron®®. Las dos sustituciones E484K/Q/A y K417T/N
estan presentes en las variantes Beta, Gamma y Omicron, mientras que la modificacion
L452R es exclusiva de la variante Delta®. Ademas, la variante Omicron tiene entre 26 y

32 cambios aminoacidicos en la proteina S que son foco de interés. (Figura 5)
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En Uruguay también se realizé vigilancia gendmica de las variantes de SARS-CoV-2
que se encontraban circulando en el pais'®. Como se puede observar en la Figura 6, y
fuera reportado en su momento por el Grupo de Trabajo Interinstitucional de Vigilancia
de SARS-CoV-2'%, en febrero-marzo de 2021 se registro el ingreso a nuestro pais de
la variante Gamma, lo que fue atribuido a la movilidad con Brasil a través de la frontera
seca. Esta variante fue responsable de la ola de casos de COVID-19 registrada en
Uruguay entre febrero y junio de ese afio'%. En agosto de 2021 se identifico la presencia
de la variante Delta que para octubre ya habia desplazado por completo a Gamma. En
diciembre de 2021 se emitié el primer reporte de la presencia de la variante Omicron en
nuestro pais® y para febrero de 2022 ya era la predominante'’”’. Esta variante fue
responsable de una ola de casos de COVID-19, aunque, probablemente debido a la alta

cobertura vacunal, esto no se tradujo en un niumero elevado de muertes.
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Figura 6. Variantes virales de SARS-CoV-2 en Uruguay. Proporcion de variantes virales detectadas por
mes en Uruguay por el Grupo de Trabajo Interinstitucional de Vigilancia de SARS-CoV-2. Figura extraida
de https://pasteur.uy/en/news/one-year-monitoring-sars-cov-2-variants/
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1.2. RESPUESTA INMUNE FRENTE A LA INFECCION POR
SARS-COV-2

El sistema inmunitario se divide comunmente en sistema inmune innato y sistema
inmune adaptativo. Si bien ambos estan interconectados y actuan de manera
coordinada, cada uno cumple tareas particulares y esta conformado por distintos tipos
celulares. El sistema inmune innato actia como primera linea de defensa contra los
patégenos, incluido el SARS-CoV-2. La respuesta inmune innata limita la entrada,
traduccion, replicacion y ensamblado viral, ayuda a identificar y eliminar células
infectadas, y coordina el desarrollo de una respuesta inmune adaptativa rapida.
Receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) presentes en las membranas celular
y endosomal, y en el citosol responden a la presencia de patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs) gatillando respuestas inflamatorias que limitan la
infeccion y promueven la eliminacion del virus'®. Sin embargo, una activacion inmune
excesiva puede llevar a inflamacion sistémica y enfermedad grave. En respuesta al
control viral ejercido por la inmunidad los CoV han adquirido estrategias de evasién que
limitan el reconocimiento por el sistema inmune y aumentan su trasmision y

replicacion®®,

El sistema inmune adaptativo esta integrado por tres grupos celulares principales: los
linfocitos B, los linfocitos T CD4+ y los linfocitos T CD8+. La respuesta inmune
adaptativa es mas lenta que la respuesta inmune innata ya que se deben seleccionar y
expandir células especificas del virus a partir de un enorme conjunto de células By T
virgenes con especificidades diversas. A este paso inicial de seleccion le sigue otra
etapa de expansion y diferenciacion de estas células virgenes en células efectoras.
Luego de que se desencadena la respuesta inmune adaptativa se necesitan al menos
de 6 a 10 dias para generar un numero de células efectoras B (células secretoras de
anticuerpos) y T (T CD4+ colaboradoras y T CD8+ citotdxicas) suficiente para que
actuando en conjunto logren controlar y eliminar la infeccion viral. A pesar de que en la
mayoria de las personas infectadas con SARS-CoV-2 se genera una respuesta humoral
y celular robusta, hasta un 20% de los pacientes con COVID-19 muestran una respuesta
inmune adaptativa pobre. En el caso de la infeccion por SARS-CoV-2 la respuesta
inmune que se genera en respuesta al virus es particularmente relevante, ya que se

asocia de manera clara con la evolucion clinica de la enfermedad %11,

1.2.1. Respuesta inmune innata a la infeccion por SARS-CoV-2
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Las células de la inmunidad innata, incluyendo macréfagos, monocitos, células
dendriticas, neutrofilos y células linfoides innatas (ILCs) como ser las células “natural
killer” (NK), estan equipadas con un arsenal de PRRs que reconocen PAMPs o patrones
moleculares asociados a dafio (DAMPs) induciendo la activacién de vias de sefializacion
inflamatoria y gatillando respuestas inmunes. Las cinco principales familias de PRRs
comprenden: los receptores tipo Toll (TLRs), los receptores tipo RIG-I (RLRs), los
receptores tipo NOD (NLRs), los receptores tipo lectina C y los receptores tipo AIM-2108,
Al momento, varios PRRs, en particular TLRs, RLRs, NLRs e inflamasomas han sido
descritos como mediadores de la activacion de vias de sefializacion en respuesta al
reconocimiento del SARS-CoV-2""? (Figura 7). Como en la mayoria de las infecciones
virales, el primer paso crucial en la respuesta a la infeccion por CoV es la produccion de
interferones de tipo | (IFN-I) y de tipo Ill (IFN-III), asi como la activacion del fenémeno
de muerte celular programada para eliminar células infectadas. Para el SARS-CoV-2 se
han propuesto como principales PAMPs los intermediarios de replicacién basados en
ARN, que podrian ser reconocidos tanto por TLRs como como por receptores

citoplasmaticos.

En lo que respecta a los TLRs, la infeccién por un virus a ARN podria ser censada a
través del reconocimiento de ARN doble hebra, ARN simple hebra o ADN extracelulares
a través del TLR3, TLR7/8 o TLR9 (Figura 7). En este sentido, alteraciones genéticas
en el gen TLR7 se han asociado a COVID-19 grave en individuos jévenes, sugiriendo
un rol protector de este receptor en la infeccion''®'4. Por otra parte, el TLR2 estaria
involucrado en la generacioén de citoquinas proinflamatorias en respuesta al SARS-CoV-
2, siendo un posible blanco para modular la respuesta inflamatoria exacerbada durante
la infeccion'®. Se ha propuesto a la proteina E como ligando viral de este receptor,

aunque esto todavia no es del todo claro'®.

A nivel citoplasmatico el ARN simple hebra derivado del SARS-CoV-2 podria ser
detectado por RIG-I, MDA-5 y LGP2 (Figura 7). De estos receptores se ha demostrado
que MDAS5 es critico en el reconocimiento del SARS-CoV-2'"%, y LGP2 también
participaria en la respuesta antiviral, mientas que el rol de RIG-| es controversial. Luego
de su modificacion postraduccional y activacién, MDAS se transloca a la mitocondria
donde interacciona con la proteina adaptadora mitocondrial de sefnalizacién antiviral
(MAVS) para formar el MAVS senalosoma. La formacion de este complejo activa

TRAF3, TBK1 e IKK que inducen la fosforilacion del IRF3 facilitando su traslocacion al
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nucleo y la transcripcion de los genes de IFN-I e IFN-III. Los IFN producidos y liberados
actuan a través de los receptores de IFN de manera autocrina y paracrina estimulando
la transcripcion de cientos de genes de respuesta al interferén (ISG) con variadas
funciones antivirales. A modo de ejemplo, el ISG Ly6E previene la entrada del SARS-
CoV-2""7, miembros de la familia IFIT inhiben la replicacion viral y BST2 puede bloquear

la salida de viriones en lineas celulares que expresan estos ISG de manera ectopica o
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Figura 7. Respuesta inmune innata a la infeccion por SARS-CoV-2. PRRs en la superficie celular, las
membranas endosomicas y en el citosol pueden responder a los PAMP del SARS-CoV-2 para activar vias
de senalizacion de la inmunidad innata. TLR1, TLR2, TLR4 y TLR6 pueden enviar sefales a través de
MyD88 para activar las vias de sefializacion de NF-kB y MAPK para inducir la transcripcion de genes que
codifican citoquinas proinflamatorias. TLR3 y TLR4 pueden enviar sefales a través de TRIF para activar
IRF3 e inducir la expresion de IFN tipo | y tipo Ill. Fuerte evidencia experimental respalda la activaciéon de
TLR2 mediada por el SARS-CoV-2, mientras que la activacion de TLR1, TLR3, TLR4 y TLR6 se ha sugerido
mediante estudios asociativos y bioinformaticos. La sefalizacion a través de RIG-I, MDA5 y STING también
activa IRF3 y la produccion de IFN tipo | y tipo Ill. Los datos sobre la activacion de RIG-1 durante la infeccion
por SARS-CoV-2 siguen siendo contradictorios. La formacion del inflamasoma NLRP3 también puede
ocurrir en respuesta a la infeccion por SARS-CoV-2, lo que lleva a la escision de GSDMD para formar poros
de membrana y liberar IL-1B e IL-18 e inducir piroptosis. Los signos de interrogacion indican sensores que
se espera que participen en la deteccion del SARS-CoV-2 pero que no han sido validados
experimentalmente hasta la fecha. CASP, caspasa. Panel izquierdo. La induccion de la sefalizacion inmune
innata durante la infeccion por SARS-CoV-2 conduce a la produccion de citoquinas proinflamatorias. EI TNF
y el IFN-y inducen una forma de muerte celular inflamatoria llamada PANoptosis, que esta mediada por la
formacion de un complejo multiproteico llamado PANoptosoma. La PANoptosis mediada por TNF e IFN-y
puede conducir a un bucle de tormenta de citoquinas, asi como la inflamacion sistémica, la insuficiencia
multiorganica y la letalidad. Panel derecho. Figuras tomadas de Diamond et al. 202212,

La importancia de la respuesta de IFN frente a los CoV ya se habia evidenciado
previamente, la base de este fendmeno recae en que los CoV provocan una respuesta
de IFN-I sistémica que sirve para proteger a 6rganos distales de la infeccion. En
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ausencia de este mecanismo estos tejidos lejanos son mas susceptibles en presencia
de una baja carga viral lo que se traduce en un aumento de la patologia''®-'?!. Esta
dinamica se evidenci6 para la infeccién por SARS-CoV-2 al encontrarse que individuos
jovenes con mutaciones en los genes IFNAR o TLR'>'23 e individuos con
autoanticuerpos anti-IFN-1'24125 presentaban un mayor riesgo de COVID-19 grave y
muerte. A su vez, diferencias en la expresion a nivel anatémico de PRRs, IFN-I o IFN-
[, o ISGs durante la infeccién también se han asociado a la severidad de la COVID-19
de manera independiente de la edad'?6-"28, Tratamientos con IFN-I o -1l exdgenos o con
drogas que estimulen esta via se han propuesto para el tratamiento de la COVID-19 en

etapas tempranas de la enfermedad.

Por ultimo, también se ha reportado que los NLRs responden a la infeccion por el SARS-
CoV-2 induciendo la produccién de IFN-I y citoquinas proinflamatorias (Figura 7). En
este sentido, niveles elevados de IL-1f3 e IL-18 en plasma se han correlacionado con la
severidad y mortalidad de la enfermedad en pacientes con COVID-19'2130 Varios
trabajos han mostrado que el inflamasoma NLRP3 es capaz de censar la infeccién por
SARS-CoV-2, y también se ha sugerido la participacién de AIM-2 y NLRC1 en esta
respuesta’'. Dada la relevancia que tendria el inflamasoma en la patologia de la
COVID-19 también se han evaluado tratamientos anti-IL-1 para formas graves de esta

enfermedad.

La activacion de PRRs en respuesta a la infeccion por el SARS-CoV-2 estimula la
produccion concomitante de IFN y citoquinas proinflamatorias, muchas de las cuales
estan elevadas en pacientes con COVID-19 (IL-1B, IL-6, TNF, IL-12, IFN-, IFN-y, IL-
17, y otras)'32133, Estas citoquinas participan tanto en el control de la infeccion como en
el mantenimiento de la homeostasis. Sin embargo, la liberacion desregulada de
citoquinas proinflamatorias contribuye a que se desencadene la tormenta de citoquinas,
una condicion grave caracterizada por la produccion excesiva de citoquinas a través de
un proceso de muerte celular inflamatoria llamado PANoptosis'* (Figura 7). En el
contexto de la COVID-19 el TNF y el IFN-y contribuyen a la patogénesis de la
enfermedad a través de este fendmeno y anticuerpos bloqueantes de estas citoquinas
han mostrado buenos resultado en modelos animales's. La conexidén entre una
sefalizacion por citoquinas excesiva y la muerte celular inflamatoria puede explicar el
dafio multiorganico observado en algunos pacientes con COVID-19. Por ejemplo, la

evidencia sugiere que el dano estructural de la membrana de las células endoteliales

32




“Abordaje sistémico de la respuesta inmune mediada por anticuerpos contra el SARS-CoV-2"

contribuye con el inicio y propagacion del sindrome de distrés respiratorio agudo durante
la infeccién por SARS-CoV-2'%. El sindrome inflamatorio multisistémico en nifios (MIS-
C) que se ha descrito en algunos nifios con COVID-19 se caracteriza por dafio vascular,
incluida la lesién de vasos del corazon, el cual se ha propuesto estaria causado por el
TNF y el IFN-y'¥. Ademas, las vias que evitan la coagulacion pueden ser bloqueadas
por citoquinas proinflamatorias lo que explicaria algunas de las complicaciones
tromboembdlicas reportadas durante la COVID-19"%8, Otro evento caracteristico de la
inmunopatogenia de la infeccién por SARS-CoV-2 es la deplecion de centros germinales
en bazo y nodos linfaticos', lo que podria ser atribuido a la muerte celular de linfocitos
promovida por la sefializacion de citoquinas proinflamatorias. La liberacion masiva de
TNF e IFN-y puede llevar a linfopenias e inmunosupresion, de hecho, grandes
cantidades de TNF fueron encontradas en los centros germinales remanentes de
pacientes con formas graves de COVID-19. Esto puede limitar los procesos de
maduracién de la afinidad y cambio de clase de las células B, y la produccion de
anticuerpos maduros, con efectos deletéreos en la progresion de los pacientes'®140,
Ademas de estas citoquinas, niveles elevados de IL-6 se han asociado con la severidad
de la enfermedad'®213341 'y con un incremento en la proteina C reactiva (PCR) La PCR
estd vinculada funcionalmente con la activacion del complemento y el proceso
inflamatorio, y se conoce que la IL-6 juega roles duales durante las infecciones virales
con efectos patoldgicos y protectores. Por estas razones drogas con efecto
inmunomodulador capaces de disminuir la respuesta inflamatoria, incluidos el baricitinib
(inhibidor de JAK1 y JAK2)'2 y tocilizumab (anticuerpo bloqueante del receptor de IL-
6)'*%, han sido evaluados y aprobados para el tratamiento de formas graves de COVID-
19.

En conclusion, el sistema inmune innato utiliza una vasta variedad de sensores,
incluidos TLRs, RLRs, NLRs e inflamosomas, y moléculas efectoras para detectar de
manera directa o indirecta componentes del SARS-CoV-2. Esto genera que se
desencadenen eventos claves para reducir la replicacion viral y eliminar las células
infectadas de manera de evitar la diseminacién del virus, como ser la sefalizacion
mediada por IFN, la produccién de citoquinas proinflamatorias, y la muerte celular
programada. Sin embargo, aunque no abordados en esta introduccion, el SARS-CoV-2
cuenta con proteinas y mecanismos que le permiten contrarrestar las defensas innatas
del hospedador. Como complicacién adicional la activacion exacerbada de la inmunidad

se asocia a muerte celular, tormenta de citoquinas, enfermedad grave y muerte. Por lo
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que es necesario encontrar un correcto balance entre promover la actividad antiviral sin

causar una respuesta inflamatoria patoldgica.

1.2.2. Respuesta inmune adaptativa a la infeccion por SARS-CoV-2

La respuesta inmune adaptativa es importante para controlar y eliminar la mayoria de
las infecciones virales. Los tres componentes fundamentales del sistema inmune
adaptativo son las células B (fuente de anticuerpos), y las células T CD4+ y CD8+, estos
actores pueden tener funciones diferentes dependiendo de cual es el agente infeccioso
en cuestion. En la actualidad parece cada vez mas claro que estos tres compartimientos
contribuyen al control de la infeccion por SARS-CoV-2, tanto en los casos de COVID-19
leves como en aquellos que requieren de hospitalizacion (Figura 8). En respuesta a la
infeccion por SARS-CoV-2 se generan tanto anticuerpos como células T CD4+ y CD8+

especificas.
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Figura 8. Modelo en capas de proteccion por parte de la inmunidad adaptativa contra el SARS-CoV-
2. Diversos componentes de la inmunidad adaptativa con diferentes caracteristicas y ubicados en distintos
sitios anatdomicos actian como barreras para evitar, contener y eliminar la infeccion por el SARS-CoV-2
evitando en Ultima instancia el desarrollo de formas graves de COVID-19. Es probable que multiples tipos
de inmunidad adaptativa con diversos mecanismos y ubicaciones proporcionen capas de defensa contra el
COVID-19. Conceptualmente, las defensas en capas son como un “modelo de queso suizo”: aunque cada
capa es imperfecta, en conjunto hacen que sea muy improbable que el patégeno rompa todas las capas de
defensa. Grafico inspirado en el modelo de queso suizo de defensas en capas de enmascaramiento y salud
publica de lan M. Mackay. Tomado de Goldblat et al. 202244,

En lo que respecta a la respuesta de anticuerpos la gran mayoria de los individuos

infectados por SARS-CoV-2 muestran seroconversion en el periodo de 5 a 15 dias luego
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del comienzo de sintomas™5'%°, Los principales antigenos virales utilizados para
evaluar seroconversion han sido aquellos derivados de la proteina S (S, S1 o RBD), y
la proteina N. En este sentido, los titulos de IgG contra estas dos proteinas muestran
una alta correlacion. La tasa estimada de seroconversion contra la proteina S va del
91% al 99% cuando se analizan cohortes numerosas de pacientes''"'%2, Con respecto
a la cinética de generacion de anticuerpos especificos, los de tipo IgM e IgA séricos
aparecen antes que los IgG, tienen un pico entre las 2 y 5 semanas después de la
infeccién y luego decaen, aunque las IgA persistirian por mas tiempo que las IgM (Figura
9). Los anticuerpos de tipo IgG ya comienzan a ser detectables a los 8 dias luego del
comienzo de sintomas, tienen su punto maximo alrededor de las 3-7 semanas y luego
persisten en el tiempo por periodos prolongados'® (Figura 9). Varios factores, como la
edad y el sexo pueden influir en la cinética de generacion de anticuerpos. La
concentracion de todos los isotipos de anticuerpos correlaciona con la gravedad de la
enfermedad, con titulos de anticuerpos especificos mayores en aquellos pacientes que
presentaron formas mas graves de COVID-19 y mas bajos en los casos de infeccion
asintomatica''®'%4. Se ha demostrado a su vez que si bien en los casos graves de
COVID-19 se generan niveles mas altos de anticuerpos la respuesta estaria desfasada
en el tiempo'®®, lo que se ha propuesto podria explicar al menos en parte la patogenia

de la enfermedad™".

Los anticuerpos con capacidad neutralizante se desarrollan rapidamente en la mayoria
de los individuos infectados, siendo su principal blanco la proteina S, en particular, mas
de 90% de los anticuerpos con capacidad neutralizante se dirigen contra el RBD'°
mientras que algunos otros tienen como objetivo la regién NTD'®. Estos anticuerpos
neutralizantes son producidos por células B con una amplia gama de genes V, tanto de
cadena pesada como de cadena liviana, y no muestran evidencia de presentar una
hipermutacion somatica destacada’-'*°. Todo esto indicaria que el desarrollo de
anticuerpos neutralizantes contra el SARS-CoV-2 es un proceso relativamente simple
ya que no requiere de que necesariamente atraviesen el proceso de maduracion de la
afinidad. Los datos disponibles sefialan ademas que esta respuesta de anticuerpos
neutralizantes se desarrollaria a partir de células B virgenes y no de células B memoria
preexistentes'®’. A pesar de todo esto, el titulo de anticuerpos neutralizantes circulantes
contra el SARS-CoV-2 es relativamente bajo en una fraccion de pacientes recuperados
de COVID-19, siendo menor en aquellos que cursaron una infeccion leve o
asintomatica'21%%161 | a potencia de los anticuerpos neutralizantes ha mostrado ser un

predictor de supervivencia en pacientes con COVID-19, y se ha demostrado que la
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presencia de estos anticuerpos debido a una infeccion previa proporcionaria proteccion
frente a una nueva infeccion por la misma variante viral'®>'%3, Los individuos que cursan
enfermedad grave muestran niveles mas altos de IgM e IgG especificas de la proteina
N que, si bien es poco probable que tengan efectos neutralizantes directos contra el
virus, podrian ejercer proteccidon mediante funciones efectoras indirectas mediadas por
su fragmento cristalizable (Fc). Recientemente se ha descrito que los pacientes con
COVID-19 grave tienden a tener una firma serolégica especifica que incluye un nivel
elevado de anticuerpos IgG con una region Fc especifica afucosilada'®%5. Esto
mediaria una interaccion aumentada al receptor FcyRIlla, lo que conduciria a una mayor

secrecion de citoquinas con efecto patoldgico.
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Figura 9. Cinética de generacion de anticuerpos en la infeccion por SARS-CoV-2. Los pacientes
recuperados de COVID-19 muestran anticuerpos especificos con actividad neutralizante contra el SARS-
CoV-2, lo que se correlaciona positivamente con la gravedad de la enfermedad. La mayoria de los pacientes
muestran respuestas de anticuerpos de inmunoglobulina (Ig)A, IgG e IgM especificas del SARS-CoV-2 poco
después de la infeccion que persisten durante semanas o meses. Figura tomada de Koch et al. 202168

La falta de ensayos serologicos estandarizados y las diferencias en las caracteristicas
de los pacientes estudiados ha dificultado analizar de manera sisteméatica la persistencia
en el tiempo de anticuerpos especificos luego de la infeccion. Sin embargo, ha emergido
cierto consenso respecto a que los anticuerpos dirigidos contra la proteina N decaerian
mas rapido que aquellos especificos para la proteina S o el RBD, mostrando que estos
ultimos permanecen detectables por hasta 13 meses luego de la infeccion y con

modelos que sugieren que podrian persistir incluso por afios'2'67-1¢ Sj bien una
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actividad neutralizante sostenida seria mas relevante para la proteccion que la presencia
de anticuerpos capaces de unirse al virus, se ha demostrado que ambos parametros

correlacionan muy bien entre si'52168,

Se han identificado anticuerpos contra el SARS-CoV-2 en la orina, las heces, las
secreciones de las vias respiratorias superiores e inferiores y en el esputo. Aunque el
papel de la inmunidad de las mucosas no se ha estudiado tan exhaustivamente como
el de la inmunidad sérica, es probable que sea importante tenerla presente para disefar
racionalmente vacunas que proporcionen una maxima proteccion contra patégenos que
ocupan estos sitios anatomicos. En este sentido, se estudiaron a pacientes pediatricos
y adultos con COVID-19, mostrando que la presencia de IgA especifica para la proteina
S en el liquido del revestimiento epitelial nasal se correlacionaria inversamente con la
gravedad de la enfermedad; aquellos con enfermedad leve tienen titulos mas altos de
anticuerpos IgA neutralizantes dentro de la primera semana de la enfermedad'".
También se le ha asignado un rol protector a la IgA sérica, mostrando que aquellos
trabajadores de la salud que no contraian COVID-19 presentaban un titulo mayor de IgA

anti-S'"".

Las células B memoria no secretan anticuerpos de manera activa, sino que permanecen
quiescentes, pero se ha propuesto que pudiesen jugar un rol protector contra la infeccién
por SARS-CoV-2 a través de varios mecanismos'®"'72, Se ha demostrado que la
frecuencia de células B memoria y los titulo de anticuerpos especificos muestras
cinéticas diferentes en respuesta al SARS-CoV-2'6". Los anticuerpos son mas eficaces
en el momento de la exposicion que después de la exposicion; sin embargo, es posible
que las células B de memoria reaccionen y comiencen una respuesta de anticuerpos en
un plazo de 3 a 5 dias, lo que estaria dentro de un marco temporal probablemente
valioso para limitar la propagacion del virus SARS-CoV-2 dentro del cuerpo y reducir la
probabilidad de sufrir COVID-19 severa.

La respuesta inmune celular ha evolucionado para reconocer y controlar patdégenos
intracelulares. Durante la infeccion por SARS-CoV-2 una respuesta inmune celular
coordinada es esencial para controlar la enfermedad’. El desarrollo temprano de una
respuesta de células T CD8+ citotoxicas, que tipicamente se observa a los 7 dias desde

el comienzo de sintomas y tiene un pico a los 14 dias, se correlaciona con una
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eliminacion efectiva del virus y formas leves de la enfermedad "7, En una proporcion
importante de pacientes con COVID-19 se observa una profunda linfopenia en sangre,
que se correlacion con un mayor riesgo de enfermedad grave'”. Esto lleva a un perfil
particular de respuesta donde coexisten la pérdida de hasta el 80% de las células T
periféricas con una intensa proliferacion de aproximadamente un 20% de células T
CD8+'22.176_E| control viral efectivo se asocia con un fenotipo de células T CD4+ de tipo
[, y una expresion alta de moléculas efectoras por las células T CD8+'74'77_ Sin embargo,
una activacion excesiva puede ser deletérea, de hecho, niveles excesivamente altos de
marcadores de activacion de células T se han asociado a un peor pronostico'®. La
expresion de PD-1 y Tim-3 que si bien son potenciales marcadores de agotamiento
funcional también pueden reflejar una activacion en curso, se han asociado a la
progresion de la enfermedad'”®. Este patrén de activacion extrema de células T durante
la infeccién aguda por SAR-CoV-2 ha llevado a preguntarse si esta respuesta no estaria
contribuyendo a la inmunopatologia de la enfermedad. En infecciones asintomaticas se
observa un balance entre la produccion de IL-10 y citoquinas inflamatorias en las células
T especificas, con una polarizacién hacia estas Uultimas en la enfermedad

sintomatica. 79180

En la mayoria de los individuos infectados se desarrollan células T especificas del virus,
pero se ha demostrado que esta respuesta es mas alta en aquellos que presenta una
infeccion inicial mas severa'®'. La magnitud de la respuesta de células T CD4+ y CD8+
se correlaciona para la mayoria de las proteinas virales, aunque algunas como la nsp12
inducen una respuesta de células T CD8+ mas débil probablemente reflejando
mecanismos de presentacion de antigeno diferentes'®?. En el caso de la células T
especificas de la proteina S en su mayoria son de tipo CD4+ sirviendo de soporte para
la generacion de anticuerpos, de hecho, las células T colaboradoras foliculares (Thf)

correlacionan con la inmunidad humoral en la fase de memoria'83184,

El desarrollo de células T memoria especificas del SARS-CoV-2 y su persistencia en el
tiempo es un punto de interés. Las células T CD4+ memoria se caracterizan por un perfil
polifuncional caracterizado por altos niveles de IL-2 y una produccion de IFN-y menor
que la observada frente a otros virus respiratorios'®. También se ha descrito la
presencia de células T CD8+ memoria. Es esperable que estas células especificas se
mantengan por varios afos, aunque esto podria depender de la gravedad inicial de la

infeccion'®, si se ha establecido que una respuesta inmune celular robusta persiste por
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al menos 6 meses y se ha estimado una vida media de 200 dias para las células T
especificas del virus'®®(Figura 10). Se ha demostrado ademas que algunas células T
reactivas contra coronavirus estacionales pueden tener reactividad cruzada contra el
SARS-CoV-2 y contribuir a la proteccion clinica contra la enfermedad, en particular en

etapas tempranas de la vida'®’.

CcD4*
IL-2"IFN-y* or IL-2"IFN-y~
Central/effector memory
/ ~0.5% of CD4" pool
— ~19 epitopes
T cell response t,;» ~200 days

cDs8*
IFN-y*
~0.2% of CD8" pool
~17 epitopes
CCR7 CD45RA’IL-7R'TCF1*
t,;» ~200 days

Viremia 12+ months

1

SARS-CoV-2 primary infection

Figura 10. Respuesta de células T frente a la infeccion por SARS-CoV-2. La respuesta de células T
memoria se mantiene al menos 12 meses luego de la infeccion y se compone tanto de células T CD4+
como T CD8+ especificas del virus. Estas células comprenden aproximadamente el 0,5% y 0,2% del
repertorio y estan dirigidas contra al menos 19 y 17 epitopos virales, respectivamente. Figura tomada de
Moss 2022188,

1.2.3. Respuesta inmune a la infeccion por SARS-CoV-2 en RTOS y PDC

La respuesta inmune innata frente al SARS-CoV-2 parece ser similar entre trasplantados
y no trasplantados, aunque se destacan algunas diferencias (Figura 11). En estudios
que compararon cohortes cuidosamente pareadas de RTOS e individuos no
trasplantados, los niveles de marcadores inflamatorios e IL-6 en los pacientes
hospitalizados fueron similares en ambos grupos'®®-'92, En TR, los niveles de IL-6 se
correlacionaron con la gravedad de la enfermedad, pero con baja capacidad de predecir

Su progresion’93.194,
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Multiples estudios han descrito linfopenias profundas entre los RTOS con COVID-19,
sin embargo, pocos trabajos han profundizado en la respuesta inmune celular inducida
por la infeccion en este grupo'. Un estudio pionero focalizado en el desarrollo de la
respuesta de células T luego de la infeccion por SARS-CoV-2 en RTOS (rifidn, corazon
e higado), mostré una frecuencia levemente disminuida de células T especificas
productoras de citoquinas en etapas tempranas luego de la infeccién comparado con
individuos inmunocompetentes'®. Sin embargo, estas diferencias se perdian cuando el
analisis se realizaba un mes luego de la infeccion'®. En linea con esto, los RTOS
mostraban una funcionalidad y frecuencia de linfocitos T CD4+ y T CD8+ con fenotipo
memoria similar al grupo control. La frecuencia de linfocitos T reactivos medidos
mediante ELISPOT de IFN-y en una pequefia cohorte de TR (donde todos tuvieron una
disminucién de la inmunosupresion al diagnostico de COVID-19), mostré que
presentaban células T CD4+ y CD8+ de 2-6 semanas luego del comienzo de sintomas,
con frecuencias similares a pacientes en didlisis'®. Sin embargo, debido a la falta de
controles, no se pudo evaluar el impacto de la inmunosupresion en la robustez de la
respuesta celular antiviral. Otro estudio mas reciente confirmé que la respuesta de
células T en TR era similar a la de los pacientes en dialisis y persistia por 10 meses
desde la infeccion, momento en el que la respuesta humoral ya estaba completamente
disminuida'’. Retomar por completo el régimen de inmunosupresién no parece
impactar el numero de células T especificas. Similar a lo reportado en la poblacion
general, los TR con infeccién asintomatica mostraron una respuesta T especifica menor
que los que cursaron una enfermedad sintomatica o severa'®. En un estudio donde
compararon la memoria inmunolégica en RTOS y controles sanos seis meses luego de
la infeccién encontraron que la frecuencia de linfocitos T IFN-y+, IL-2+, o IFN-y+IL-2+
era menor en ambos grupos para aquellos que habian cursado una enfermedad leve
comparado con los que cursaron una forma grave de la enfermedad'®. La Unica
diferencia encontrada entre los RTOS y los controles sanos es que en los primeros
parece haber una disminucién mas rapida en la frecuencia de las células T especificas

del virus'®.

Los TRy TH conforman una gran proporcion de los pacientes trasplantados. En el caso
de los TR, varios trabajos han mostrado que son capaces de generar una respuesta de
linfocitos T especificos robusta y durable en el tiempo luego de la infeccion'®”'%°, Para
los TH la informacion disponible es menor, sin embargo, en un trabajo del 2021
mostraron que la gran mayoria de estos pacientes desarrollan una respuesta de células

T especificas contra el virus, con una proporcién sutiimente menor de linfocitos T CD8+
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que de T CD4+, sin detectar diferencias en la magnitud de la respuesta en funcion de
su especificidad de antigeno (S, N y proteina de membrana) entre los TH y no
trasplantados, ademas esta respuesta inmune celular perduraba en el tiempo luego de

la infeccion?,
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Figura 11. Respuesta inmune al SARS-CoV-2 en pacientes en dialisis y TR. Resumen de las
alteraciones inmunitarias observadas cominmente en pacientes con COVID-19 (panel central) y trastornos
descritos en los TR (panel izquierdo) y en pacientes en didlisis crénica (panel derecho). Figura tomada de
Cantarelli et al. 202220 y creada por los autores con BioRender.com.

Estudios realizados al comienzo de la pandemia mostraron que los TR eran capaces de
generar niveles totales normales de IgG anti-SARS-CoV-2 en suero luego la
infeccion93202-205 - Sin embargo, la cinética de generacion de anticuerpos estaba
retrasada y los niveles de anticuerpos séricos disminuian mas rapidamente que en
individuos inmunocompetentes?*42%, E| primer estudio comparando la respuesta
humoral a SARS-CoV-2 entre TR y no trasplantados mostré que la mayoria de los TR
con COVID-19 presentaba una amplia activacion de distintos grupos de linfocitos B pero
no de células Thf comparado con los controles, asi como una respuesta robusta de
anticuerpos IgM e IgG contra nucleocapside. Resultados similares fueron observados
también en pacientes con COVID-19 no trasplantados?*, y la severidad de la
enfermedad se correlacioné con la entidad de la respuesta de anticuerpos a diferentes
tiempos en ambos grupos, con un impacto mayor que otros factores como edad, sexoy

tipo de inmunosupresidon'®2%°, La suspensién de agentes antiproliferativos como el
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micofenolato de mofetilo al momento del diagndstico no parece impactar la magnitud de
la respuesta inmune?®4. En un estudio transversal multicéntrico mostraron que pacientes
trasplantados en etapas iniciales de la infeccion tenian niveles menores de IgG
especificas contra cuatro epitopos de la proteina S comparado con individuos no
trasplantados, sin embargo, esta diferencia se perdia a tiempos mas tardios, sugiriendo
una evolucion normal pero retrasada de la respuesta?'”. La cinética de evolucion de IgA
e IgM especificas para la proteina S fue igual en todos los tiempos?'°. El hecho de que
la produccion de IgG estuviera impedida durante la fase aguda de la enfermedad podria
explicar en parte el porqué del peor desenlace de la infeccién en TR. En la mayoria de
los pacientes considerados en este estudio se suspendio o redujo el uso de micofenolato
mofetilo luego de la infeccion, lo que podria explicar los valores de IgG normales a
puntos de tiempo mas tardios. El impacto de la inmunosupresion en la respuesta
antiviral en TR con SARS-CoV-2 no ha sido demostrado profundamente?'!. A pesar de
disminuir el régimen de inmunosupresién durante la infeccién no se observé un aumento
en las tasas de rechazo agudo, asi como en la incidencia de anticuerpos anti-HLA?'22"3,

salvo en un estudio?'.

Los pacientes en dialisis se caracterizan por tener una respuesta inmune disminuida y
presentar un estado de inflamacion cronica de bajo grado, asociado a la presencia de
un medio urémico (Figura 11). Aunque aun no se comprenden del todo las alteraciones
inmunoldgicas asociadas al fallo renal, en particular en lo que respecta a la inmunidad
innata, se ha reportado que estos pacientes presentan una disminucion en la
presentacion de antigenos por células dendriticas, una hiporreactividad de monocitos y
neutrofilos, asi como un aumento en la frecuencia de linfocitos T CD4+ y linfocitos T
CD8+ exhaustos y anérgicos?'®, lo que afecta su respuesta a un amplio espectro de
patégenos (Figura 11). Por otra parte, los pacientes con fallo renal suelen presentar
altos niveles basales de citoquinas proinflamatorias, lo que se da como resultado de una
eliminacion renal disminuida y una generacion aumentada de estas moléculas debido al
estrés oxidativo y el efecto de las toxinas urémicas. En este sentido, se encontrd que
los PD con COVID-19 presentaban niveles significativamente mas altos de IL-6 y
proteina C reactiva (PCR) comparado con individuos que no se encontraban en didlisis,
y que estos valores se correlacionaban con la severidad y el desenlace de la
enfermedad?'®2'7, Analisis proteémicos del suero de PD con COVID-19 identificaron, a
su vez, niveles elevados de CCL2 y CCL7 en formas graves de la enfermedad, los que

se asociaron a un aumento de marcadores inflamatorios y a un recuento menor de
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monocitos en sangre, sugiriendo que estas células se podian estar reclutando a los

tejidos inflamados?'®.

La informacion disponible con respecto a la respuesta de células T en pacientes en
hemodialisis, aunque limitada, sugiere que estos preservan la habilidad de generar una
respuesta celular eficiente, con porcentajes de células T especificas capaces de
producir citoquinas similares a los encontrados en individuos sin fallo renal'96:219220 En
este sentido, se observo la secrecion de IFN-y frente a la exposicion a antigenos del
SARS-CoV-2 en 8 de 11 PD que superaron la enfermedad a pesar de no presentar
niveles detectables de anticuerpos??'. Sin embargo, en un trabajo con 36 pacientes en
hemodialisis no encontraron correlacion entra la respuesta de células T y proteccion

contra la reinfeccion?.

Luego de la infeccién por SARS-CoV-2 la gran mayoria de los PD desarrollan una
respuesta inmune humoral robusta??. Solo entre un 5% y 10% de los PD no presentan
anticuerpos luego de la infeccién?®*, lo que se asoci6 al uso de drogas
inmunosupresoras o quimioterapia®?®. Similar a lo que se observa en la poblacion
general, el titulo de anticuerpos generado luego de la infeccion por SARS-CoV-2 en los
PD se correlaciond con la severidad de la enfermedad, siendo mas alto en los pacientes
sintomaticos que en los asintomaticos. La mayoria de los estudios muestran que esta
respuesta humoral es durable con una caida lenta en el tiempo y una duracion similar a
lo que se observa en la poblacion general. Se ha reportado la deteccion de anticuerpos
mas de un ano luego de la infeccion, con una disminucion mas rapida de las IgG anti-N
comparado con las IgG anti-S??%. A pesar de esto, los pacientes que generan
anticuerpos en respuesta a la infeccion natural con SARS-CoV-2 se encontrarian menos
protegidos de la reinfeccion que los individuos sanos que desarrollan
anticuerpos??'227:228  Por ejemplo, un estudio observacional con 2337 pacientes en
hemodialisis reveld que la evidencia serologica de una infeccion previa por SARS-CoV-
2 se asocio con una reduccién del 45% y 79% en el riesgo de reinfeccion y desarrollo
de formas graves de la enfermedad, respectivamente??’. A modo de referencia, en una
cohorte de trabajadores de la salud este porcentaje de reduccion del riesgo de

reinfeccién asciende a un 90%322°,
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1.3. VACUNAS CONTRA COVID-19

La evolucién de la pandemia estuvo acompanada por un rapido y sin precedentes
desarrollo de vacunas contra COVID-19, algunas basadas en plataformas tradicionales
y otras en tecnologias relativamente nuevas. Las vacunas pioneras contra COVID-19
(Comirnaty, Spikevax y Vazzevria) fueron autorizadas para su uso de emergencia en
diciembre de 2020, menos de un afio después de declarado el inicio de la pandemia. Al
2 de diciembre de 2022, habia 242 candidatos vacunales en ensayos clinicos de fase |
a fase Ill, y 50 vacunas aprobadas en al menos un pais del mundo, de las cuales 11 se
encontraban listadas para su uso de emergencia por la OMS?%2 Entre estas 11
vacunas se incluyen: dos vacunas a ARN mensajero (Comirnaty y Spikevax), cuatro
vacunas a vectores virales no replicativos (Vaxzevria, Covishield, Ad26.COV2.S y
Convidecia), tres vacunas a virus inactivado (Covilo, CoronaVac y Covaxin), y dos
vacunas a subunidad proteica (Nuvaxovid y Covovax)?*'. En la Tabla 1y la Figura 12 se
resumen las principales caracteristicas de estas vacunas, asi como su eficacia
reportada®?. Es necesario destacar que la eficacia se refiere al comportamiento de las
vacunas en ensayos clinicos controlados, mientras que la efectividad se desprende de
observaciones del mundo real. La eficacia de diferentes vacunas no puede ser
comparada ya que depende de diversos factores, como ser: la vacuna en si misma (tipo
de vacuna, dosis, numero de dosis, etc.), el virus (por €j. virulencia de la variante en
circulacion al momento del ensayo), y los participantes (diferentes edades, condiciones

de salud y caracteristicas demograficas, entre otras).

Tabla 1 Lista de vacunas aprobadas para su uso de emergencia por la OMS y su eficacia
(al 2 de diciembre de 2022). Adaptada de Chi, Li, Huang, Chan et al.?*

Fabricante Vacuna Plataforma Nro. De Eficacia Eficacia Referencias
paises en  (Infeccién) (Enferm
uso edad
severa)
1 Moderna Spikevac ARN 87 93.2% 98.2% 233
(mRNA-1273)
2 Pfizer/BioNTech Comirnaty ARN 146 91.3% 96.7% 234
(BNT162b2)
3 Janssen (Johnson Ad26.COV2.S  Vector viral 111 52.4% 74.6% 235
& Johnson)
4 Oxford/AstraZenec  Vaxzevria Vector viral 141 74.0% 100%
a (ChAdOXx1
nCoV-19,
AZD1222)
5 Serum Institute of Covishield Vector viral 49
India (Oxford/
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AstraZeneca
formula- tion)
6 Bharat Biotech Covaxin Inactivada 14 77.8% 93.4% 236
(BBV152) (sintomatico)
, 63.6%
(asintomatic
0)
7 Beijing Institute of Covilo Inactivada 91 78.1% 100% 237
Biological (BBIBP-CorV)
Products/
Sinopharm
8 Sinovac Biotech CoronaVac Inactivada 56 50.7% 100% 238-240
(PiCoVacc) (Brasil) (Brasil)
65.3%
(Indonesia)
83.5%
(Turquia)
9 Novavax Nuvaxovid Subunidad 38 89.7 (UK) 100% 241,242
(NVX- proteica 90.4% (US
CoV2373 & Méjico)
10 Serum Institute of COVOVAX Subunidad 5
India (Novavax proteica
formulation)
11 CanSino Biologics ~ Convidecia Vector viral 10 57.5% 91.7% 243
(AD5-nCoV)

1.3.1. Principales vacunas empleadas contra COVID-19

- Vacunas a ARN

Las vacunas de ARN consisten en moléculas de ARN mensajero, codificante para un
antigeno viral, encapsuladas y estabilizadas en nanoparticulas lipidicas. Una vez
entregado a las células, este ARN dirige la expresion transitoria de antigenos virales
que pueden ser reconocidos por el sistema inmunitario. Este tipo de vacunas tienen
como ventajas que son de facil disefio, rapida produccién masiva y que inducen
respuestas inmunes tanto humorales como celulares?*. A pesar de ser una tecnologia
relativamente nueva, no aprobada para ningun uso previamente, las vacunas de ARN
fueron rapidamente desarrolladas, convirtiéndose en las primeras autorizadas para su

uso, y siendo ampliamente utilizadas como vacunas contra el COVID-19.

BNT162b2 (tozinameran, comirnaty) es una vacuna a ARN co-desarrollada por
BioNTech (BioNTech SE, Germany) y Pfizer (Pfizer Inc., USA). Consiste en un ARNm

modificado con N1-metilpseudouridina (m1%) que codifica para la totalidad de la
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proteina transmembrana S con dos sustituciones de prolina en los residuos K986 y V987
(S-2P), que estabilizan la proteina en estado de prefusion, formulado en nanoparticulas
lipidicas?**248, La eficacia de la vacuna fue de 93,1% contra la infeccion de COVID-19
y de 96,7% contra enfermedad grave, en un ensayo clinico de gran escala con seis
meses de seguimiento (NCT04368728)%*. BNT162b2 es una de las vacunas mas
ampliamente utilizadas a nivel global, contando con autorizacion para su uso en 149

paises al 2 de diciembre de 2022.

Debido a la preocupacion generada por la disminucion en la proteccion observada en
EE. UU. e Israel?®®0 |a FDA autorizd una dosis de refuerzo con esta vacuna en
diciembre de 2021. Los datos de inmunogenicidad mostraron un aumento de 3,3 veces
en la media geométrica del titulo de anticuerpos neutralizantes un mes después de la
dosis de refuerzo, comparado con lo observado un mes luego de la inmunizacién
primaria (NCT04368728)%'. BNT162b2 también ha sido autorizada por la FDA en EE.
UU. para su uso en adolescentes y nifios mayores a 6 meses de edad a dosis menores
(10 pg para 5-11 afios y 3 ug para 6 meses-4 anos, comparado con la dosis regular de
30 ug), basado en ensayos clinicos donde se mostré un 90% de eficacia contra la

infeccion en estos grupos2-2%4,

mRNA-1273 (elasomeran, spikevax), desarrollada por Moderna en asociacién con los
National Institutes of Health (NIH) de EE. UU., es la otra vacuna de ARNm que ha
dominado la escena global. Consiste en un ARNm modificado con m1W¥ codificante para
el antigeno S-2P formulado en nanoparticulas lipidicas?®. En ensayos clinicos, la
vacuna mostré un 93.2% de efectividad en prevenir el COVID-19 y 98.2% de efectividad
en prevenir la enfermedad severa?3, mRNA-1273 fue autorizada para su uso en 88

paises al 2 de diciembre de 2022.

- Vacunas de vectores virales

Las vacunas a vectores virales emplean virus modificados, no relacionados, como
vectores vacunales para llevar genes codificantes de antigenos del patégeno a combatir
al interior de las células del hospedero, y de esta manera estimular la respuesta inmune.
Dado que el modo de acciéon emula una infeccién natural, estas vacunas inducen una
respuesta de anticuerpos y células T potente. Los vectores virales se han convertido en

una plataforma tecnoldgica versatil para el desarrollo de vacunas debido a que el
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genoma viral puede ser facilmente manipulado para expresar cualquier antigeno de
interés. Dentro de este tipo de vacunas, entre las autorizadas por la OMS para su uso
contra el SARS-CoV-2, se incluyen: la ChAdOx1 nCoV-19 o ChAdOx1 (Vaxzevria,
AZD122) disefiada por la Universidad de Oxford y producida por AstraZeneca
(AstraZeneca, UK), la Ad26.COV2.S desarrollada por Johnson & Johnson (Johnson &
Johnson Services, Inc., USA) y el Beth Israel Deaconess Medical Center, y la Convidecia
(Ad5-nCoV) fabricada por CanSino Biologics (CanSinoBIO, China).

- Vacunas a virus inactivado

Las vacunas a virus inactivado consisten en particulas virales obtenidas en cultivo que
son inactivadas mediante sustancias quimicas o radiaciéon. Estas vacunas tienen la
ventaja de contener todo el repertorio de antigenos del patégeno inactivado, sin
embargo, tipicamente producen respuestas inmunitarias débiles, con poca inmunidad
celular, y por lo tanto requieren del uso de adyuvantes. A pesar de esto, gracias a su
desarrollo relativamente simple y rapido, este tipo de vacunas han sido ampliamente
utilizadas contra el SARS-CoV-2.

CoronaVac (PiCoVacc) es una vacuna totalmente inactivada desarrollada por Sinovac
Biotech (Sinovac Biotech, China). Las particulas virales son propagadas en la linea
celular Vero (African green monkey kidney epithelial cells), inactivadas con beta-
propiolactona y formuladas utilizando alimina como adyuvante. Un ensayo clinico de
fase Ill en Brasil (NCT04456595) mostré un 50.7% de efectividad contra el COVID-19
sintomatico?®. A su vez, los analisis interinos de ensayos clinicos de fase Ill en Turquia
(NCT04582344) e Indonesia, mostraron una efectividad de 83.5% y 65.3% contra la
infeccion sintomatica, respectivamente?°24°_ Adicionalmente, en un ensayo de fase /Il
se reportd la seguridad e inmunogenicidad de CoronaVac en individuos de 3-17 afios74.
Algunos trabajos encontraron que CoronaVac induce una respuesta de anticuerpos
menor comparado con las vacunas de ARN o de vectores virales. En particular,
CoronaVac genera niveles mas bajos de anticuerpos neutralizantes que BNT162b2 con
una media geométrica en PRNT50 (Plaque Reduction Neutralization Test, 50%) de
69,45 contra 251,6%%7, y los anticuerpos neutralizantes disminuyen mas rapidamente que
con ChAdOx12%8, Aunque una tercera dosis de la misma vacuna mostré ser capaz de
restaurar los niveles de anticuerpos neutralizantes?®, no parece proveer de niveles

suficientes para la proteccion contra la variante Omicron, cuando se compara con un
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refuerzo heterdlogo con BNT162b2%°, Covilo (BBIBP-CorV) y Covaxin

VACUNAS A VIRUS INACTIVADO

Sinovac (CoronaVac) Bharat Biotech (BBV152) Sinopharm (BBIBP-CorV)
Virus inactivado con b- Virus totalmente inactivado Virus inactivado con b-
porpagado en formulado con algel-IMDG porpanoloide formulado con
células Vero. Formulado con alimina.
alimina.
VACUNAS A VECTOR VIRAL
Janssen/J&J (Ad26.COV2.S) Oxford/AstraZeneca (AZ1222) CanSino Biologics (Ad5-nCoV)

Bl S protein ‘3

———
DNA
Vector no replicativo de
adenovirus humano (Ad26) Vector no replicativo de
expresando la proteina S-2P adenovirus del chimpanze
(ChAdOx1) expresando la proteina
S salvaje
VACUNAS A ARNm VACUNAS A SUBUNIDAD
Moderna (mRNA-1273) Pfizer/BioNTech (BNT162b2) Novavax (NVX-CoV2373)
Nanoparticula lipigica Nanoparticuls lipidica
0000, eoe
.‘.o u... ’...0 0....
Eg =
¥ 1SS 3 ~ =3
.,' s ~ ‘. e - k)
Lo’ “odasest” - . R ...“...5\ s
IS’G-..., | — B AA-'::: 5’6’—... | | AA:;
mRNA : MRNA l
ARNm codificante para S-2P ARNm codificante para S-2P
encapsul. Proteina S-2P completa
et encapaulado en NPLs recombinante formulada con

Matrix-M

Figura 12. Componentes principales de las vacunas contra COVID-19 listadas para uso de
emergencia por la OMS. Las vacunas se clasifican en cuatro grupos de acuerdo con el componente
principal de cada una: ARNm, virus inactivado, vectores virales, subunidades proteicas. Imagen creada con

BioRender.com adaptada de Chi, Li, Huang, Chan et al. 232
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(BBV15), son las otras dos vacunas a virus inactivado listadas para su uso de
emergencia por la OMS, cuyas caracteristicas principales se resumen en la Tabla 1y la

Figura 12.

- Vacunas a subunidad proteica

Las vacunas basadas en proteinas combinan partes de las proteinas del patégeno con
un adyuvante con el objetivo de estimular la respuesta inmune. Son relativamente mas
seguras que las vacunas a virus inactivado y mejor toleradas que las basadas en nuevas
tecnologias, como las de ARN mensajero y vectores virales. La vacuna Novavax (NVX-
CoV2373), distribuida como Nuvaxovid por Novavax (Novavax, USA) o como Covovax
por el Serum Institute of India, es la primera vacuna contra COVID-19 basada en
proteina recombinante autorizada por la OMS. Consiste en la totalidad de la proteina S
con la modificacién 2P y una mutacion en el sitio de clivado por furina, formulada dentro
de nanoparticulas y usando un adyuvante basado en saponina (Matrix-M). La efectividad
de la vacuna fue de 89,7% en un ensayo clinico fase Ill en Gran Bretana y de 90,4% en
uno llevado a cabo en EE. UU. y México (NCT04611802)57,74. Este ultimo fue

extendido para evaluar la aplicacién de una dosis de refuerzo de la vacuna?'.

A pesar del increible logro que significoé disponer tan rapidamente de vacunas efectivas,
han surgido nuevos problemas que desafian el control de la pandemia a largo plazo,
como el surgimiento de variantes virales con mayor trasmisibilidad y escape
inmunoldgico, el declive de la inmunidad con el tiempo en los individuos vacunados, y
muy raros, pero potencialmente graves efectos adversos asociados a la vacunacion. A
esto se le suma, que algunos grupos poblacionales con distintos grados de
inmunosupresién natural o inducida muestran una respuesta inmune disminuida a los

regimenes de vacunacion utilizados inicialmente.

1.3.2. Refuerzos vacunales contra COVID-19

Se entiende como dosis de refuerzo una dosis de vacuna que es administrada luego de
una serie de vacunacion primaria, esto seria, en el contexto de la vacunacion contra
COVID-19, la administracién de cualquier dosis de vacuna luego de una dosis de
Ad26.COV2.S o luego de dos dosis de ChAdOx1 nCoV-19, BNT162b2, mRNA-1273 o
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CoronaVac. A nivel mundial se han explorado esquemas de vacunaciéon de refuerzo
homoélogos, empleando la misma vacuna que en la inmunizacion primaria, y heterélogos,

empleando una dosis de una vacuna diferente a las usadas inicialmente.

Varios estudios mostraron que las variantes emergentes, como las variantes Delta u
Omicron, son capaces de evadir de manera notoria los anticuerpos neutralizantes
inducidos por la vacunacion primaria, o por infecciones previas con otra variante??, y
que, a su vez, el efecto protector de las vacunas disminuye en el tiempo253254, Esto llevo
a un aumento de casos de COVID-19 en individuos completamente vacunados?®®. Como
ejemplo, se observd que la efectividad para prevenir enfermedad de la vacuna
BNT162b2 disminuyd de un 90% inicial a un 60% luego de 6 meses de seguimiento post
vacunacion?*. La duracién de la proteccion inducida por la vacunacion y la necesidad
de refuerzos periodicos se han convertido en uno de los centros de discusion respecto
a la infeccion por SARS-CoV-2. La utilizacion de una dosis de refuerzo ofrece una
mejora en la proteccién contra COVID-19. Un ensayo clinico de fase Ill (NCT04955626)
mostré que una tercera dosis de la vacuna BNT162b2 proporcionaba un 95,3% de
eficacia relativa contra el COVID-19, comparado con dos dosis de esta vacuna?®. Frente
a la evidencia y la preocupacién por las nuevas variantes virales, varios paises
comenzaron a ofrecer dosis de refuerzo en el ultimo cuatrimestre de 2021, cuando Delta
se convertia en la variante predominante a nivel global. Mientras que este refuerzo
proveia una proteccion efectiva contra la enfermedad severa y las hospitalizaciones
causadas por la variante Delta, la aparicién de Omicron implicé un nuevo desafio, con
un aumento drastico en el mundo del nimero de casos a finales del 2021, del cual
Uruguay no fue la excepcion. En este sentido, se demostré que la administracion de
dosis de refuerzo con vacunas a ARNm aumento los niveles de anticuerpos séricos
contra la proteina S y el titulo de anticuerpos neutralizantes contra Omicron85-91,
Ademas, el refuerzo tanto con CoronaVac?’4 como con vacunas a ARNm?”5 provocé un
incremento en las células B memoria especificas para el RBD y en los niveles de
anticuerpos dirigidos contra diversas variantes, incluida Omicron. Aunque se ha
observado la ocurrencia de infecciones por Delta y Omicron en individuos vacunados
con una dosis de refuerzo, la carga viral en ellos tiende a ser mas baja y los sintomas

mas leves?76277,

La utilizaciéon de dosis de refuerzo es especialmente importante en grupos vulnerables

de alto riesgo. Estudios mostraron que pacientes oncologicos en tratamiento?’827°,
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receptores de trasplantes de 6rganos solidos?®, y ancianos?®' necesitan refuerzos
adicionales con BNT162b2 o mRNA-1273 para alcanzar una proteccion suficiente contra
Delta y Omicron2283 En este sentido, en enero de 2022 Israel comenzé a ofrecer una
segunda dosis de refuerzo con vacuna a ARNm a los adultos mayores e individuos
inmunocomprometidos, y EE. UU. hizo lo mismo en marzo de ese afo. Un estudio
retrospectivo realizado en Israel mostré que esa segunda dosis de refuerzo disminuia
las hospitalizaciones y muertes asociadas a COVID-19 en individuos mayores de 60

afios, comparado con los que habian recibido solo una dosis de refuerzo?®*.

1.3.3. Efectos adversos reportados para las vacunas contra COVID-19

Dado que muchas de las vacunas contra la COVID-19 fueron utilizadas inmediatamente
luego de su autorizacién para uso de emergencia, y no existian previamente vacunas a
ARNmM aprobadas, se realizé un monitoreo exhaustivo del reporte de efectos adversos
luego de la inmunizacion. Los efectos adversos mas comunes reportados luego de la
vacunacion contra la COVID-19 incluyeron: dolor o sensibilidad en el sitio de inyeccion,
fatiga, dolor de cabeza, rash cutaneo, escalofrios, fiebre, y dolor muscular y articular.
Estos efectos adversos son similares a los observados con otras vacunas y
generalmente se presentaron de forma leve y autolimitada. Sin embargo, aunque muy
raros, también se han reportado efectos adversos severos luego de la vacunacion, como
trombosis y trombocitopenia, miocarditis o pericarditis, miositis inflamatoria,
enfermedades autoinmunes como el sindrome de Guillain-Barré y reacciones
anafilacticas severas?®52%, | a anafilaxis puede ocurrir con cualquier tipo de vacuna y
por lo tanto no es especifica de las vacunas contra la COVID-19. El sindrome de Guillain-
Barré es un desorden neuroldgico raro asociado a infecciones bacterianas, virales y la
vacunacion contra influenza. Se ha reportado que es mas frecuente en los individuos
inmunizados con la vacuna Ad26.COV2.S pero no en aquellos que recibieron otras
vacunas contra la COVID-19%7. Los efectos adversos severos asociados a la
vacunacion contra la COVID-19 que han suscitado una mayor atencion son la
trombocitopenia trombotica inmunitaria inducida por vacuna (VITT, por sus siglas en

inglés) y la miocarditis/pericarditis.

Luego de la inyeccidon de vacunas basadas en adenovirus, incluidas ChAdOx1 y
Ad26.COV2.S, se reportaron eventos adversos severos raros de trombosis y
trombocitopenia (VITT)?®. La frecuencia de estos luego de la primera dosis de ChAdOx1
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fue estimada en 8 a 38 casos por millon de dosis?®®, ocurriendo cominmente de 10 a 16
dias luego de la vacunacién?®. Si bien el mecanismo por el que se desarrolla la VITT
no esta aun del todo elucidado, la evidencia sugiere que hay un primer paso donde las
proteinas virales que componen la vacuna forman complejos con el factor plaquetario 4
(PF4) y se forman epitopos que pueden ser reconocidos por el sistema inmunitario,
provocando la generacion de anticuerpos anti-PF4 que formarian complejos inmunes
con la proteina y se unirian con receptores Fc presentes en la superficie de las
plaquetas, lo que finalmente conduciria a la activacion plaquetaria, su agregacion y la
VITT.

Por otra parte, las vacunas a ARNm como BNT16b2 y mRNA-1273 se han asociado a
un riesgo mayor de miocarditis o pericarditis?®'-2%4, estimado en 2,7 (1 a 4,6) eventos por
cada 100.000 personas. Cabe destacar que la infeccion por SARS-CoV-2 provoca
aproximadamente 11 (5,6 a 15,8) eventos de miocarditis cada 100.000 personas,
representando un riesgo mucho mayor para esta afeccion que la vacunacion, ademas
de otros riesgos que conlleva la enfermedad?®’. La ocurrencia de miocarditis luego de la
vacunacion es mas frecuente en hombres adolescentes y adultos jévenes, y usualmente
es autolimitada y sin consecuencias notables. Normalmente ocurre dentro de la semana
luego de la inyeccion, siendo mas comun luego de la administracion de la segunda dosis

de vacuna a ARNmM?292:2%4,

1.3.4. Vacunacion contra la COVID-19 en Uruguay

Al 6 de febrero de 2023 el 69,4% de la poblacion mundial habia recibido al menos una
dosis de vacuna contra la COVID-19, con 13,26 billones de dosis administradas
globalmente. Sin embargo, este porcentaje desciende a 26,4% de la poblacién en paises
de bajos ingresos?®2%, En este sentido, la distribucién de vacunas ha estado marcada
por la inequidad en su acceso, como se puede observar en la Figura 13, habiendo paises
donde ya se administraban dosis de refuerzo mientras otros tenian aun niveles muy
bajos de vacunacién primaria. A esa fecha en Uruguay, un 85% de la poblacién habia
completado el protocolo inicial de vacunacion, ascendiendo a 88% si se consideran los
individuos parcialmente vacunados, lo que implica unos 3,01 millones de personas?®’.
En nuestro pais se utilizaron las vacunas BNT162b2, CoronaVac y en menor medida
ChAdOx1, con 2,56, 3,25 y 0,09 millones de dosis aplicadas al 26 de noviembre de

2022, respectivamente?®.
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Figura 13. Porcentaje de personas que completaron el protocolo de vacunacién inicial contra COVID-
19. Numero total de personas que recibieron todas las dosis indicadas en el protocolo inicial de vacunacién
dividido por el total de la poblacion del pais. Fuente: Datos oficiales colectados por “Our World in Data”,
actualizado al 8 de Feb. de 23. OurWorldInData.org/coronavirus.

La primera etapa del plan de vacunacion contra la COVID-19 en Uruguay comenzé el 1
de marzo de 2021, con una estrategia de vacunacion ordenada en la que se priorizé la
vacunacion de los grupos de personas mas susceptibles de padecer cuadros graves de
la enfermedad en caso de contagiarse, o aquellos que por las tareas que desempefian
estuvieran mas expuestos al virus SARS-CoV-2. La primera vacuna en llegar al pais fue
CoronaVac seguida de BNT162b2, ambas se aplicaron en un esquema inicial de dos
dosis separadas por 28 dias entre si. CoronaVac fue utilizada inicialmente para la
vacunacion primaria de grupos prioritarios por su ocupacion y que fueran menores de
60 afios, incluyendo trabajadores de la educacién, del INAU (Instituto del Nifo y
Adolescente del Uruguay), policias, militares, bomberos y funcionarios aduaneros de la
primera linea de control, para luego ser extendida a toda la poblacion entre 18 y 65 afos.
Por su parte, BNT16b2 fue en una primera instancia empleada para los trabajadores de
la salud y la poblacion mayor de 65 afios. Algunas dosis de la vacuna ChAdOx1
(llegadas en el marco del Mecanismo COVAX) fueron utilizadas para la vacunacién en
la frontera con Brasil, pero las siguientes partidas fueron donadas a otros paises ya que
se contaba con un stock de vacunas suficiente. Si bien las primeras dosis de vacuna se
suministraron mas tardiamente que en otros paises, la campafa de vacunacion se

desenvolvio rapidamente de manera masiva y con una muy buena aceptacion por parte
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de la poblacion, llegando a un porcentaje de personas completamente vacunados muy

alto en pocos meses (Figura 14).

B World [l European Union [l United States [l China [l Uruguay

Vaccine doses (per 100) Share of people with at least one dose

80%

60%

40%

20%

0%

O = : - ; == : - ‘
Dec 2,2020 Sep 12, 2021 Mar 31, 2022 Feb 7, 2023 Dec 2, 2020 Sep 12,2021 Mar 31, 2022 Feb 7, 2023

Share of people with a complete initial protocol Booster doses (per 100)

80% 80

~

60% 60

40% 40

20% 20

0% r - T T ) T |
Dec 2, 2020 Sep 12, 2021 Mar 31, 2022 Feb 7, 2023 Dec 2, 2020 Sep 12, 2021 Mar 31, 2022 Feb 7, 2023

Figura 14. Evolucion de las dosis de vacuna totales, dosis de refuerzo y porcentaje de personas
parcial y totalmente vacunadas. Se muestra la evolucién en nimero de dosis de vacuna administradas
cada 100 habitantes (arriba-izquierda), la tasa de poblaciéon con al menos una dosis de vacuna (arriba-
derecha), la tasa de poblacion totalmente vacunada (abajo-izquierda), y el numero de dosis de refuerzo
cada 100 habitantes (abajo-derecha), en Uruguay, comparado con la Unién Europea, Estados Unidos,
China, y a nivel global.

En el marco de la evidencia internacional y nacional disponible, a finales de julio de 2021
se aprobd un esquema de vacunacion de refuerzo en individuos inmunocomprometidos,
con la administracién de una dosis de BNT16b2 en aquellos vacunados inicialmente con
BNT16b2 o ChAdOx1 nCoV-19, y un esquema completo con BNT162b2 en los que
recibieron una vacunacion primaria con CoronaVac. A continuacion, se amplié la
administracion de una dosis de refuerzo con BNT162b2 a toda la poblacion inmunizada
con CoronaVac, en un esquema de vacunacion heterdloga, y mas adelante a la
poblaciéon general vacunada inicialmente con BNT162b2. Con el transcurso del tiempo
se fue aprobando la administracion de dosis de refuerzo con BNT162b2 espaciadas
entre si para poblacion de riesgo y poblacion general, hasta llegar al esquema de
vacunacion vigente al momento. Al 5 de febrero de 2023, un 58,14% (2.073.498
individuos) de la poblacion contaba con tres dosis de vacuna contra la COVID-19, un
23,32% (831.550 individuos) con cuatro dosis y un 2,98% (106.110 individuos) con 5 o

mas dosis?®’. Uruguay también fue pionero a nivel mundial en la administracion de dosis
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de refuerzo de manera masiva, como se puede observar en la Figura 14. El tltimo hito
en la historia de la vacunacion contra la COVID-19 en Uruguay fue el inicio de la
vacunacion en nifios entre 5y 11 afios y adolescentes de 12 a 18 afios, con la vacuna
BNT162b2 adecuada para cada franja etaria, en diciembre de 2021.
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1.4 RESPUESTA INMUNE INDUCIDA POR LAS VACUNAS
CONTRA EL SARS-COV-2

El estudio de la respuesta inmune generada frente a la administracion de una vacuna
es clave para encontrar correlatos de proteccién inmunolégica. Se define como correlato
de proteccidon inmunoldgica una funcién inmunoldgica que es responsable por la
proteccion inducida por la vacuna. La idea detras de la busqueda de correlatos de
proteccion inmunologicos es usar una medida inmunolégica como marcador predictivo
de la proteccion provista por una vacuna contra una enfermedad infecciosa. Esta
relacion permite establecer un puente inmunoldgico, por ejemplo, para predecir la
eficacia de un candidato vacunal, y facilitar la aprobacién de una vacuna nueva o
actualizada basado en los datos de inmunogenicidad, sin la necesidad de realizar
ensayos clinicos de fase lll, los cuales pueden llevar mucho tiempo y presentar
consideraciones éticas. Esta estrategia es utilizada para las vacunas estacionales
contra influenza en la Union Europea y EE. UU., reduciendo los costos y el tiempo
necesarios para el desarrollo de estas. Ademas, definir los niveles de inmunidad
requeridos para la proteccion contra variantes nuevas de SARS-CoV-2 puede ser util
para predecir la inmunidad a nivel poblacional y guiar politicas publicas de vacunacion
y administracion de dosis de refuerzo. En algunos casos los correlatos de proteccion
también pueden ser empleados para predecir el grado de proteccién a nivel individual.
Existen numerosos ejemplos de correlatos inmunoldgicos de proteccién conocidos
frente a diversas vacunas empleadas, donde se especifica el ensayo empleado y los
niveles requeridos?®. En algunos casos donde se desconoce cudl es el correlato de
proteccion, o el mismo es dificil de medir, se pueden emplear medidas sustitutas de un
parametro inmunolégico que no es responsable de la proteccion per se, pero sirve de

indicador de una inmunidad protectora y es mas simple de determinar.

Al momento, los estudios de correlatos inmunoldgicos para SARS-CoV-2 contintan
siendo limitados. A pesar de las dificultades en torno a este tema, se ha llegado a la
conclusion de que en el caso de las vacunas contra COVID-19, por una parte, no habria
un umbral por encima del cual el individuo estaria protegido de la enfermedad y por
debajo vulnerable, sino que se trataria de un gradiente. Y, por otro lado, el correlato de
proteccion contra la infeccion no seria exactamente el mismo que para la enfermedad
severa. Hay ademas acuerdo entre los diversos estudios, sobre la relacién entre los

anticuerpos neutralizantes y la eficacia de las vacunas contra la COVID-19. En la Figura
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15 se esquematizan algunas de la funciones inmunolégicas propuesta como posibles

correlatos de proteccion.

(A) Antibody Isotypes (E) CD4+ T cell CD&+ T cell
secretory
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Figura 15. Posibles correlatos de proteccion contra el SARS-CoV-2. Se pueden identificar diferentes
isotipos de anticuerpos después de la vacunacién o la infeccién. La IgG y la IgM se encuentran en el suero,
mientras que la IgA secretora en su forma dimérica se encuentra en las membranas mucosas. Los
anticuerpos pueden estar dirigidos contra la proteina S u otras proteinas virales, por ejemplo, la proteina N.
El efecto de los anticuerpos puede ser directo, mediado a través del fragmento de unién al antigeno (Fab)
del anticuerpo, o indirecto, mediado por el fragmento cristalizable (Fc). Este ultimo incluye la citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC), la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos
(ADCC) vy la fagocitosis dependiente de anticuerpos (ADP). Las respuestas inmunitarias celulares se
pueden dividir en respuestas de células T CD4+ y CD8+ las cuales parecen ser relevantes para la proteccion
contra formas graves de la enfermedad. Las correlaciones de proteccion pueden diferir en la infeccion y la
vacunacion, tal vez incluso entre diferentes tipos de vacunas. Figura tomada de Koch et al. 2021166,

1.4.1. Respuesta inmune humoral y celular inducida por las vacunas contra

SARS-CoV-2

Las vacunas contra COVID.19 tienen como objetivo principal inducir anticuerpos
neutralizantes potentes especificos de la proteina S (Figura 16). La mayoria de las
personas que recibieron vacunas a ARNm contra la COVID-19 desarrollaron linfocitos
B y niveles elevados de anticuerpos IgM e 1gG que podian ser detectados después de
la segunda dosis?*°. Ademas, los niveles de linfocitos B memoria especificos para el
RBD fueron equivalentes a los encontrados en personas que habian adquirido
anticuerpos a partir de una infeccion natural por SARS-CoV-22%. Al igual que las
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vacunas a ARNm, la vacuna Sputnik V indujo respuestas celulares y humorales

especificas de la proteina S sdlidas durante los ensayos de fase 11139 .

Las vacunas ChAdOx1 y Sputnik V provocaron respuestas de IgG especifica de RBD y
de anticuerpos neutralizantes detectables 20 dias después de la primera dosis3%%301,
Estas respuestas se reforzaron después de la administracion de una segunda dosis de
vacuna®?®' | as formulaciones de la vacuna de ARNm contra la COVID-19 han
optimizado la estructura de la proteina S nativa para permitir una exposicion prolongada
de las regiones inmunogénicas. Este inmundgeno disefado, denominado S-2P, se ha
incorporado a las vacunas a ARNm contra la COVID-19 para mejorar la
inmunogenicidad®’?3%, En este sentido, las vacunas a ARNm contra la COVID-19
estimulan respuestas robustas y persistentes de células Thf especificas de la proteina
S del SARS-CoV-2, que se correlacionan fuertemente con la produccion de anticuerpos
neutralizantes®*4. También se ha demostrado que las vacunas a ARNm provocaban el
desarrollo de anticuerpos IgA anti-S3%. Pocos estudios comparan entre si la respuesta
inmune inducida por las diversas vacunas disponibles. En un trabajo en el que comparan
la capacidad de distintas vacunas contra COVID-19 de estimular el desarrollo de
anticuerpos neutralizante encuentran que todas ellas cumplen con esta funcion en

mayor o menor medida®®. (Figura 16)

La mayoria de los datos de inmunogenicidad se centran en la vacunas basadas en
ARNmM o vectores virales. Con respecto a las vacunas a virus inactivado, en el ensayo
de fase 3 en adultos de 18 a 59 afios en Turquia, dos dosis de CoronaVac indujeron
anticuerpos anti-RBD en el 89,7% de los vacunados, mientras que se observo un 4,4%
en el grupo de placebo®”’. En Indonesia, la seroconversion de anticuerpos neutralizantes
se definid como el pasaje de un titulo <1:8 a un titulo 21:8, o un aumento de 4 veces si
el titulo inicial era 21:8 a los 14 dias después de la segunda dosis. La tasa de
seroconversion en el grupo de la vacuna fue mayor que en el grupo de placebo (87,15
% [IC del 95 %, 83,50—90,09] versus 0,00 % [IC del 95 %, 0,00—2,81]) con un titulo medio
geométrico (GMT) de 15,76 (IC del 95 %, 14,57-17,04) versus 2,02 (IC del 95 %, 1,98—
2,05)308,

Las personas con infeccidon previa por SARS-CoV-2, independientemente de la
gravedad de la enfermedad, desarrollaron un titulo de anticuerpos neutralizantes de 10
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a 45 veces mayor que los vacunados sin antecedentes de infeccion después de una
sola dosis de las vacunas BNT162b2 o0 mRNA-1273%%9°310 | g administracion de una
segunda dosis no altero este titulo, lo que sugiere que una dosis unica de vacuna de
ARNmM es suficiente para obtener niveles maximos de anticuerpos y linfocitos B de
memoria en personas con antecedentes de infeccion por COVID-193'93", Por o tanto,
las vacunas contra la COVID-19 no sélo median en la produccién de anticuerpos
neutralizantes, sino que también pueden mantener y aumentar sus titulos en personas
con antecedentes de infeccion. La administracion de dosis vacunales de refuerzo
aumenta significativamente los niveles de anticuerpos neutralizantes especificos y la
evidencia sugiere que la inmunizacion heterdloga induce una mayor inmunidad de

células B y T que la inmunizacién homologa®'2.

En la mayoria de los estudios de registro de vacunas contra SARS-CoV-2 basadas en
la proteina S se midi6 la respuesta celular especifica contra este antigeno, aunque
solamente en una parte de los participantes®'®. En general se observa un efecto clinico
protector dentro de los 11 dias posteriores a la primera vacunacion, que es concomitante
con una solida respuesta de las células T CD8+ en este periodo, lo que sugiere que esta
poblacion podria ser al menos en parte responsable de efecto®'4. La respuesta de
células T también es necesaria para sostener la generacion y el mantenimiento de
anticuerpos de alta afinidad, demostrandose que la vacunacién con dos dosis de
BNT162b2 conduce al desarrollo de células T CD4+ especificas del virus3'S. Estas
células T CD4+ exhiben un perfil Th1 y normalmente son detectables al dia 8 después
de la administraciéon de la primera dosis de vacuna, alcanzan su punto maximo poco
después de la segunda dosis y luego caen a los niveles previos a los 4 meses®'®. La
respuesta de las células T desarrollada luego de la vacunacién tiene una magnitud
similar a la observada después de la infeccion natural, aunque estas células T parecen

estar algo mas diferenciadas.

La magnitud de la induccion de células T especificas de la proteina S varia segun el
subtipo de vacuna utilizada, en algunos estudios se ha evidenciado que las plataformas
basadas en adenovirus generan respuestas celulares algo mas fuertes 3'7:3'8, mientras
que las vacunas a ARNm estimularian la generacion de titulos mas altos de anticuerpos
(Figura 16). Esto ha llevado a cierto interés en el uso de esquemas de vacunacion
heterologa que puedan potenciar ambos tipos de respuesta®'®*?°, asi como el empleo

de vacunas basadas en péptidos®?'. La respuesta celular inducida por la vacunacion en
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aquellos individuos con antecedentes de infeccion natural previa es notablemente
mayor, alcanzando su punto maximo después de una sola dosis de vacuna, y mostrando
también diferencias cualitativas como una localizacion mayor en los tejidos®?232. Las
vacunas intranasales han mostrado que favorecen el desarrollo de respuestas celulares

y podrian mejorar la proteccion clinica a largo plazo3*.
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Figura 16. Respuesta inmune promovida por las vacunas contra la COVID-19. Las vacunas basadas
en vectores adenovirales, ARNm o a virus inactivado pueden inducir una respuesta innata y adaptativa
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coordinada, limitando de manera destacada el dafio causado por la infeccion debido SARS-CoV-2. En todos
los casos, el reconocimiento de la proteina S activa el sistema inmunolégico innato y las vias del interferon,
y promueve respuestas de células T y B, llevando a un aumento de células T citotoxicas y anticuerpos
secretados especificos contra el SARS-CoV-2. Figura tomada de Garcia-Montero et al. 2021325,

Si bien la disminucion de anticuerpos después de la vacunacion sigue siendo una
preocupacion, la generacion de una respuesta de células T memoria trae consigo la
esperanza de que la respuesta celular inducida sea mas robusta. Un rasgo caracteristico
de las vacunas contra la COVID-19 es que presentan una mayor capacidad para
proteger contra la enfermedad grave en comparacién con la proteccién frente a la
infeccion asintomatica o leve. Esto puede indicar cierta limitaciéon en la capacidad de los
anticuerpos para prevenir la infeccion inicial, y se podria especular que las respuestas
celulares son responsables de controlar que no se genere un dafo tisular grave. A su
vez, aunque algunas variantes virales pueden evadir fuertemente la inmunidad humoral,
las respuestas celulares inducidas por las vacunas muestran una fuerte proteccion
cruzada contra estas y respaldan el concepto de que las respuestas celulares

contribuirian sustancialmente al control de la enfermedad?'®.

En lo que respecta a la busqueda de correlatos de proteccion inmunolégica, un estudio
de larga escala en trabajadores de la salud mostré que la positividad para la presencia
de anticuerpos seria un buen predictor de un menor riesgo de infeccion, sugiriendo que
el nivel de anticuerpos podria usarse como marcador de proteccion3®. Sin embargo, en
este trabajo no comparaban los niveles de anticuerpos entre infectados y no infectados,
por lo que no se puede deducir informacién cuantitativa. Otros dos estudios compararon
7 vacunas contra COVID-19 y encontraron que los anticuerpos neutralizantes
mostraban una correlacién fuerte con la proteccion provista por las vacunas en los
ensayos clinicos de fase I113%"32, Como limitaciones estos trabajos no utilizaban un
método estandar para la cuantificacién de anticuerpos por lo que debian normalizarlos
a los niveles de anticuerpos presentes en los individuos convalecientes participantes de
los estudios. Ademas, los ensayos clinicos fueron llevados adelante en diferentes paises
y momentos, por lo que las caracteristicas demograficas de la poblacion y la variante

viral circulante podrian generar confusion en los resultados.

Por su parte, Moderna y AstraZeneca han publicado estudios de correlatos de
proteccion inmunoldgicos llevados adelantes durante el seguimiento de los receptores

de sus vacunas®?®%° Ambos encontraron que los anticuerpos anti-S y neutralizantes
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inducidos por las vacunas mRNA-1273 y ChAdOx1 son buenos predictores de
proteccion contra la COVID-19 sintomatica. Incluso sus datos proporcionan niveles
absolutos de anticuerpos que podrian ser usados para predecir la eficacia de la vacuna
y guiar la necesidad de dosis de refuerzo. Sin embargo, quedan dudas en cuanto a qué
tan generalizables son estos datos para otras vacunas o regimenes de vacunacion, y
nuevas variantes virales. Actualmente, el umbral de 264 BAU/ml se asocia con una
proteccion del 80% contra el COVID-19 sintomatico causado por la variante Alfa®*'. Un
trabajo reciente indica que concentraciones de anticuerpos IgG especificos superiores
a 500 BAU/mL o titulos de anticuerpos neutralizantes de 1024 o mas protegen en gran

medida contra la infeccion por la variante delta del SARS-CoV-23%,

1.4.2. Respuesta inmune a las vacunas contra SARS-CoV-2 en RTOS

Las publicaciones evaluando la efectividad de las vacunas contra COVID-19 en RTOS
aumentaron significativamente en el afo 2022, incluyendo numerosas revisiones
sistematicas y metaanalisis. Se ha reportado de manera consistente una respuesta
inmunitaria disminuida en esta poblacion, la cual se ha asociado a diversos factores de
riesgo. Una edad mayor a 65 afos se ha asociado a tasas menores de seroconversion
en practicamente todos los trabajos, también tener patologias de base como diabetes o
una funcién renal disminuida, haber recibido el érgano de un donante fallecido, y
determinados tratamientos inmunosupresores (principalmente micofenolato mofetil,
pero también corticoesteroides, inhibidores de calcineurina y betalecept, asi como estar
bajo un régimen de inmunosupresion multiple), o la exposicion reciente a rituximab o
timoglobulina33. Algunos estudios compararon la respuesta de anticuerpos frente a las
vacunas contra COVID-19 por tipo de 6rgano trasplantado estableciendo el siguiente
gradiente de mejor a peor respuesta: higado, corazoén, rifion, riidn-pancreas, y
pulmon?33, También varios trabajos resaltan la utilidad de dosis de vacuna extra, incluido

multiples dosis de refuerzo334-33¢,

En una revision sistematica, incluyendo a 11.713 RTOS, el rango medio sopesado de
respuesta humoral positiva para la presencia de anticuerpos anti-S luego de la
vacunacion contra COVID-19 empleando vacunas a ARNm fue de 10.4% (0-37.9%) para
1 dosis, 44.9% (0-79.1%) para 2 dosis, y 63.1% (49.1-69.1%) para 3 dosis®¥’. En dos de
los estudios incluidos, el 50% de los pacientes no tenian o tenian una respuesta minima

de anticuerpos luego de 3 dosis, generando respuesta recién después de la cuarta
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dosis®¥. En otra revision incluyendo 85 trabajos de respuesta de anticuerpos en RTOS
luego de dos dosis de vacuna contra COVID-19 (Pfizer/BioNTech, Moderna,
AstraZeneca y CoronaVac), la tasa de seroconversion pooleada fue de 49% (1C95%,
44-55%) en pacientes trasplantados, significativamente menor que en los controles
(99%)3%. La clasificacion por tipo de érgano mostré que los receptores de trasplante de
pulmén mostraban la tasa mas baja de seroconversion (29% [95%CI, 21%-36%]),
seguido por rifidn (37% [IC 95%, 30%-43%]) y corazoén (37% [IC 95%, 23%-51%]); los

TH presentaron la mayor tasa de seroconversion 65% [IC 95%, 58%-72%)])%%.

En este sentido, se ha demostrado que los TR generan una respuesta inmune menos
robusta que la poblaciéon general y que otros RTOS luego de la vacunacién contra
SARS-CoV-2. En un estudio observacional prospectivo multicéntrico incluyendo 368
pacientes, la tasa de seroconversion fue de 8% luego de dos dosis y de 42% luego de
una tercera dosis®®. Se demostré ademas un retraso en la cinética de aparicion de
células T CD4+ especificas para la proteina S, con un aumento significativo sélo luego
de la administracion de una dosis de refuerzo. La inmunosupresion y el tipo de vacuna
fueron identificados como los factores de riesgo independientes principales para no
generar anticuerpos®®. El Belatacept, agentes antiproliferativos e inhibidores de
calcineurina fueron asociados a una menor tasa de generacion de anticuerpos
comparado con inhibidores de mTOR y glucocorticoides®®. Ademas, la tasa de
seroconversién fue casi el doble con la vacuna a ARNm mRNA-1273 (49%) comparado
con la vacuna BNT162b2 (26%)3%.

En otro trabajo se reporté una seroconversion del 40% luego de dos dosis en TR
comparado con un 98% en el grupo control no trasplantado3*®. La respuesta aumento al
76% luego de la tercera dosis*°. Cada afio mas de edad aumentaba el riesgo de tener
una serologia negativa en un 5%%°. En cuanto a la respuesta celular, los niveles de
células T CD4+TNF-a y T CD4+IFN-y anti-S antes de la tercera dosis fueron menores
en los pacientes trasplantados®®. Otros estudios describieron una reduccion
significativa en la frecuencia de células T totales y T CD4+ post vacunacion, pero un
incremento en el porcentaje de Tregs y células T CD8+%° Los TR tienen un
impedimento en la respuesta inmune humoral y celular frente a la vacunacion contra
SARS-CoV-2 que es Unica comparada con otros receptores de organos sdlidos, este
fenédmeno no seria enteramente explicado por diferentes niveles de inmunosupresion, y

podria estar relacionado también a anormalidades inmunoldgicas asociadas a la
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uremia®*'. La infeccién previa con SARS-CoV-2 favorece que se genere una respuesta
inmune mas efectiva. Luego de dos dosis de vacuna, la conversion serolégica y la
respuesta de células T especificas fue significativamente mayor en TR previamente
infectados comparado con no infectados (97.1% contra 40.1% respectivamente para

respuesta humoral, y 90% contra 9.4%, respectivamente, de células T)342,

Esta falta de respuesta luego de la vacunacion con dos dosis es responsable de
numerosos casos de infeccion y pobres desenlaces de la enfermedad, que son similares
a pacientes trasplantados no vacunados®®3%4, Luego de tres dosis, aunque el riesgo de
infeccion continue siendo alto, los casos criticos son significativamente menos
frecuentes, lo que se evidencia en una reduccion de las admisiones a UCI, necesidad
de soporte ventilatorio y muertes3#°. La informacion disponible converge para indicar una
respuesta inmune aumentada en TR luego de la administraciéon de una tercera dosis de
vacuna, asi como un aumento en los titulos de anticuerpos de los pacientes que ya
habian respondido a la segunda dosis?%346-348  Sin embargo, comparado con la
poblacion general, el riesgo de enfermedad grave y muerte continda siendo

desproporcionadamente mas alto34%:349.350,

A esto se le suma que las variantes virales mas recientes, como ser delta y émicron, se
caracterizan por su capacidad de evadir parcialmente la respuesta inmune, desplazar
rapidamente otras variantes circulantes, y llevar a infecciones. En un estudio
observacional, se encontraron anticuerpos neutralizantes contra la variante delta
solamente en un 59% de los pacientes luego de la tercera dosis, y contra dmicron en un
43% de los casos®'. En un trabajo similar, determinaron que, si bien un 67% de los
pacientes desarrollan anticuerpos luego de la tercera dosis, la frecuencia de pacientes
que generan anticuerpos neutralizantes contra la variante émicron aumenta de 0 a
12%3%%2. Entonces, si bien la administracion de una tercera dosis aumenta
significativamente la inmunidad en TR, la actividad de anticuerpos neutralizante contra
variantes puede ser subdptima incluso en aquellos que desarrollan una respuesta
humoral. Esto pone de manifiesto la necesidad de optimizar la vacunacion en esta

poblacion vulnerable.

Consistente con lo que se ha observado para otros RTOS, los TH tienden de manera

significativa a mostrar una respuesta inmune humoral disminuida frente a la vacunacion
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contra COVID-19, aunque se encuentran dentro de los mas respondedores cuando se
los compara con los receptores de otros 6rganos sélidos. Se ha encontrado que la tasa
de seropositividad para anticuerpos especificos luego de dos dosis de vacunas en TH
se encuentra entre un 38.7% y 71%%3. Ademas, se ha demostrado que una tercera
dosis de vacuna a ARNm aumenta los niveles de anticuerpos y la respuesta de células

T en esta poblacién.

Como estrategia terapéutica, se ha propuesto una interrupcién en el uso de agentes
antiproliferativos por unas pocas semanas para aumentar la respuesta a una tercera o
cuarta dosis en aquellos RTOS que no generaron una respuesta inmune frente a dosis

previas®4,

1.4.3 Respuesta inmune a las vacunas contra SARS-CoV-2 en pacientes en
dialisis crénica

Dadas las alteraciones inmunoldgicas mencionadas anteriormente contar con
estrategias de vacunacion efectiva son de particular importancia para proteger a los
pacientes con enfermedad renal crénica, especialmente aquellos con fallo renal. Similar
a lo que ocurre frente a la infeccion natural, los pacientes con ERC generan respuestas
inmunolodgicas disminuidas frente a la vacunacion, cuando se los compara con
individuos sanos. Esto ha llevado a que se ajusten los regimenes de vacunacién en esta
poblacion, especialmente en el caso de las vacunas contra el virus de la hepatitis B e
influenza A H1N1.

Las revisiones bibliograficas disponibles con respecto a la vacunacion contra COVID-19
en PD se concentran principalmente en la respuesta a vacunas basadas en ARNm. En
lineas generales las tasas de seroconversion son altas en PDC frente al esquema de
vacunacion primario®3%3%%3%_ cuando se compara con otros grupos de pacientes
inmunosuprimidos como podrian ser los TR. La tasa estimada de deteccion de
anticuerpos para pacientes en HD fue de 45% luego de la primera dosis y 89% luego de
la segunda dosis, comparado con 95% y 100% en controles sanos3%. Sin embargo, los
niveles de anticuerpos alcanzados fueron significativamente menores en los pacientes
en HD comparado con los controles3®535-362 A modo de ejemplo, en un analisis

realizado 8 semanas luego de la vacunacion con BNT162b2 solo un 26% de los
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pacientes en HD habian pasado el umbral de las 590 BAU/mI, comparado con un 84%
en el grupo control®*®. La infeccion previa por SARS-CoV-2 indujo una respuesta mas
potente luego de la vacunacion, alcanzando, en lineas generales, los mismos niveles de
anticuerpos que los controles sanos sin infeccion previa. Los niveles de anticuerpos
muestran una disminucién en el tiempo a una velocidad similar a lo observado en la
poblaciéon general, las respuestas mas perdurables fueron detectadas en aquellos
individuos que presentaban niveles mas altos de anticuerpos inicialmente, como era

esperable.

En analisis multivariados se identificaron como predictores independientes de una pobre
respuesta de anticuerpos los siguientes factores: uso de drogas inmunosupresoras,
niveles bajos de albumina sérica, bajo conteo linfocitario, estatus de no respuesta a la
vacunacion contra hepatitis B, bajos niveles de IgG, mayor tiempo en dialisis, y una
dosis mayor de hierro i.v. La edad aparece como predictor independiente en algunos
estudios, pero no en otros, siendo probable que la “edad inmunoldgica” sea mejor
predictor que la edad numérica per se. En un grupo de trabajos los niveles de
anticuerpos parecen ser numéricamente superiores en los pacientes en DP comparado
con aquellos en HD. Dosis vacunales de refuerzo incrementan significativamente los
niveles de anticuerpos en la mayoria de los PDC, siendo los pacientes con una

respuesta inicial mas pobre los que obtienen un beneficio relativo mayor.
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1.5 METODOS DE EVALUACION DE LA RESPUESTA
INMUNE AL SARS-COV-2

El desarrollo de ensayos diagndsticos especificos y sensibles ha sido un componente
critico para la deteccion de individuos infectados y el manejo de la pandemia por SARS-
CoV-2. Mientras que los ensayos de PCR y de deteccién de antigenos virales han
permitido la identificacion de individuos cursando la infeccion, los ensayos serologicos
proporcionan evidencia sobre la exposicion previa al virus y la dinamica de la respuesta
inmune humoral al SARS-CoV-2%3, Estas pruebas se basan en la deteccion de
anticuerpos producidos por el sistema inmunitario del hospedero en respuesta a la
infeccion viral, y pueden ayudar a estimar la prevalencia de la infeccién en la poblacién
y a evaluar la eficacia de las intervenciones realizadas para el control de la pandemia,
como ser la aplicacion de vacunas. Ademas, los ensayos serologicos pueden ser Utiles
en la investigacién de la respuesta inmunolégica al virus, incluyendo su duracion y
magnitud, asi como la capacidad de los anticuerpos presentes para neutralizar la
interaccion del virus con su célula blanco y eliminar células infectadas. Estos ensayos
se complementan con los que permiten detectar y cuantificar la respuesta de células T
generada contra el virus. Si bien la respuesta inmune celular ha mostrado ser importante
para la resolucion de la infeccion por el SARS-CoV-23%*, es mas compleja de analizar,
por lo que la respuesta de anticuerpos se ha posicionado como un buen indicador de

respuesta protectora tanto en contexto de infeccion como de vacunacion.

Existen varios tipos de ensayos serologicos disponibles para la deteccion de anticuerpos
contra el SARS-CoV-2 (Figura 17). Cada tipo de ensayo tiene sus propias ventajas y
limitaciones, y la eleccion de la prueba dependera de factores como la sensibilidad y
especificidad, el costo y la disponibilidad. Al 16 de febrero de 2023, la FDA habia
concedido una autorizacion de uso de emergencia a 84 ensayos serolégicos 0 ensayos
de evaluacion de la respuesta inmune adaptativa®®, incluidos 4 ensayos “in house” para
la deteccion de anticuerpos llevados adelante en laboratorios de instituciones
académicas y de salud publica. Los ensayos se pueden clasificar de acuerdo con la
plataforma que se utiliza para evidenciar la presencia de anticuerpos especificos contra
el SARS-CoV-2%%, Algunos autores también hacen la distincion entre los ensayos de
diagndstico rapido, como los que emplean un formato de tira reactiva, y los ensayos no
rapidos®®”. Dentro de los ensayos seroldgicos se incluyen los ensayos de neutralizacion
por reduccion de placas (PRNT), utilizados como técnica patron para la deteccion de

anticuerpos con capacidad neutralizante en suero; e inmunoensayos, como el ensayo
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de inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA), el inmunoensayo de flujo lateral (LFIA)3¢8,
el ensayo de inmunofluorescencia (IFA), el inmunoensayo de quimioluminiscencia

(CLIA), el inmunoensayo de electro quimioluminiscencia (ECLIA); y el Biosensor.
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Figura 17. Ensayos serologicos para la evaluacién de la respuesta de anticuerpos especifica contra
el SARS-CoV-2, A- Los individuos infectados con el SARS-CoV-2 o vacunados contra el este generan
anticuerpos especificos que pueden ser detectados a nivel sérico. B- Los ensayos de tipo ELISA indirecto
permiten la deteccion de anticuerpos especificos (IgM, IgA y/o I1gG) dirigidos contra diferentes antigenos
virales, la mayoria de los ensayos de ELISA disponibles utilizan S1, RBD o N como antigenos. C- Ensayos
de ELISA de tipo competitivo han sido adaptados para su utilizacion como ensayos sustitutos de
neutralizacion (sVNT) permitiendo evidenciar la presencia de anticuerpos dirigidos contra el RBD capaces
de cloquear la interaccion de este con el receptor celular ACE2. D- Los ensayos de neutralizacion
empleando pseudovirus son una alternativa interesante a los PRNT ya que tienen menores requerimientos
de bioseguridad y son mas accesibles.

1.5.1. Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA)

68




“Abordaje sistémico de la respuesta inmune mediada por anticuerpos contra el SARS-CoV-2"

El ELISA es un método bioquimico que combina el inmunoensayo con el ensayo
enzimatico. Se sustenta en el principio inmunologico basico de la unidon especifica
antigeno-anticuerpo, para detectar uno u otro en una muestra de interés. En el ELISA
se utilizan antigenos o anticuerpos conjugados a una enzima para detectar la presencia
del inmunocomplejo. Existen diversos formatos de esta técnica, dependiendo de cual es
el proposito del ensayo y la muestra a analizar, destacandose: el ELISA directo, el ELISA

indirecto, el ELISA sandwich, y el ELISA competitivo®®°.

El ELISA directo es utilizado para determinar y/o cuantificar la presencia de un antigeno
en una muestra a partir de la utilizaciéon de un anticuerpo especifico que ya esta
conjugado de manera directa a una enzima. En el ELISA indirecto, se inmoviliza un
antigeno y se agrega un anticuerpo primario especifico no conjugado, luego se adiciona
un anticuerpo secundario, dirigido contra los anticuerpos primarios, que se encuentra
conjugado a una enzima. En ambos casos, luego del agregado del anticuerpo conjugado
se adiciona el sustrato de la enzima, y se permite que se desarrolle color, siendo la
intensidad del color proporcional a la presencia del analito en la muestra. Si bien el
ELISA directo es una herramienta diagndstica mas rapida no permite la amplificacion de
la sefial y suele presentar por tanto una baja sensibilidad, siendo empleado en
escenarios donde hay abundancia del analito en la muestra. Ademas, es necesario
disponer de anticuerpos primarios especificos contra el antigeno ya conjugados a una
enzima. El ELISA indirecto permite mas versatilidad en este sentido, ya que multiples
anticuerpos primarios de la misma especie pueden ser detectados utilizando
anticuerpos secundarios conjugados a enzima que se encuentran disponibles
comercialmente. Este formato de ensayos es ampliamente utilizado para la deteccion
de anticuerpos especificos contra antigenos en muestras bioldgicas, un ejemplo es su
utilizaciéon para el diagnostico serologico de la infeccion por el Virus de la

Inmunodeficiencia Humana (VIH)®7°,

Soluciones mas complejas pueden ser analizadas utilizando un ELISA en formato
sandwich, su nombre deriva de que el analito se captura entre dos anticuerpos para su
deteccion. En un primer paso uno de los anticuerpos, llamado anticuerpo de captura se
inmoviliza a la placa, luego se agrega la muestra a analizar y por ultimo se coloca un
segundo anticuerpo especifico para el analito, llamado anticuerpo de deteccion. Si este
anticuerpo de deteccion ya se encuentra conjugado a una enzima decimos que se trata

de un ELISA sandwich directo, y si es necesario agregar un anticuerpo secundario
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conjugado, dirigido contra el anticuerpo de deteccion, seria un formato indirecto. La
ventaja de este tipo de ELISA es la alta especificidad que presenta para la deteccion de
analitos, ademas el anticuerpo de captura inmoviliza el antigeno presente en la muestra
de manera especifica por o que no son necesarios pasos extra de purificacion. Como
desventaja, para realizar este ensayo se requiere de dos anticuerpos especificos para
el antigeno que reconozcan epitopos diferentes entre si y funcionen bien en conjunto,
el ensayo lleva ademas mas tiempo de ejecucién y es mas costoso que los ELISA directo

e indirecto.

Por ultimo, el ELISA competitivo es diferente a los anteriores ya que se basa en el
proceso de union competitiva. El anticuerpo primario se incuba con la muestra sin
purificar, dejando que se una a todo el antigeno presente en la misma, luego esta
muestra se agrega a una placa donde se encuentra inmovilizado el antigeno. Cuanto
mas antigeno estuviese presente en la muestra mayor numero de complejos antigeno-
anticuerpo se habran formado y menos anticuerpo estara libre para interaccionar con el
antigeno inmovilizado en la placa. Hay por tanto una competencia por la unién al
anticuerpo entre el antigeno presente en la muestra y el inmovilizado en la placa.
Finalmente, se agrega un anticuerpo secundario conjugado dirigido contra el anticuerpo
primario y la presencia de este se revela mediante el agregado de sustrato. En el ELISA
competitivo se genera una curva inversa, donde cuanto mas antigeno esté presente en
la muestra original menor sera la sefial generada. Algunos ensayos de neutralizacion
viral sustituta que permiten detectar la presencia de anticuerpos con capacidad de inhibir
la interaccion entre ACE2 y el RBD del SARS-CoV-2 se basan en este principio, como

veremos mas adelante (Figura 17-C).

Con el comienzo de la epidemia por SARS-CoV-2 en diversas partes del mundo se
comenzaron a desarrollar ensayos para la deteccion de anticuerpos especificos contra
este patogeno. En este sentido, uno de los trabajos pioneros fue el de Amanat et al.®”"
en el cual describieron la produccion de manera recombinante en células de mamifero
de la proteina S (en forma de trimero estabilizado) y de su RBD, y su utilizacién como
antigenos para el desarrollo de un ensayo “in house” de tipo ELISA indirecto que
permitia la deteccion de anticuerpos especificos anti-SARS-CoV-2 en suero,
demostrando que este método era capaz de distinguir individuos previamente infectados
de aquellos que no habian cursado la infeccion, y dando indicios de una buena

correlacion entre el titulo de anticuerpos determinado mediante ELISA y la capacidad
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neutralizante de los mismos®". A este primer método descrito le siguieron numerosos
ensayos serologicos basados en el método de ELISA desarrollados temprano en la
pandemia que permitieron la deteccion de anticuerpos especificos contra el SARS-CoV-

2 para determinar seroconversion luego de la infeccion (Figura 17-B).

Disponer de antigenos que puedan ser reconocidos por los anticuerpos es un punto
crucial para el desarrollo de métodos serolégicos precisos. La proteina N y la proteina
S son los principales inmunégenos del SARS-CoV-2%2, dentro de la proteina S la
subunidad S1 es la que mas difiere con otros coronavirus similares, por lo que esta
subunidad o incluso el RBD son utilizadas como base para el desarrollo de ensayos de
ELISA. El nivel de la respuesta de anticuerpos frente a la infeccion por SARS-CoV-2
puede variar de acuerdo con la edad, sexo, y la presencia de comorbilidades. La
presencia de IgM e IgG especificas son comunmente utilizadas como indicadores de
infeccion pasada®?. Actualmente existe un amplio numero de ensayos de ELISA que
permiten detectar la presencia de anticuerpos IgM y/o IgG especificos contra N, S, S1 o
RBD de SARS-CoV-2, tanto comerciales como “in house”, a partir de muestras de suero,
plasma o sangre®”® (Figura 17-B). También se ha incursionado en la deteccion de IgA
especificas a partir de otras muestras bioldgicas relevantes como ser saliva®. El
antigeno que se utiliza en el ensayo, la muestra biolégica, el isotipo de anticuerpo
detectado, el momento en el que se realiza el ensayo y sus caracteristicas determinaran

los usos de este.

Por ejemplo, los ensayos que determinan la presencia de anticuerpos dirigidos contra la
proteina N del SARS-CoV-2 son Uutiles para indicar una exposicion pasada al virus, pero
en principio los anticuerpos anti-N no estarian involucrados de manera directa en la
neutralizacion viral®”>37%. Por el contrario, la respuesta de anticuerpos dirigida contra la
proteina S y en particular contra el RBD podria ser considerada como un indicador
sustituto de una respuesta de anticuerpos protectora ya que la mayor parte de los
anticuerpos con capacidad neutralizante se dirigen contra esta region®73®  Sin
embargo, no todos los anticuerpos dirigidos contra el RBD tienen capacidad
neutralizante, y no todos los anticuerpos con capacidad neutralizante estan dirigidos
contra el RBD, por lo que es util complementar estos ensayos con otros que permitan

evaluar de manera mas directa la capacidad neutralizante.
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1.5.2 Ensayos de neutralizaciéon

Dentro de los ensayos seroldgicos de neutralizacién el mas utilizado es el PRNT,
considerado como el ensayo de referencia para medir la actividad neutralizante anti-
SARS-CoV-2%79380_ E| suero del paciente se diluye e incuba con el virus para luego
agregarlo a un cultivo de células buscando su infeccion. Estos ensayos se basan en el
principio de que los anticuerpos neutralizantes, en caso de estar presentes, van a
prevenir que el virus infecte las células y esto se va a evidenciar en un descenso del
numero de placas. Este es un método para detectar y medir el titulo de anticuerpos
presentes en muestras de suero calculando el porcentaje de disminucion de la actividad
viral, esto generalmente se determina contando cuanto disminuye el numero de placas
(areas localizadas de infeccion evidenciadas por el efecto citopatico del virus) luego de
agregar el suero conteniendo anticuerpos neutralizantes comparado con el control. Para
expresar el resultado normalmente se utiliza el PRNT50 definido como el titulo de suero
que genera una reduccion del 50% en el nimero de placas. Sin embargo, el PRNT tiene
varias desventajas que lo convierten en un método que no puede ser utilizado de
manera masiva: su realizacion conlleva varios dias de trabajo, requiere de personal

calificado y debe ser realizado bajo condiciones de bioseguridad nivel 3 (BSL3).

En este sentido, varios métodos alternativos han sido desarrollados para obtener
resultados mas rapidos y sin tantos requerimientos de infraestructura, que utilizan el
PRNT como estandar. Un ejemplo de esto son los ensayos basados en pseudovirus
(Figura 17-D). Un pseudovirus es un virus quimérico que comprende el esqueleto de un
virus que incorpora la proteina de superficie del virus de interés. Los genes del
pseudovirus son modificados para “ocultar” sus propias proteinas de superficie y no ser
replicativos. Los pseudovirus pueden ser manipulados en laboratorios de bioseguridad
nivel 2 (BSL2), los cuales estan disponibles en multiples lugares. Para propdsitos de
screening masivo los pseudovirus llevan un gen reportero (NanoLuc luciferasa o genes
fluorescentes verdes) lo que permite detectar las células infectadas. El virus de la
estomatitis vesicular (VSV) y el VIH-1 son comunmente utilizados como sistema de
empaqguetamiento de pseudovirus del SARS-CoV-2%', Esto se basa en que poseen una
alta eficiencia de entrega y permiten la insercion de 8 a 9 kb de genes de interés. EI VSV
conteniendo la proteina S se ha utilizado en mdltiples ensayos de neutralizacion con
pseudovirus para cuantificar anticuerpos neutralizantes contra el SARS-CoV-23%2, Varias
lineas celulares han sido utilizadas en ensayos de neutralizacion con estos pseudovirus,

incluyendo: ACE2 293T (epitelio renal humano), Calu-3 (epitelio de pulmén humano),
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Vero-E6 (epitelio renal), Ips-CMs (cardiomiocitos derivados de iPS), y Huh-7 (hepatoma
humano), mostrando una buena eficiencia®?. Aunque los sistemas de pseudovirus
facilitan los estudios de neutralizacion, permanecen algunas limitaciones al respecto,
por ejemplo, en estos experimentos las lineas celulares blanco expresan de manera
exdégena ACE2, en algunos casos en conjunto con TMPRSS2, para facilitar la
infectividad del pseudovirus. Ademas, la densidad de la proteina S en la superficie del
pseudovirus puede influenciar la entrada de este a la célula y la habilidad de los sueros

para neutralizar.

Ademas de los ensayos de neutralizacion mencionados antes, se han desarrollado
métodos aun mas simples para la deteccidn de anticuerpos neutralizantes, como los
ensayos de neutralizacion viral sustitutos (sVNT) (Figura 17-C). Los sVNT pueden ser
realizados en instalaciones BSL1 o BSL2, por lo que constituyen una alternativa rapida
y costo-efectiva a los ensayos con pseudovirus. Desde el comienzo de la pandemia
varios inmunoensayos, entre ellos varios ELISA, han sido desarrollados para detectar la
presencia de anticuerpos especificos contra el SARS-CoV-2, especialmente anticuerpos
neutralizantes®-385, Estos ensayos se basan en la interaccién entre el ACE2 y el RBD.
Basicamente se inmoviliza el ACE2 o el RBD recombinante y se utiliza ACE2 o RBD
conjugados a HRP para producir una sefial que puede ser medida. La mayoria de estos
ensayos son ELISA de competencia en los cuales los anticuerpos neutralizantes
presentes en el suero compiten con el ACE2-HRP o el ACE2 inmovilizado por unirse al
RBD inmovilizado o al RBD-HRP, respectivamente. Si la muestra de suero contiene
anticuerpos neutralizantes dirigidos al RBD del SARS-CoV-2, la intensidad del color
producido sera inversamente proporcional a la cantidad de estos anticuerpos que esté

presente.

1.5.3 Estandares internacionales para ensayos serolégicos contra el SARS-

CoV-2

Dado el numero tan alto de ensayos seroldgicos diferentes, existe la necesidad de
contar con estandares que permitan comparar los resultados obtenidos utilizando
diferentes pruebas. En diciembre de 2020 fue adoptado por el Comité Experto en
Estandares Biologicos de la OMS, el primer Estandar Internacional y Panel Internacional
de Referencia de la OMS de inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2. El estandar

internacional esta constituido a partir de un conjunto de plasmas humanos de pacientes
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convalecientes de SARS-CoV-2. El panel de referencia incluye la muestra F (20/150) de
alto titulo, la muestra J (20/148) de titulo medio, la muestra E (20/144) de bajo titulo anti-
S y alto titulo relativo anti-N, la muestra | (20/140) de bajo titulo, y la muestra H (20/142)
negativa. Ademas del estandar internacional, la OMS propuso la BAU (“binding antibody
unit’) como unidad para cuantificar la presencia de anticuerpos especificos contra un

determinado antigeno en una muestra.
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2. CONTEXTUALIZACION DEL
PROBLEMA

A noviembre de 2023, se han reportado a nivel mundial mas de 772 millones de casos
de COVID-19 y casi 7 millones de muertes asociadas a esta enfermedad®'. El 13 de
marzo de 2020 se reportaron los primeros casos confirmados de COVID-19 en Uruguay
y ese mismo dia se decretd el estado de emergencia sanitaria nacional, el cual fue
levantado por el gobierno en abril de 2022. Los ensayos basados en la deteccion del
genoma del SARS-CoV-2 y de antigenos virales han sido ampliamente empleados para
el diagnéstico de la infeccion viral aguda. Por otro lado, los ensayos seroldgicos, a pesar
de que han mostrado no ser adecuados para diagnosticar la infeccion en etapas
tempranas, si pueden ser utilizados en un nimero importante de otras aplicaciones. En
un contexto global marcado por la escases y dificultad de acceso a recursos vinculados
al diagnostico y tratamiento de COVID-19, disponer de un ensayo seroldgico propio que
permitiera detectar la presencia de anticuerpos especificos contra el SARS-CoV-2,
permitia aumentar la soberania de nuestro pais generando informacion local rapida que

sirviera de insumo para la toma de decisiones.

En primer lugar, los ensayos serologicos son una herramienta complementaria a los
ensayos de diagnéstico molecular que permiten detectar infecciones pasadas no
diagnosticadas oportunamente y, de esta manera, evaluar el alcance real de la epidemia
a través de la realizacion de estudios de seroprevalencia, hecho importante para
evidenciar factores de riesgo que favorezcan la propagacion del virus y tomar medidas
de contencidén mas eficaces. También permiten evaluar la respuesta inmune humoral
que se genera en los individuos infectados por SARS-CoV-2 y su persistencia en el
tiempo, dando indicios sobre si luego de cursada la enfermedad se generaria proteccién
frente a la reinfeccion y cuanto tiempo persistiria esta. En etapas tempranas de la
pandemia y frente a la ausencia de tratamientos especificos contra la COVID-19 se
propuso la utilizacién de plasma convaleciente de individuos recuperados con fines
terapéuticos. Esto se basaba en la presencia de anticuerpos especificos con capacidad
neutralizante en el plasma, siendo la deteccidon y cuantificaciéon de anticuerpos clave
para esta aplicacion. Ademas de estas aplicaciones los ensayos serolégicos también
sirvieron de soporte para trabajos de investigacion relacionados a la infeccion por SARS-

CoV-2 llevados adelantes en nuestro pais.
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La evolucién de la pandemia estuvo acompanada por un rapido y sin precedentes
desarrollo de vacunas contra COVID-19, algunas basadas en plataformas tradicionales
y otras en tecnologias relativamente nuevas. Las primeras vacunas contra COVID-19
fueron autorizadas para su uso de emergencia en diciembre de 2020, basado en
ensayos de seguridad e inmunogenicidad en grupos seleccionados de individuos. La
campana de vacunacion contra COVID-19 en Uruguay comenz6 el primero de marzo de
2021. La informacion disponible respecto a la respuesta inmunoldgica inducida por las
vacunas contra COVID-19 a ser utilizadas en nuestro pais era escasa, en el caso de la
vacuna BNT162b2, y practicamente nula, en el caso de CoronaVac. En este contexto,
disponer de un ensayo seroldgico que permitiera cuantificar la respuesta inmune
humoral especifica generada en la poblacion frente a la aplicacion de estas vacunas y
conocer su evolucién en el tiempo, surgian como elementos clave para el manejo de la
epidemia en nuestro pais. Desde el area clinica, tanto a nivel mundial como nacional,
emergio la necesidad de saber si grupos particulares de pacientes, como aquellos en
estado de inmunosupresién natural o inducida, no incluidos en los ensayos clinicos de
las vacunas contra COVID-19, respondian de la misma manera que la poblacién general
o requerian de un esquema de vacunacion particular contra el SARS-CoV-2. Si bien la
respuesta a estas preguntas iba surgiendo de manera natural y relativamente rapida
para las vacunas utilizadas en paises desarrollados, como las basadas en ARNm o
vectores virales, no era asi para otras vacunas, como las vacunas a virus inactivado,

volviéndose necesario generar informacion propia.

A la luz de la evidencia generada tanto a nivel nacional como internacional respecto a
la respuesta de anticuerpos inducida por la vacunacion primaria contra COVID-19 en
diferentes poblaciones y su evolucion en el tiempo, y en un escenario de aparicion de
variantes virales del SARS-CoV-2 que evadian al menos parcialmente esta respuesta,
se dispuso la aplicacién de dosis vacunales de refuerzo empleando la vacuna
BNT162b2 en toda la poblacion. Esto implic6 que individuos que habian sido
inmunizados con CoronaVac recibieran una dosis de BNT162b2, en un esquema de
vacunacion heteréloga pionero a nivel mundial. Esto planteé nuevamente la necesidad
de generar datos propios respecto al efecto de esta intervencion sobre la respuesta
inmune especifica contra el SARS-CoV-2, tanto en la poblacién general como en

pacientes inmunosuprimidos.
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2.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo de la presente tesis fue desarrollar y validar un ensayo serolégico que
permitiera la deteccién y cuantificacion de anticuerpos de tipo 1gG especificos contra el
SARS-CoV-2 en muestras de suero humanas, con la intencién de dar respuesta a
distintas preguntas relacionadas a la respuesta inmune humoral estimulada por la
infeccion viral o la vacunacion que surgieran en el transcurso de la pandemia por
COVID-19 en Uruguay.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desarrollar, caracterizar y validar un ensayo seroldgico de tipo ELISA indirecto
para la deteccion cualitativa y cuantitativa de anticuerpos de tipo IgG especificos

contra el RBD de la proteina S del SARS-CoV-2 en muestras de suero humanas.

- Aplicar este ensayo en territorio para medir la respuesta inmune humoral
inducida en respuesta a la infeccién por SARS-CoV-2. En particular, evaluar su
utilidad para detectar infecciones pasadas por SARS-CoV-2 en poblaciones de
interés a través de su aplicacion en estudios de seroprevalencia, y aplicarlo para

la generacion de un banco de plasma convaleciente de COVID-19.

- Evaluar la dinamica de generacion y evolucion en el tiempo de anticuerpos
séricos anti-RBD de SARS-CoV-2 en una cohorte de trabajadores de un instituto

de investigacion uruguayo durante dos afios.

- Estudiar la respuesta inmune humoral inducida por los esquemas de vacunacion
contra COVID-19 empleados en Uruguay en un grupo representativo de la
poblaciéon general y en pacientes con distintos niveles de inmunosupresion,
como ser receptores de trasplantes de 6rganos sélidos y pacientes en dialisis

croénica.
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3. RESULTADOS

Este capitulo se divide en tres secciones, en la primera se describe el desarrollo,
validacioén y aplicacion en etapas temprana de la pandemia de un ensayo de ELISA para
la deteccién de anticuerpos especificos contra el SARS-CoV-2 en muestras de suero
humanas. Esta seccion se compone integramente de resultados no publicados. En la
segunda seccion se muestran los resultados no publicados de un estudio de
seroprevalencia y evolucién en el tiempo de anticuerpos especificos en una cohorte de
trabajadores de un instituto de investigacion, y los resultados contenidos en una
publicacion cientifica derivados de este ensayo que permitieron estudiar la respuesta
inmune humoral inducida por un régimen de vacunacién heterdloga en la poblacion
uruguaya. La ultima seccion engloba resultados generados respecto a la respuesta
inmune humoral desarrollada frente a la vacunacién contra COVID-19 en RTOS,
contenidos en tres publicaciones cientificas, y resultados no publicados de la respuesta
en PDC.

3.1 DESARROLLO A NIVEL NACIONAL DE UN ELISA
INDIRECTO PARA LA DETECCION CUALI-CUANTITATIVA DE
ANTICUERPOS ESPECIFICOS CONTRA EL SARS-COV-2

Los ensayos basados en la deteccion del genoma del SARS-CoV-2 y de antigenos
virales han sido ampliamente empleados para el diagnéstico de la infeccion viral aguda.
Los ensayos seroldgicos, a pesar de no ser adecuados para diagnosticar la infeccion en
etapas tempranas, si pueden ser utilizados en un numero importante de otras
aplicaciones. Entre ellas, han permitido estudiar la respuesta inmune frente a la infeccién
por SARS-CoV-2 de una manera cualitativa y cuantitativa. Los estudios de
seroprevalencia han sido fundamentales para determinar la tasa de infeccidén en un area
afectada, de manera mas precisa, sobre todo en escenarios donde el diagndstico de la
infeccién aguda pudo verse desbordado. Los ensayos seroldgicos también permitieron
la identificacién de individuos que generaron respuestas de anticuerpos robustas con
altos titulos, y podian ser utiles como donantes para la generacion de plasma
convaleciente con fines terapéuticos. Por ultimo, estos ensayos pueden servir para
identificar respuestas de anticuerpos (ya sea inducidas por la infeccion per se o

mediante vacunacién) que puedan correlacionarse con proteccion frente a la infeccion
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por SARS-CoV-2 o el desarrollo de formas graves de la enfermedad. En esta seccion
se aborda el trabajo llevado adelante para el desarrollo a nivel nacional de un ensayo
de ELISA para la deteccion cualitativa y cuantitativa de anticuerpos especificos contra
el SARS-CoV-2, y algunos ejemplos de su aplicacién en territorio en etapas tempranas

de la pandemia.
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3.1.1 Puesta a punto de un ensayo de ELISA indirecto para la deteccién de

anticuerpos especificos 1gG anti-RBD de SARS-CoV-2

En marzo del 2020 se conformo en nuestro pais un grupo de trabajo interinstitucional
con el objetivo de desarrollar ensayos serologicos para el SARS-CoV-2. Este grupo,
integrado por investigadores de la UdelaR (Facultad de Medicina, Hospital de Clinicas,
Facultad de Ciencias, Facultad de Quimica, Polo Tecnoldgico de Pando) y el IP
Montevideo, en consorcio con la comparia ATGen, trabajé sobre el desarrollo de varias
opciones de métodos seroldgicos para la deteccion de anticuerpos generados contra el
SARS-CoV-2. Nos focalizaremos particularmente en el proceso de desarrollo, validacién
y aplicacion de tres versiones de un ensayo de ELISA indirecto para la deteccion de
inmunoglobulinas humanas de tipo IgG dirigidas contra el RBD de la proteina S de este
virus. En la Figura 18 se esquematizan los principales hitos del grupo referidos a estos

desarrollos.
13/03/20
Reporte de primeros 20/01/21
casos de COVID-19 Aprobacién COVID-19 IgG
en Uruguay ELISA UY 2.0
20/07/20 06/21
Aprobacién COVID-19 IgG Aprobacién COVID-19 IgG
ELISAUY 1.0 QUANT ELISA

Figura 18. Esquema temporal de la aprobaciéon de diferentes versiones de un ensayo serolégico de
tipo ELISA para la determinacién de anticuerpos IgG especificos contra el RBD de la proteina S del
SARS-CoV-2 en muestras de suero/plasma humano. Se indica el nombre comercial del ensayo, la fecha
de aprobacién por parte del Departamento de Laboratorios de Salud Publica (DLSP) del MSP y sus
principales caracteristicas.
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En una primera instancia se trabajo en la conformacion de una seroteca de muestras a
ser empleadas para la puesta a punto y validacion del ensayo. Se utilizaron como
control, para determinar la reactividad basal del ensayo, muestras de suero obtenidas
en el ano 2018, previo a la circulacién del virus SARS-CoV-2 en Uruguay. Estas
muestras se componian de sueros de descarte provistos por el Servicio Nacional de
Sangre (SNS), correspondientes a individuos de entre 18 y 65 afios que cumplian con
los requisitos iniciales para ser donantes de sangre. Por otra parte, se obtuvieron
muestras de suero de donantes voluntarios que habian cursado COVID-19 con
diagnostico confirmado de la infeccion mediante PCR, con mas de 15 dias desde el
diagnostico o comienzo de sintomas, para constituir la seroteca de muestras de
pacientes infectados a analizar mediante el ensayo. La poblacién se compuso de
individuos mayores de 18 afios en fase de convalecencia de la enfermedad que habian
presentado variedad de manifestaciones clinicas. Es de destacar que no se incluyeron
para la puesta a punto del ensayo muestras de pacientes que estuvieran cursando la
infeccion, ya sea en domicilio o internados. Las muestras se obtuvieron de donantes
que concurrieron al Instituto de Higiene en abril del 2020 de manera voluntaria para
contribuir especificamente con este proyecto. Esta seroteca de sueros positivos se
amplioé posteriormente con muestras de donantes de plasma convaleciente de COVID-
19 que concurrieron a servicios nacionales de donacion de sangre en el correr de los
anos 2020 y 2021. A partir de una colaboracién también se utilizé el ensayo para analizar

muestras de pacientes internados con COVID-19%¢ (Anexo 1-8.1).

Inicialmente, se utiliz6 como antigeno el RBD producido en células de mamifero
HEK293T (mRBD) a partir de la construccion pCAGGS-RBD-6His (BEI, NR-52309)
provista por el grupo de Florian Krammer®’'387. Se ensayaron en simultaneo diversas
condiciones de sensibilizacion e incubacion de las muestras para generar un ensayo de
ELISA de tipo indirecto en una version “in house”, y empleando reactivos comerciales
provistos por la compafiia ATGen. Con respecto a la sensibilizacion se emplearon una
solucion de buffer carbonato y una solucién de PBS para diluir el antigeno, no
encontrandose diferencias notables entre ambos, por lo que se continué trabajando con
PBS. Se realiz6 una curva de sensibilizacion utilizando cantidades crecientes de la
proteina mRBD (1 a 4 ug/ml). A la concentracion de 1 ug/ml ya se detectaba sefial en
los sueros positivos, y tanto empleando nuestros reactivos como las soluciones
comerciales, parecia haber una saturacion a partir de los 2.5 yg/ml (Figura 19-A). Para

optimizar el uso de antigeno se establecié en 1 yg/ml la concentracion de mRBD a
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Figura 19. Puesta a punto de un ensayo de ELISA indirecto para la deteccién de anticuerpos IgG
anti-RBD de SARS-CoV-2 en muestras de suero humanas. A- Se sensibilizaron placas de ELISA con
cantidades crecientes del antigeno mRBD y se determind en cada condiciéon el valor de absorbancia
obtenido para una dilucién 1:50 de tres sueros de individuos con diagndstico previo de COVID-19 y de
sueros control. B- Empleando una concentracion de mRBD de 1 ug/ml en la sensibilizacion se ensayaron
diluciones seriadas de sueros positivos y negativos para determinar la dilucion de muestra a ser utilizada.

emplear en la sensibilizacion. Se testearon tres diluyentes de muestra comerciales
diferentes (provistos por la compania ATGen), seleccionandose aquel que mostré mejor
performance. La solucion de dilucion de los sueros de PBS-BSA-suero normal de cabra
(SNC) fue la que mostré un mejor comportamiento, al disminuir la sefial de base de los
sueros negativos. Con respecto a la dilucion de suero, se establecio inicialmente en 1/50
(Figura 19-B). Con el pasaje a formato kit se demostré que una diluciéon 1/10 permitia
una mejor separacion de los sueros positivos sin aumentar la sefial de los sueros
negativos. Los sueros se analizaron con inactivacion previa a 56 °C por una hora y sin

inactivar, sin encontrarse diferencias destacables.

Como resultado de este trabajo inicial, se obtuvo un protocolo de ELISA indirecto version
“in house” que permitia discriminar los sueros de pacientes que cursaron COVID-19 y
presentaban anticuerpos de tipo IgG especificos contra el RBD de SARS-CoV-2, de
aquellos sueros negativos para la presencia de anticuerpos contra el virus obtenidos
previo al inicio de la pandemia, el cual se esquematiza en la Figura 20. Ademas, a partir
de este protocolo y el trabajo de puesta a punto y validacién realizado, la compania
ATGen adaptd este ensayo una version de kit comercial®*®. ElI 20 de julio de 2020 el
Departamento de Laboratorios de Salud Publica (DLSP) del MSP valid6é este primer
ensayo seroldgico llamado de COVID-19 IgG ELISA UY para su utilizacion en muestras
de suero o plasma obtenidas a partir de 14 dias desde el comienzo de sintomas. En el
analisis realizado por ellos encontraron una sensibilidad del 97,56% (IC 95%: 87,40%-
99,57%) y una especificidad del 90,91% (IC95%: 72.18%-99,57%) (Anexo [1-9.1).
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Figura 20. Esquema de la version “in house” del ensayo de ELISA indirecto desarrollado para la
deteccion de anticuerpos IgG especificos anti-RBD de SARS-CoV-2 en muestras de suero
humanas. Se esquematiza el protocolo del ELISA para IgG anti-SARS-CoV-2 desarrollado en formato “in
house”, el cual se detalla en la secciéon de Metodologia.

Luego de este primer hito, el grupo comenzé a trabajar en la produccién del antigeno
RBD de manera recombinante en células S2 de Drosophila Megaloganster (iRBD). Esto
facilité la produccién ya que la proteina se obtenia funcional y con altos rendimientos®®
(Anexo 1-8.2), manteniendo su reactividad contra sueros positivos ensayados mediante
ELISA, asi como su capacidad de unirse al receptor celular ACE2 expresado en la
superficie de células HEK293T, como fue evidenciado mediante citometria de flujo3®°.
En esta etapa se trabaj6é de manera directa en el formato de kit comercial, introduciendo
como unica modificacion un aumento a 2 pg/ml de la concentracion de antigeno
empleada en la sensibilizacion. En enero de 2021 el DLSP del MSP evaluo6 este segundo
kit, lamado COVID-19 IgG ELISA UY 2.0, indicando que el mismo cumplia con los
requisitos de especificidad y de sensibilidad para muestras obtenidas con posterioridad

a los 8 dias de iniciados los sintomas (Anexo 11-9.2).

Para profundizar en la caracterizacion de estos ensayos, se analizaron 90 sueros control
prepandémicos y 90 sueros de individuos con diagnéstico previo de infeccion por SARS-
CoV-2 confirmado mediante PCR, en etapa convaleciente, empleando los kits
desarrollados a nivel nacional con mRBD e iRBD como antigenos (COVID-19 IgG ELISA
UY y COVID-19 IgG ELISA UY 2.0, respectivamente). Estos mismos sueros se

analizaron utilizando los ensayos comerciales: Anti-SARS-CoV-2 ELISA (IgG) que
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emplea como antigeno la subunidad S1 de la proteina S (Euroimmun, Libeck,
Alemania), Novel Coronavirus COVID-19 IgG ELISA antigeno N (DRG International,
Inc., Springfield, NJ, USA) y SARS-CoV-2 Antibody Test Strip que utiliza una proteina
recombinante no especificada del SARS-CoV-2, marcada con oro coloidal, para la
deteccion de anticuerpos 1gG e IgM (Sinocare, Changsha, China), siguiendo las
instrucciones de los fabricantes. Esto permiti6 comparar el comportamiento de los
ensayos desarrollados en nuestro pais con otros ensayos seroldgicos empleados a nivel
internacional, dos de ellos también pruebas de tipo ELISA, pero que emplean otros

antigenos virales, y una prueba de tipo LFIA (/ateral flow immunoassay).

Tabla 2. Analisis comparativo de 90 sueros control prepandémicos (COVID-19 -) y 90 sueros de individuos
con diagnostico previo de infeccién por SARS-CoV-2 (COVID-19 +) empleando los ensayos COVID-19
IgG ELISA UY y COVID-19 IgG ELISA UY 2.0 y ensayos serolégicos comerciales.

Resultado ensayo COVID-19 + (N) | COVID-19 - (N)
Positivo 50 4
Novel Coronavirus COVID-19 IgG .
ELISA (DRG) Negativo 30 84
Indeterminado 10
Positivo 58
Anti-SARS-CoV-2 ELISA (IgG) .
(Euroimmun) Negativo 26 90
Indeterminado 6 0
Positivo 75
COVID-19 IgG ELISA UY (mRBD) Negativo 15 89
Indeterminado 0
Positivo 75
COVID-19 IgG ELISA UY 2.0 (iRBD)* Negativo 13 90
Indeterminado 2
Positivo 39
SARS-CoV-2 Antibody Test Strip .
(Sinocare) Negativo 48 90
Indeterminado 0 0

*Evaluacion preliminar de 90 sueros

Con respecto a los ensayos de ELISA, el Novel Coronavirus COVID-19 IgG ELISA
(DRG) identific6 4 muestras prepandémicas como positivas (4/90) y 2 como
indeterminadas (2/90), el COVID-19 IgG ELISA UY (mRBD) identific6 una muestra
control como positiva (1/90), mientras que los ensayos Anti-SARS-CoV-2 ELISA (IgG)
(Euroimmun) y COVID-19 IgG ELISA UY 2.0 (iRBD) no identificaron ninguna como
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Figura 21. Comparacion de los ensayos de ELISA para SARS-CoV-2 desarrollados en el pais con
ensayos serolégicos comerciales. A- Se analizaron los mismos 90 sueros control (obtenidos en el afio
2018 previo al inicio de la pandemia) y 90 sueros de pacientes con diagndstico confirmado por PCR de
SARS-CoV-2 en fase de convalecencia empleando los ensayos: Novel Coronavirus COVID-19 IgG ELISA
antigeno N (DRG), Anti-SARS-CoV-2 ELISA (IgG) (Euroimmun), COVID-19 IgG ELISA UY y COVID-19 IgG
ELISA UY 2.0, de acuerdo con los protocolos descritos por el fabricante. En linea punteada se indica el
punto de corte para cada ensayo. B- A partir de los resultados de A- se realizd un analisis ROC (receiver
operating characteristic) para cada uno de los ensayos. C- Se analizaron 77 sueros COVID-19 empleando
tiras reactivas (SARS-CoV-2 Antibody Test Strip, Sinocare) para deteccion de anticuerpos IgM/IgG
especificos contra SARS-CoV-2. El resultado con este ensayo se grafico en funcién del ratio M/CO
(muestra/cutoff) de la muestra obtenido empleando el ensayo COVID-19 IgG ELISA UY 2.0.

positiva (0/90) (Tabla 2, Figura 21-A). En cuanto a los sueros de individuos con
diagndstico previo de infeccidén por SARS-CoV-2, el ELISA con mRBD identific6 como
positivas 75 muestras (75/90) y el ELISA con iRBD identificé las mismas 75 muestras
como positivas (75/90) y 2 como indeterminadas (2/90). Cuando comparamos con los
ensayos comerciales, el ELISA de Euroimmun reconocié como positivos 58 de estos
sueros (58/90) y 6 como indeterminados (6/90), y el de DRG identificd solo 50 muestras
como positivas (50/90) y 10 como indeterminadas (10/90) (Tabla 2). En total un 14% de
las muestras con PCR positiva para SARS-CoV-2 resultaron negativas por todos los
ensayos serolégicos empleados. Todos los sueros COVID-19+ identificados como
positivos mediante el ELISA de Euroimmun son también positivos con nuestros ensayos.
Llamativamente, uno de los sueros COVID-19+ estudiados es positivo por el ensayo de

DRG, que emplea proteina N, y negativo para los ensayos que utilizan S1 o RBD. De
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las mismas muestras 77 se analizaron empleando tiras reactivas (SARS-CoV-2
Antibody Test Strip, Sinocare) para deteccion de anticuerpos IgM/IgG especificos contra
SARS-CoV-2. Mediante el empleo de este ensayo todas las muestras prepandemia
fueron negativas, y las tiras detectaron como positivas 40 de las 77 muestras COVID-
19 analizadas (Tabla 2, Figura 21). Si bien las muestras reactivas en las tiras
presentaron en el ensayo de ELISA COVID-19 IgG UY 2.0 un ratio muestra/cut off
(M/CO) alto, otras muestras con un ratio similar resultaron negativas (Figura 21-C).

A partir de estos datos, se calculd la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo
(VPP) y valor predictivo negativo (VPN) de los cinco ensayos. Las muestras que
resultaron como indeterminadas se consideraron negativas para este analisis. Los
resultados se muestran en la Tabla 3. A partir de este analisis, cuando se consider?¢ la
totalidad de los sueros con diagndstico positivo de COVID-19, ambos ensayos
nacionales COVID-19 IgG ELISA UY (mRBD) y COVID-19 IgG ELISA UY 2.0 (iRBD)
presentaron una sensibilidad de 83.3% (IC 95% 74.0%-90.4%), y una especificidad del
98.9% (IC 95% 93.7%-100.0%) y el 100% (IC 95% 95.9%-100.0%) para uno y otro,
respectivamente. En lo que refiere a la sensibilidad, esta fue mayor que la encontrada
para los ensayos comerciales, mientras que la especificidad fue similar a la del ELISA
de Euroimmun. Es importante destacar que la especificidad de un ensayo de este tipo
es particularmente relevante en escenarios de baja prevalencia, ya que afecta el VPP y
limita por tanto su aplicacién diagndstica. Cuando se consideran solamente las muestras
con diagnéstico previo de COVID-19 que ademas se identificaron como positivas para
la presencia de anticuerpos IgG especificos, tomando como ensayo de referencia el
ELISA de Euroimmun, la sensibilidad de los ensayos desarrollados en el pais asciende
al 100%. Esto es importante teniendo en cuenta de que se conoce que no todos los
individuos que cursaron la enfermedad desarrollan una respuesta de anticuerpos

detectable.

Tabla 3. Parametros descriptivos de las propiedades diagndsticas para los ensayos serolégicos
empleados.

Novel Anti-SARS- SARS-CoV-2
Coronavirus | Cov-2 ELISA | CQVID-1919G | COVID-19 19G Antibody Test
COVID-19 | ELISA UY ELISA UY 2.0 .
-1919G (I9G) (MRBD) (iRBD) Strip
ELISA (DRG) (Euroimmun) (Sinocare)

55.6% (IC 95%

64.4% (1C95%

83.3% (IC 95%

83.3% (IC 95%

44.8% (IC 95%

Sensibilidad | 4 70/ 56 00) | 53.7%-74.3%) | 74.0%-00.4%) | 74.0%-90.4%) | 34.1%-55.9%)
. | 100.0% (IC : | 100.0% (C 100.0% (IC

Especificidad 9859'%@_(;%2?/; 95% 95.9%- gg';’o//"_g'gogo‘r{,//") 95% 95.9%- | 95% 96.0%-
- omEE.Be 100.0%) T IERe 100.0%) 100.0%)
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X 39.7% (IC 95% , 79.8% (IC 95% . .
VPP 19.9%-63.6%) 100.0% 35.9%-96.5%) 100.0% 100.0%
97.6% (IC 95% | 98.2% (1IC 95% | 221%(C | g9 40, (1C 95% | 97.2% (IC 95%
VPN* 6% ( 5% 2% ( 5% 95%98.6%.- A% ( 5% 7.2% ( 5%
97.0%-98.1%) | 97.6%-98.6%) o 98.6%-99.4%) | 99.6%-97.6%)
brocisions | 93-6% (IC 95% | 98.2% (IC 95% | 98.1% (IC 95% | 99.2% (IC 95% | 97.2% (IC 95%
88.9%-96.7%) | 95.0%-09.6%) | 94.9%-99.6%) | 96.5%-99.9%) | 93.6%-99.1%)
Youden o) 0.51 0.64 0.82 0.83 -

*Estos valores estan calculados para una prevalencia de COVID-19 del 5%

También se realizaron analisis ROC (receiver operating characteristic) para cada uno
de los ensayos de ELISA a partir de los resultados obtenidos empleando los mismos
grupos de sueros, y se calcularon el area bajo la curva (AUC) y el indice de Youden (J)
como indicadores de la capacidad diagnostica de los ensayos (Figura 21-B). A partir de
estas curvas podemos observar que los ensayos nacionales presentan una capacidad
muy similar al ensayo de Euroimmun de discriminar sueros negativos y positivos para la

presencia de anticuerpos.

La evaluacién del ensayo COVID-19 IgG ELISA UY 2.0 se complementé con el analisis
de 360 muestras de individuos con diagndéstico confirmado mediante PCR de infeccion
previa por SARS-CoV-2 obtenidas al menos 15 dias luego del diagnéstico o del
comienzo de los sintomas, y 303 muestras de sueros prepandémicos (Figura 22-A). En
este grupo se encontré que el ensayo detecta la presencia de anticuerpos en un 88.9%
de las muestras con diagnéstico previo de infeccidon, mientras que dos sueros
prepandémicos (2/303) fueron identificados como positivos. A partir de estos datos se
realizé un analisis ROC, en el que el area bajo la curva fue de 0.95 (IC95% 0.93-0.97) y
el indice de Youden fue de 0,88, siendo el punto de corte que maximiza al mismo tiempo
la sensibilidad y especificidad del ensayo es un ratio M/CO >0.8 (Figura 22-B). El indice
de Youden es un buen indicador del rendimiento de una prueba diagnéstica pudiendo ir
de -1 a 1, siendo 1 indicador de una prueba perfecta sin falsos negativos ni falsos
positivos. A partir del analisis de estas muestras, tomando como punto de corte el
especificado en el kit y considerando las muestras indeterminadas como negativas, la
sensibilidad del ensayo seria de 88.6% (IC 95% 84.8%-91.7%) y la especificidad 99.3%
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Figura 22. Caracterizacion del ensayo COVID-19 IgG ELISA UY 2.0. A- Se analizaron 303 sueros control
(obtenidos en el afio 2018 previo al inicio de la pandemia) y 360 sueros de pacientes con diagnédstico
confirmado por PCR de SARS-CoV-2 en fase de convalecencia empleando el ensayo COVID-19 IgG ELISA
UY 2.0, de acuerdo con los protocolos descritos por el fabricante. En linea punteada se indican los ratios
M/CO de 0,9 y 1,1 punto de corte negativo y positivo del ensayo, respectivamente. B- A partir de los
resultados de A- se realizé un andlisis ROC. C- Se analizaron 45 sueros COVID-19 seleccionados
aleatoriamente empleando el ensayo SARS-CoV-2 Surrogate Virus Neutralization Test (sSVNT) (GenScript)
y se calculd la correlacion entre el % de inhibicion y el ratio M/CO obtenido en el ensayo de ELISA.

(IC 95% 97.6%-99.9%), encontrandose los VPP y VPN para una prevalencia del 5% y
el 85% indicados en la Tabla 4. Es de destacar que en este caso se incluyeron todas las
muestras de individuos que habian cursado COVID-19 con diagndstico confirmado por
PCR. A su vez, se compararon los resultados de ratio M/CO obtenidos mediante este
ensayo con la capacidad de inhibir la unién RBD-ACE2 en 45 sueros, determinada
mediante el ensayo SARS-CoV-2 Surrogate Virus Neutralization Test (sVNT) de
GenScript y expresado en porcentaje de inhibicién, encontrando una correlacién de
Spearman r=0.94 (IC95% 0.89-0.97) estadisticamente significativa (p<0.0001) (Figura
22-C).

Tabla 4. Indicadores de capacidad diagndstica del ensayo COVID-19 IgG ELISA UY 2.0
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COVID-19 IgG ELISA UY 2.0 (iRBD)
Sensibilidad 88.6% (IC 95% 84.8%-91.7%)
Especificidad 99.3% (IC 95% 97.6%-99.9%)
VPP 5 87.6% (IC 95% 64.0%-96.6%)
VPN 5 99.4% (IC 95% 99.2%-99.5%)
VPP 85 99.9% (IC 95% 99.5%-100.0%)
VPN 85 60.6% (IC 95% 53.5%-67.2%)

Una de las principales limitantes de los ensayos mencionados anteriormente es que
permiten un diagnéstico cualitativo de la presencia o no de anticuerpos anti-SARS-CoV-
2 en una muestra, pero no permiten determinar la cantidad de anticuerpos que se
encuentran en la misma. Esto no representaria un problema si se pretenden realizar,
por ejemplo, ensayos de seroprevalencia, pero implica una limitante para su aplicacion
en otros escenarios. En particular, la necesidad de identificar donantes que se
recuperaron de la enfermedad COVID-19 y que poseyeran un alto titulo circulante de
anticuerpos para su utilizacion terapéutica, nos motivé a adaptar este ensayo para
permitir un analisis semi-cuantitativo/cuantitativo de los niveles de anticuerpos 1gG anti-

RBD presentes en muestras de suero.

Para la adaptacion a una versiéon semicuantitativa se evalué el nivel de correlacion entre
los resultados de ratio M/CO del ensayo COVID-19 IgG ELISA UY 2.0 para tres
diluciones diferentes de las muestras de suero: 1:10 (la establecida en la version
cualitativa), 1:50 y 1:100. Ademas, nos interes6 su correlacion con los resultados
obtenidos con otros ensayos seroldégicos comerciales, ya sea que fueran
semicuantitativos o que se hubiera establecido que el resultado que arrojaban tenia una
relacion con los niveles de anticuerpos presentes en la muestra. Inicialmente
comparamos nuestros resultados con los obtenidos empleando el ensayo Anti-SARS-
CoV-2 ELISA (IgG) (Euroimmun, Lubeck, Alemania), utilizdndolo para titular los sueros
mediante dilucion limite, y también empleando el ensayo COVIDAR IgG (CONICET,
Argentina), utilizando las muestras a una dilucion 1:200 en este caso. Posteriormente,
pudimos evaluar nuestras muestras empleando el ensayo Anti-SARS-CoV-2 QuantiVac
ELISA (Euroimmun, Libeck, Alemania), que arroja resultados expresados en unidades
relativas (RU)/ml, constituyendo uno de los primeros ensayos de ELISA cuantitativo para
anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en salir al mercado. Como se puede observar en la Figura

23 el ratio M/CO obtenido con nuestro ensayo muestra una muy buena correlacion con
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los resultados obtenidos empleando los otros ELISA comerciales cuando las muestras
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Figura 23. Andlisis de la correlacion entre los resultados obtenidos para tres diluciones de suero
empleando el ensayo COVID-19 IgG ELISA UY 2.0 y otros dos ensayos comerciales. En el ensayo
COVID-19 1gG ELISA UY 2.0 se emplearon los sueros a una dilucién 1:10 (panel superior, circulos blancos),
1:50 (panel medio, circulos violetas) y 1:100 (panel inferior, circulos verdes), y se comparo con el resultado
obtenido empleando el ensayo COVIDAR IgG (CONICET, Argentina) a una dilucion 1:200 de la muestra
(izquierda) y utilizando el ensayo Anti-SARS-CoV-2 QuantiVac ELISA (Euroimmun) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. En todos los casos se calculé el indice de correlacion de Spearman (r) con un

intervalo de confianza del 95%.

son analizadas en las tres diluciones, sin embargo, con la dilucion 1:100 es con la que

se observa una mejor correlacion lineal (r?=0.86 con los resultados del COVIDAR vy
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r’=0.81 con los resultados empleando Anti-SARS-CoV-2 QuantiVac ELISA). Como se
vera mas adelante, esto fue particularmente util para realizar el tamizaje de sueros de
candidatos a donantes de plasma convaleciente de COVID-19 con alto titulo de
anticuerpos. Ademas, nos permitié establecer que la dilucién 1:100 de los sueros
permitia aumentar el rango de linealidad entre la DO450nm de la muestra en el ensayo
de ELISA y su nivel de anticuerpos, lo que sirvié de insumo para la adaptacion del

ensayo a una version cuantitativa.

En una ultima instancia, se adapt6 el ensayo a una version cuantitativa. Para esto se
generd una curva de calibracion secundaria a partir del estandar internacional de
inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 (First WHO International Standard for anti-SARS-
CoV-2 immunoglobulin (human), NIBSC code: 20/136), que permite expresar los
resultados obtenidos en BAU/mI. Para una dilucién 1:100 de las muestras, se obtiene
una correlacion lineal entre la OD450nm en el ensayo de ELISA y la concentracion en
BAU/mlI, para el rango comprendido entre 10 y 400 BAU/mI del estandar internacional
(Figura 24-A). Luego de generar el estdndar secundario se evalué nuevamente el
estandar internacional, observando que hay una excelente concordancia con los
resultados obtenidos con ambos. También se analiz6 un panel de muestras de
referencia (First WHO International Reference Panel for anti-SARS-CoV-2
Immunoglubulin, NIBSC code: 20/268) empleando el ensayo, obteniendo resultados que
concuerdan con lo establecido para las muestras analizadas, y lo encontrado por
diversos grupos de investigacion que analizaron este panel mediante diversas técnicas.
La muestra negativa 20/142 también resulté negativa en el ensayo, la muestra 20/140
catalogada como con un nivel bajo de anticuerpos anti-S se cuantificé en 24.5 BAU/ml,
la 20/148 catalogada como media arrojo 207.5 BAU/ml, y la 20/150 catalogada como
alta dio 573,1 BAU/ml, empleando nuestro ensayo (Tabla 5).

Esta tercera version del ensayo llamada de COVID-19 IgG QUANT ELISA permitio la
determinacion cualitativa y cuantitativa de anticuerpos especificos de tipo IgG anti-RBD
de SARS-CoV-2 en muestras de suero y plasma. El kit fue evaluado por el DLSP en
junio de 2021, obteniéndose una sensibilidad del 96,97% (IC 95%: 84,68%-99,46%)
para muestras obtenidas 8-14 dias luego del comienzo de sintomas y 100% (IC 95%:
87,13%-100%) para muestras obtenidas a partir de los 14 dias desde el comienzo de

sintomas (Anexo 11-9.3).
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Tabla 5. Resultados obtenidos para el WHO International Reference Panel for anti-SARS-CoV-2
Immunoglubulin (NIBSC code: 20/268) empleando el ensayo COVID-19 IgG QUANT ELISA.

anti-RBD IgG (BAU/m)
Referencia COVID-1919G
QUANT ELISA
Low 20/140 45 245
Negative 20/142 2
low S, high N 20/144 66 43,5
Mid 20/148 205 190,5
High 20/150 817 510

Esta version cuantitativa se utilizé para determinar los niveles de anticuerpos inducidos
en respuesta a la infeccion con SARS-CoV-2 asi como los generados por las vacunas
contra COVID-19 empleadas en nuestro pais en diferentes poblaciones, como se

abordara mas adelante (Figura 24-B). Todas las muestras prepandemia analizadas se
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Figura 24. Adapatacion del ensayo de ELISA a una versiéon cuantitativa. A- A partir del estandar
internacional First WHO International Standard for anti-SARS-CoV-2 immunoglobulin (human) (NIBSC
code: 20/136) se generd un estandar secundario en el rango comprendido de 10 a 400 BAU/ml, ambos
estandares se corrieron en paralelo para verificar su concordancia empleando el ensayo COVID-19 I1gG
QUANT ELISA. B- El ensayo de ELISA en su version cuantitativa fue empleado para determinar los niveles
de anticuerpos anti-RBD presentes en muestras de pacientes con diagndstico previo de infeccién por SARS-
CoV-2, vacunados con CoronaVac o con BNT162b2 y en muestras control obtenidas previo al comienzo de
la pandemia C- Se analizd la correlacion entre los niveles de anticuerpo IgG anti-RBD encontrados
empleando el ensayo COVID-19 IgG QUANT ELISA expresados en BAU/ml y la capacidad de los sueros
de inhibir la interaccion entre RBD y ACE2 determinada empleando el sVNt (GenScript) en su version
cuantitativa. Se calcul6 el indice de correlacién de Spearman (r).

ubicaron por debajo de las 10 BAU/mI por lo que este fue establecido como punto de
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corte para el ensayo cuantitativo. Como se puede observar en la Figura 24-C se
establecio, ademas, una correlacion entre los resultados obtenidos empleando el
ensayo COVID-19 1IgG QUANT ELISA expresados en BAU/ml con la capacidad de
inhibir la unién RBD-ACEZ2 encontrado utilizando un ensayo sVNt (cPass Neutralization
Antibody Detection kit, GenScript) en su versibn semi cuantitativa, resultados
expresados en unidades arbitrarias (AU)/ml, permitiendo establecer una relacion entre
los niveles de IgG especificos anti-RBD presentes en el suero con la capacidad

neutralizante del mismo.
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3.1.2 Estudios de seroprevalencia: aplicacion de los ensayos COVID-19 IgG

ELISA UY 2.0y COVID-19 IgG QUANT ELISA en territorio

Estos ensayos también se emplearon para realizar estudios de seroprevalencia en la

poblacién uruguaya, algunos de los cuales se identifican en la Tabla 6.

Tabla 6. Estudios de seroprevalencia realizados en Uruguay empleando los ensayos de ELISA
desarrollados en el pais.

Poblacion
L. Titulo Responsables N
objetivo
“Estudio de seroprevalencia contra el UdelaR, IP
Personal de la
SARS-CoV-2 en personal de salud de Montevideo e 1204
salud. Rivera.
Rivera” ITRN, UTEC
) “Estudio de seroprevalencia poblacional
Poblacion MSP, UdelaR, IP
sobre COVID-19 y evaluacion del impacto
general. Montevideo e 401
sociosanitario de las medidas de
Rivera. ) o ITRN, UTEC
emergencia sanitaria”
Poblacion
general. “Detecciodn y estimacion de prevalencia de
Poblacion asintomaticos y sintomaticos no reportados CENUR Salto 403
asociada a por SARS-Cov-2 en la ciudad de Salto”
brotes. Salto.
Personal de la | “Estudio de seroprevalencia de anticuerpos
MSP, UdelaR, IP
salud. anti SARS-CoV-2 en personal de salud. 17630
Montevideo
Uruguay. Uruguay 2021.”
“Analisis evolutivo de la seroprevalencia de
Personal del
anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en el IP Montevideo 177
IP Montevideo . .
personal de Institut Pasteur de Montevideo”

En el trabajo “Estudio de seroprevalencia contra el SARS-CoV-2 en personal de salud

de Rivera” contribuimos en el analisis de 1204 muestras de sangre obtenidas en el mes

de febrero de 2021 correspondientes al personal de tres de los principales prestadores

de salud de la ciudad de Rivera (ASSE, Casmer y Comeri), utilizando el ensayo COVID-
19 1gG ELISA UY 2.0. La seroprevalencia de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 fue de 8,3%
(100 positivos en 1204 muestras analizadas) (Figura 25-A). De los individuos con

diagnostico previo de COVID-19 mediante hisopado y estudio por PCR, el ensayo

identificd la presencia de anticuerpos en el 94,2% (49/52). De estos, todos los que

cursaron la enfermedad de manera sintomatica fueron positivos (43/43), mientras que

dentro de los asintomaticos un tercio resultaron negativos para la presencia de
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anticuerpos (3/9). Dentro de las muestras seropositivas sin diagnostico previo de
infeccion, dos habian presentado sintomas compatibles con COVID-19 aunque no se
les realizé hisopado. Cuando se compararon los niveles de anticuerpos presentes en
las muestras de aquellos con infeccion previa confirmada por SARS-CoV-2 mediante
PCR y los que no tenian diagnostico previo de infeccion mediante hisopado, no se
encontraron diferencias significativas. Como seguimiento de esta poblacion, se realizo
un estudio postvacunal en el cual se analizaron 394 muestras provenientes de personal
de la salud de la ciudad de Rivera extraidas entre octubre y noviembre del afio 2021,
encontrandose que el 99.5% (392/394) de las mismas eran positivas para la presencia
de anticuerpos (Figura 25-B). Cuando se compararon los niveles de anticuerpos
encontrados en las muestras positivas de febrero de 2021 con los de las muestras
positivas de noviembre de 2021, analizados mediante el empleo del kit COVID-19 IgG
Quant ELISA en su version cuantitativa, se observo un incremento significativo, lo cual
es compatible con la literatura, en la cual se ha observado que los niveles de anticuerpos
inducidos por la vacunacion serian mas altos que los alcanzados en respuesta a la
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Figura 25. Estudio de seroprevalencia de SARS-CoV-2 en el personal de la salud de la ciudad de
Rivera. A- Se calculo la prevalencia de resultados positivos para la presencia de anticuerpos especificos
anti-SARS-CoV-2 (IgG anti-RBD+) en el personal de la salud de la ciudad de Rivera en febrero de 2021 y
se compararon los niveles de anticuerpos presentes en las muestras con diagnoéstico previo de infeccion
(COVID-19 PCR+) con las que no tenian diagndstico (SD) sin encontrarse diferencias significativas. B- Se
repitié el mismo analisis en noviembre de 2021, 8 meses luego del inicio de la campafa de vacunacién. C-
Se compararon los niveles de anticuerpos presentes en las muestras positivas de febrero con las de
noviembre. ns, no significativo, ****p<0,001 Mann-Whitney test,
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infeccion, media de 48 BAU/mI (IQR 18-130) vs. 2242 BAU/mI (IQR 990-3602) en
noviembre, p<0.0001 Mann-Whitney test (Figura 25-C).

También colaboramos con un estudié de seroprevalencia a nivel de la poblacion general
en Rivera realizado a partir de 401 muestras obtenidas en marzo-abril de 2021 previo a
la vacunacion. Al ser una muestra probabilistica disefiada por el INE, esto permitié
expandir los resultados a toda la poblacion mayor de 18 afios. Un 6,8% de esa poblacion
resulté seropositiva para la presencia de anticuerpos contra SARS-CoV-2 al 04/03/2021
(7,3% en varones y 6,3% en mujeres), una seroprevalencia un poco menor a la
encontrada en el personal de la salud de esta misma ciudad, lo cual era esperado dada

la mayor exposicion de estos ultimos.

Por ultimo, también utilizamos este ensayo para determinar la seroprevalencia de
anticuerpos en el personal del IP Montevideo en marzo de 2021. Se encontré un 4,5%
de muestras positivas (8/177), de las cuales 5 corresponden a individuos con
diagnostico previo por PCR de infeccion por SARS-CoV-2, una corresponde a un
individuo que se habia inmunizado con la primera dosis de CoronaVac hacia 15 dias, y
dos no tenian diagndstico previo. En un seguimiento realizado luego de comenzada la
vacunacion y hasta noviembre del afio 2022 se encontré que la seroprevalencia de
anticuerpos en esta poblacion se mantuvo cercana al 100%. Sobre este trabajo se

profundizara mas adelante.
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3.1.3 Aplicacion del ensayo para la conformacion de un banco de plasma de

pacientes convalecientes de COVID-19

Frente a la pandemia por SARS-CoV-2 y la falta de tratamientos especificos, una de las
primeras ideas en surgir, en base a la experiencia de epidemias anteriores, fue la
utilizacion terapéutica del plasma de individuos recuperados de la infeccion. Cuando se
comprob6 que este tratamiento era seguro y no generaba un agravamiento de la
enfermedad por mecanismos como la amplificacién de la infeccion dependiente de
anticuerpos (ADE, por antibody-dependent enhancement), se comenzé a extender su
utilizacion a nivel mundial, lo que se continué hasta etapas tardias de la epidemia,
siendo una alternativa accesible para paises de bajos recursos que no pueden afrontar
los costos del uso de drogas y tratamientos mas especificos. A pesar de la controversia
que ya habia en ese momento con respecto a la efectividad de este tratamiento, la gran
mayoria de los lineamientos coincidian en que el plasma debia ser empleado en etapas

tempranas y que se debian utilizar plasmas con alto titulo de anticuerpos especificos.

En este sentido, una nota de autorizacion de la FDA para la disponibilidad de plasma
convaleciente COVID-19 con alto titulo de anticuerpos anti-SARS-CoV-2, establecia una
serie de ensayos serologicos que podian ser empleados para la determinacion de los
niveles de anticuerpos y a partir de qué valor se consideraban como aptos para su
utilizacion. Por ejemplo, de acuerdo con la FDA se entendia como alto titulo un ratio M/C
23,5 utilizando el Anti-SARS-CoV-2 ELISA (IgG) (Euroimmun), que fue luego sustituido
por un resultado >55 RU/ml empleando el ensayo Anti-SARS-CoV-2 S1 Curve ELISA
(IgG) de la misma compainiia, y un porcentaje de inhibicion =280% utilizando el cPass
SARS-CoV-2 Neutralization Antibody Detection Kit (GenScript), entre otros. Por otra
parte, la experiencia argentina indicaba que los plasmas a ser empleados y que podian
ser considerados como de alto titulo, eran aquellos con un titulo mayor a 1:1000
empleando el ensayo de ELISA COVIDAR (IgG) desarrollado en este pais®®. A partir
del estudio exhaustivo de mas de 1000 muestras, en Argentina encontraron que una DO
mayor a 1 (lectura a 450 nm) utilizando el COVIDAR a una dilucién 1:200 de los sueros,
era una buena manera de encontrar donantes de alto titulo a la vez que se ahorraba
tiempo y recursos. En este sentido, a partir de los resultados generados con el ensayo
semicuantitativo COVID-19 IgG ELISA UY 2.0 y su comparacion con los ensayos Anti-
SARS-CoV-2 S1 Curve ELISA (IgG) (Euroimmun) y COVIDAR (lgG), analizamos la
equivalencia entre el resultado del ratio M/CO obtenido con nuestro ensayo empleando

una dilucion 1:100 de las muestras y el resultado obtenido con estos otros ELISA, con
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el objetivo de poder realizar una seleccion inicial de las muestras. Este analisis mostro
que una equivalencia a una DO4sonm mayor a 1 con el COVIDAR seria un ratio M/CO
mayor o igual a 4 con nuestro ensayo, la equivalencia con un ratio M/C =23.5 en el ensayo
de Euroimmun cualitativo seria una ratio M/CO mayor o igual a 1,4, mientras que un
resultado mayor a 55 RU/ml con el ensayo de Euroimmun cuantitativo equivalia a un
ratio M/CO 21.9 nuestro ELISA.

Teniendo en cuenta la distribucion del ratio M/CO en una poblacion de 100 sueros de
personas convalecientes de COVID-19 y candidatos a donantes de plasma analizada
en etapas iniciales de recoleccion, un ratio 21.4 discriminaba aproximadamente al 50%
de las muestras, mientras que un ratio = 4 separaba al 15% superior. En funcion de esto
se seleccion6 como criterio de tamizaje un ratio M/CO 22.8 que separaba al 25%
superior de los sueros analizados, de forma de conjugar la obtenciéon de un numero de
muestras suficiente con el cumplimiento de los criterios de la FDA para poder ser

considerados plasmas con alto titulo de anticuerpos.

En el periodo comprendido entre abril de 2020 y agosto de 2021 se analizaron los
niveles de anticuerpos de tipo IgG especificos anti-SARS-CoV-2 en 3620 muestras de
aspirantes a donantes de plasma convaleciente de COVID-19 para su uso terapéutico.
Aproximadamente un 35% de las muestras de suero recolectadas cumplian con el
criterio de presentar un ratio M/CO 22.8 cuando eran analizadas a una dilucién 1:100
empleando el ensayo COVID-19 IgG ELISA UY 2.0 (Figura 26-A). A quienes pasaban
este tamizaje inicial se los convocaba para realizar efectivamente la donacion de
plasma, el que era analizado nuevamente para corroborar que efectivamente se
mantenia por encima de aquel ratio antes de utilizarlos en pacientes. Asi, se analizaron
691 muestras de plasma convaleciente de SARS-CoV-2 donado, cumpliendo con la
definicién de alto titulo un 76% de las muestras (Figura 26-A). Si bien existia informacion
que relacionaba el titulo de anticuerpos IgG anti-RBD presentes en el suero con la
capacidad neutralizante del mismo, nos parecié importante determinar qué capacidad
de inhibir la union RBD-ACEZ2 presentaban los sueros con un ratio M/CO 22,8, mediante
la utilizaciéon de un ensayo de neutralizacion viral sucedaneo sVNT (GenScipt).

Encontramos que todos los sueros analizados mostraban un porcentaje de inhibicion
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igual o superior al 80% en el ensayo sVNT, cumpliendo con la recomendacion de la FDA

para considerarlos de alto titulo utilizando dicho ensayo (Figura 26-B).
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Figura 26. Banco de plasma convaleciente COVID-19. A- Distribucion del ratio M/CO de las muestras de
suero de aspirantes a donantes de plasma convaleciente COVID-19 y donantes efectivos analizadas a una
diluciéon 1:100 empleando el ensayo COVID-19 IgG ELISA UY 2.0. B- Relacién entre el ratio M/CO de la
muestras analizadas a una dilucién 1:100 y la capacidad de inhibir la interaccion entre RBD y ACE2
expresado como %inhibicién empleando el ensayo sVNT (GenScript). En linea punteada se indica el ratio
M/CO de 2,8 utilizado como criterio para determinar la presencia de un alto titulo de anticuerpos en la
muestra y el 80% de inhibicién en el ensayo sVNT.

Ademas del titulo de anticuerpos y la capacidad neutralizante de los mismos, se ha
demostrado que otras funciones efectoras que median los anticuerpos como la ADCC y
la ADCP, pueden contribuir con el efecto terapéutico del plasma. En este contexto, se
trabajé en la puesta a punto de un ensayo que permitiera medir la capacidad de los
anticuerpos presentes en estos sueros de mediar ADCC. Se empled el disefio
experimental mostrado en la Figura 27-A, y se determind el porcentaje de células NK
(CD3-CD56+) positivas para el marcador de activacion CD107+, cuando células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) eran incubadas con sueros positivos para
la presencia de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 (determinado mediante ELISA) de
donantes de plasma o sueros control. Se encontré que los sueros de donantes eran
capaces de inducir la activacion dependiente de anticuerpos de las células NK (Figura
27-C). Sin embargo, debido a la dificultad y variabilidad de este ensayo fue dificil
extenderlo a un numero mayor de muestras pensando en poder utilizarlo como un

método mas de tamizaje inicial.

Ademas de analizar las muestras de donantes de plasma, también tuvimos la
oportunidad de evaluar la respuesta de anticuerpos que ocurria en algunos de los

pacientes con COVID-19 receptores de este plasma, aunque no disponemos de datos
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Figura 27. Evaluacion de la capacidad de sueros positivos para la presencia de
anticuerpos IgG anti-RBD de mediar ADCC. A- Disefio experimental del ensayo de activacién
de células NK dependiente de anticuerpos. B- Estrategia de seleccion de células NK mediante
citometria de flujo. Se seleccionaron las células en funcién de su morfologia, se excluyeron
dobletes y células muertas. Dentro de la poblacién CD3- se seleccionaron las células CD56+ y
se evalu6 el porcentaje de células positivas para la expresion de CD107a. Para el analisis se
utilizé el programa FlowJo LLC (BD) C- Se determiné el porcentaje de células CD107a+ dentro
de la poblacion de células CD56+ aplicando la estrategia de seleccion indicada en B- frente al
empleo de sueros positivos para la presencia de anticuerpos especificos contra SARS-CoV-2
(COVID+) y sueros control (Neg). Se utilizaron como control de la reactividad basal del ensayo
pocillos sensibilizados donde no se colocé suero (RBD) y pocillos sin agregado de proteina
(Blanco).

sobre la evolucién clinica de los mismos. Se cuantificaron los anticuerpos anti-SARS-
CoV-2 empleando el ensayo en su version cuantitativa. Se plantearon 5 extracciones de
sangre, una previa a la transfusion de plasma, y a las 24h, 72h, 14 dias, y 28 dias luego
de la misma. Se analizaron 93 pacientes, disponiéndose de una muestra previa a la
transfusién en 89 de ellos. De estos, 40 no presentaban niveles detectables de
anticuerpos al momento de la intervencion terapéutica. Dentro de este grupo se dispone
de una muestra 24h post-transfusién en 38 pacientes, de los cuales en 28 (74%) se
cuantificé un nivel de anticuerpos mayor o igual a 10 BAU/ml (Figura 28-A y B). En
etapas mas tardias los niveles de anticuerpos aumentaron en la mayoria de los

pacientes, probablemente debido al desarrollo de una respuesta inmune humoral propia
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Figura 28. Evolucion de los niveles de anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 en pacientes tratados con
plasma convaleciente COVID-19. A y B- Determinacion de los niveles de 1gG anti-RBD empleando el
ensayo COVID-19 IgG QUANT ELISA en muestras de suero de pacientes con COVID-19 tratados con
plasma convaleciente previo a la transfusion y luego de esta, se distingue entre aquellos que no
presentaban niveles detectables de anticuerpos al momento del tratamiento (A) de aquellos que
presentaban mas de 10 BAU/ml (B). En linea roja se indica el momento de la transfusion de plasma
convaleciente. C- Evolucion en el tiempo de los niveles de anticuerpos IgG anti-S1 de SARS-CoV-2
presentes en el suero de una paciente doble trasplantada renal tratada con plasma convaleciente COVID-
19 determinados empleando el ensayo Anti-SARS-CoV-2 ELISA (IgG) (Euroimmun) (izquierda) y de la
capacidad neutralizantes de los mismos determinada mediante sVNt (GenScript) (derecha). En linea
punteada roja se indica la administracion de una unidad de plasma convaleciente (Ver Anexo [-8.3).

(Figura 28-A y B). La cuantificacion de anticuerpos puede ser particularmente util en
este escenario, ya que la ausencia de anticuerpos previo a la administracion de plasma
puede ser un indicador de que el mismo se esta empleando en etapas tempranas de la
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infeccion, y luego de la administracion para evaluar la necesidad de aumentar el numero

de transfusiones hasta que el paciente comience a generar sus propios anticuerpos.

Un caso particular donde la utilizacion de plasma convaleciente como terapia contra el
COVID-19 tiene mayor aceptacion es en el caso de individuos que estan en estado de
inmunosupresién ya sea natural o inducido. En octubre de 2020 tuvimos la oportunidad
de colaborar en el seguimiento de una paciente dos veces trasplantada de rifion
hospitalizada con COVID-19, que debido a un empeoramiento de los sintomas
respiratorios ingresé a una unidad de cuidados intensivos donde recibio dos dosis de
plasma con alto titulo de anticuerpos. Cuando evaluamos los niveles de anticuerpos y
la capacidad neutralizante de los mismos en el suero de esta paciente, encontramos
que previo a la transfusién los niveles de IgG especificas no fueron detectables, pero si
observamos actividad neutralizante, lo que podria ser atribuido a anticuerpos de tipo
IgM y/o IgA (Figura 28-C). Luego de recibir la transfusién de plasma los niveles de
anticuerpos IgG especificos aumentaron rapidamente, asi como la capacidad
neutralizante (Figura 28-C). En paralelo fue evaluada la carga viral, mostrando una
disminucién marcada en muestras de saliva e hisopado nasofaringeo luego de la
administracién en plasma y una disminucién mas contenida en las muestras de aspirado
traqueal®®'. Luego de la transfusion también disminuyeron los niveles séricos de
citoquinas inflamatorias asociadas al fenomeno de tormenta de citoquinas®®' (Anexo I-
8.3).

A modo de sintesis, en esta seccion se describe la puesto a punto inicial de un ensayo
de tipo ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpos especificos de tipo IgG dirigidos
contra el RBD del SARS-CoV-2 en muestras humanas de suero, asi como su evolucion
a una version cuali/cuantitativa que emplea como antigeno un RBD recombinante de
disefio propio y producido en células de insecto, lo que hace que su obtencidon sea mas
sencilla y econémica que la del mRBD original. También se analizan las distintas
versiones del ensayo empleando muestras seleccionadas y comparandolas con otros
ensayos seroldgicos para SARS-CoV-2 comerciales empleados internacionalmente. Por
ultimo, a partir de su aplicacion en territorio para la realizacién de ensayos serologicos,
la conformacion de un banco de plasma convaleciente de COVID-19 y en trabajos de
investigacion basicos y aplicados se puede por un lado evaluar la performance del
ensayo en el mundo real y por otro visualizar su utilidad en etapas tempranas de la

pandemia, previo a la introduccion de las vacunas.

102




“Abordaje sistémico de la respuesta inmune mediada por anticuerpos contra el SARS-CoV-2"

3.2 ANALISIS EVOLUTIVO DE LA RESPUESTA DE
ANTICUERPOS ANTI-SARS-COV-2 EN UNA COHORTE DE
TRABAJADORES DE UN INSTITUTO DE INVESTIGACION
URUGUAYO.

En el marco de las posibles aplicaciones de los ensayos serolégicos para SARS-CoV-2
en nuestro pais, a finales de 2020 nos propusimos realizar el seguimiento de la
evolucion temporal de los niveles de anticuerpos especificos anti-SARS-CoV-2 en todos
los trabajadores del Institut Pasteur de Montevideo (IPMon) que voluntariamente asi lo
quisieran. El proyecto titulado “Analisis evolutivo de la seroprevalencia de anticuerpos
anti-SARS-CoV-2 en el personal del Institut Pasteur de Montevideo” tuvo como objetivos

principales:

- Conocer la seroprevalencia de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en personas de un
instituto de investigacion (IPMon) que habian estado vinculadas a distintas
actividades relacionadas a la infeccion por el SARS-CoV-2 desde el momento
de los primeros casos diagnosticados en nuestro pais.

- Analizar la respuesta inmune humoral y la persistencia en el tiempo (cinética) de
anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en suero durante dos afios en individuos
vacunados o no vacunados en ese mismo grupo de personas.

- Evaluar el desempefio del ensayo serolégico desarrollado por el GTI en un grupo
especifico de individuos no diagnosticados previamente en forma sistematica
para COVID-19.

El inicio de la campafia de vacunacion contra COVID-19 en marzo de 2021 y su rapido
alcance a toda la poblacion hizo que esta idea original se transformara. De esta manera,
este estudio nos permiti6 conocer también que sucedia con la respuesta inmune
humoral generada en respuesta a las vacunas empleadas en nuestro pais contra el
SARS-CoV-2, en un grupo de personas que, en su gran mayoria, no integraban grupos
de riesgo para la infeccién viral y que podian considerarse como representativo de la
poblaciéon general. En esta seccion se muestran los resultados correspondientes al
estudio de seroprevalencia realizado en marzo de 2021 en esta cohorte de trabajadores
del IPMon y la evolucién temporal de los niveles de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en
los dos afios del estudio. Por otra parte, se presenta la caracterizacion de la respuesta
inmune humoral a las vacunacion primaria con CoronaVac, y a la aplicacion de una
dosis de refuerzo con BNT162b2 en un esquema de vacunacion heterdloga pionero a

nivel mundial.
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3.2.1 Estudio de seroprevalencia y evolucion de los niveles de anticuerpos
en una cohorte de trabajadores del IPMon

Se realizaron cinco extracciones de sangre periférica a integrantes del personal del
IPMon programadas en el correr de los anos 2021 y 2022 (Figura 28-A), y dos
extracciones extra, una luego de culminado el esquema de vacunacién primaria
(Extraccion 2D) y otra luego de la aplicacion de una primera dosis de refuerzo
(Extraccion 3D). La participacion fue voluntaria, previa firma de consentimiento
informado, y abierta a todos los integrantes del instituto sin restricciones, también se
permitié la incorporacion de nuevos participantes en el estudio en cualquiera de sus
etapas. En total 242 personas diferentes participaron de al menos una etapa del estudio,

y 58 participaron de todas las instancias de extracciones programadas (Tabla 7).

Tabla 7. Participacion en el estudio y resultados de seroprevalencia para la presencia de anticuerpos
IgG especificos de SARS-CoV-2

Seroprevalencia de
Participantes Nuevos .
Etapa anticuerpos IgG
totales participantes
anti-RBD
Extraccion A 177 4,5% (8/177)
Extraccion 2D 82 8
Extraccion B 184 17 98,9% (182/184)
Extraccion 3D 114 0
Extraccion C 147 15 98,0% (144/147)
Extraccion D 138 16 100% (138/138)
Extraccion E 117 9 100% (117/117)

En la extraccion realizada los dias 17 y 18 de marzo de 2021 (Extraccién A) se
analizaron 177 muestras de suero, encontrdndose 8 muestras positivas para la
presencia de anticuerpos IgG anti-RBD de SARS-CoV-2 (Tabla 7). De estas muestras,
cinco corresponden a individuos con diagndstico previo de infeccion por SARS-CoV-2
mediante PCR, una corresponde a un individuo que habia recibido una unica dosis de
la vacuna CoronaVac 15 dias previo a la extraccion, y las dos restantes a individuos sin
diagndstico confirmado de infeccidn. En el resto de las extracciones programadas (B, C,
Dy E) el porcentaje de individuos positivos para la presencia de anticuerpos se mantuvo
cercano al 100%, lo cual se puede atribuir a que estos muestreos fueron realizados
luego del inicio de la campafa de vacunacion contra COVID-19 en Uruguay y la mayoria

de los participantes del estudio declararon haber recibido el esquema completo de
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Figura 28. Analisis serolégico de la evolucién de los niveles de anticuerpos en una cohorte
de trabajadores del IP Montevideo. A- Esquema de toma de muestras. B- Niveles de
anticuerpos IgG especificos anti-RBD de SARS-CoV-2 determinados mediante el ensayo
COVID-19 IgG QUANT ELISA de todos los participantes en cada una de las extracciones, ns, no
significativo, **** p<0,0001 One-way ANOVA C- Evolucion en el tiempo de los niveles de
anticuerpos en 58 participantes de los cuales se disponia de todas las muestras seriadas. Ns, no
significativo, **** p<0,0001 ANOVA Friedman test D- Comparacion de los niveles de anticuerpos
presentes en la cohorte de 58 individuos en funcion del esquema de vacunacion primaria
recibido. Ns, no significativo, *p>0,05 t test no pareado.

vacunacion primaria (dos dosis de CoronaVac o dos dosis de BNT162b2) contra SARS-

CoV-2.

En un trabajo coordinado por nosotros y realizado en el marco del curso 2022 de
Metodologia Cientifica Il de la carrera Doctor en Medicina, se determinaron los niveles

de anticuerpos IgG especificos en las muestras positivas en la extraccion A empleando
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el ensayo COVID-19 1gG QUANT ELISA, el cual aun no estaba desarrollado al momento
de la extraccion. Utilizando este mismo ensayo también se determinaron los niveles de
anticuerpos en las muestras obtenidas en la subsiguientes extracciones, lo cual nos
permitié conocer la evolucién global de los niveles de anticuerpos en esta poblacion
(Figura 28-B). Como se discutira mas adelante si bien la historia de infeccion y
vacunacion de cada participante es Unica, principalmente en las etapas finales del
estudio, la fluctuacion general en los niveles de anticuerpos se puede vincular a puntos

claves de la evolucion de la dinamica de infeccion por SARS-CoV-2 y la vacunacion.

Cuando se analizan los resultados globales de niveles de anticuerpos especificos anti-
RBD en cada una de las etapas de extraccién sin discriminar entre aquellos con o sin
diagnostico de infeccidn y sin considerar el historial de vacunacion se puede observar
que en julio de 2021 (Ext B) hay un incremento notable en el nimero de individuos
positivos para la presencia de anticuerpos, con una media en los niveles de IgG anti-
RBD de 243,5 BAU/ml (IQR 123,3-607,5), lo cual es atribuible a la campafia de
vacunacion iniciada en marzo de ese afio. En noviembre de 2021 (Ext C) se observa un
aumento significativo en los niveles de anticuerpos especificos respecto a julio, media
de 2373 BAU/mI (IQR 1389-5128), correspondiente a una extraccion posterior a la
introduccion de una dosis de refuerzo con BNT162b2 para toda la poblaciéon. Estos
valores disminuyen en la extraccion de mayo (Ext D), media de 1717 BAU/ml (IQR
906,5-2556), y vuelven a incrementarse en noviembre de 2022 (Ext E) con una media
de 2123 BAU/ml (IQR 1349-3589). (Figura 28-B). Un punto interesante es que a
excepcion de un caso en noviembre de 2022 todos los individuos analizados

presentaron mas de 260 BAU/ml.

Si analizamos la evolucion de los niveles de anticuerpos en el tiempo en aquellos 58
individuos en que disponemos de las cinco muestras seriadas, se observa un
incremento sucesivo en los niveles de anticuerpos en las extracciones B y C, pero no
se encuentra una disminucion significativa en D (Figura 28-C). Cuando se discrimina
este subgrupo en funcién de la vacuna recibida durante la vacunacion inicial, se puede
observar una diferencia significativa en los niveles de anticuerpos en la extracciéon B,
siendo mayores en aquellos inmunizados con BNT162b2 comparado con los que
recibieron CoronaVac, de acuerdo con lo esperado. En la extraccion C se observa el
comportamiento contrario, lo que se podria atribuir a que en ese momento

probablemente la mayoria de los que habian sido vacunados con CoronaVac ya habian
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recibido una dosis de refuerzo con BNT162b2, mientras que para los inmunizados con
BNT162b2 la administracion de una tercera dosis estuvo mas retrasada en el tiempo
(Figura 28-D). En las etapas finales del estudio no se observan diferencias en funcion
de este parametro, siendo probablemente otras las variables de mayor peso, por
ejemplo, infecciones con SARS-CoV-2 y administracion de dosis vacunales de refuerzo

extras (Figura 28-D).
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3.2.2 Caracterizacion de la respuesta inmune humoral a la vacunacién
contra COVID-19 en una cohorte de trabajadores de un instituto de
investigacion uruguayo.

Publicacion 1

“Humoral immune response characterization of heterologous prime-boost

vaccination with CoronaVac and BNT162b2”

Florencia Rammauro*, Federico Carrion*, Natalia Olivero-Deibe, Martin Fl6, Ana

Ferreira, Otto Pritsch & Sergio Bianchi.

Resumen

La vacunacion contra el SARS-CoV-2 ha demostrado ser una estrategia exitosa para
prevenir formas graves de la enfermedad. CoronaVac y BNT162b2 fueron las vacunas
mas utilizadas a nivel global. En Uruguay, un 59,9% de la poblacién fue inmunizada
inicialmente con CoronaVac y un 38,4% con BNT162b2. Reportes internacionales y
resultados de nuestro grupo mostraron que los niveles de anticuerpos generados en
respuesta a CoronaVac, y a la vacunas a virus inactivado en general, eran mas bajos
que los inducidos por las vacunas a ARNm, lo que se acompafaba de una caida de
estos titulos en el tiempo. La incertidumbre generada en torno a si estos niveles
continuarian siendo suficientes para prevenir formas graves de COVID-19 y el
surgimiento de nuevas variante virales llevo a la aplicacion de refuerzos vacunales en
muchos paises. En Uruguay se decidié la administracion de una dosis de refuerzo con
la vacuna BNT162b2 independientemente de la vacuna recibida inicialmente, aplicando
un esquema de vacunacion heterdloga CoronaVac + BNT162b2 pionero a nivel mundial.
En este trabajo se muestra un estudio longitudinal prospectivo de seguimiento
serolégico post vacunacion realizado en 50 individuos sanos que recibieron un esquema
de vacunacion heterdloga, vacunacion primaria con CoronaVac y una dosis de refuerzo
con BNT162b2. Se evaluaron los niveles de anticuerpos IgG especificos anti-RBD
(empleando el ensayo COVID-19 IgG QUANT ELISA) y la capacidad de estos de inhibir
la interaccion RBD-ACE2 mediante un ensayo sustituto de neutralizacion viral. En 20
individuos de esta cohorte se evalu6 también la cinética de unién de los anticuerpos
mediante resonancia plasmonica superficial (SPR) y la capacidad de estos de mediar
citotoxicidad celular y fagocitosis dependientes de anticuerpos (ADCC y ADCP). Se
encontré que todos los participantes presentaban anticuerpos especificos temprano
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luego de la vacunacion primaria con CoronaVac con una caida significativa de sus
niveles a los 80 dias post vacunacion. La aplicacion de una dosis de refuerzo con
BNT162b2 provocd un aumento de unas 20 veces en los niveles de anticuerpos
especificos, y si bien luego de 73 dias de aplicada esta dosis se observa nuevamente
una caida, estos continlan siendo mas altos que los determinados luego de la
vacunacion inicial. Esta variacion en los niveles de anticuerpos se acompana también

por un aumento en su funcionalidad.

Resultados

- 17 dias luego de la vacunacion con dos dosis de CoronaVac (i) la totalidad de
los individuos analizados presentaron niveles detectables de anticuerpos 1gG
anti-RBD, con una media de 403 BAU/mI (IQR 249-618). A los 80 dias post
vacunacion (t2), si bien todos los participantes permanecieron seropositivos, los
niveles de anticuerpos especificos habian caido a niveles significativamente
menores (113 BAU/mI, IQR 61-193).

- Dos semanas post administracion de una dosis de refuerzo con BNT162b2 (t3)
los niveles de anticuerpos anti-RBD ascendieron, alcanzando una media de
8877 BAU/mI (IQR 6076-13081), lo que representa un incremento de unas 50
veces respecto a los valores encontrados luego de la vacunacion inicial.
Transcurridos dos meses (t4) los valores vuelven a descender, pero con una
media de 2622 BAU/ml (1907-5100). Todos los participantes mostraron una

cinética similar.

- La capacidad de los sueros de inhibir la interaccion RBD-ACE2 evidenciada
mediante un ensayo de un sVNT muestra un comportamiento similar a lo
observado mediante ELISA. Se detectd una disminucion entre t1 y t2 [media de
3413 BAU/ml (IQR 2250-5301) vs. 1064 BAU/ml (IQR 554-1968),
respectivamente], un incremento notorio de la media en t3 y nuevamente una
caida a t4 [65221 AU/mI (IQR 40701-109618) vs.20480 AU/ml (IQR 12079-
32878)].

- También se observo un incremento significativo en la capacidad de los sueros
de mediar funciones efectoras como ADCC y ADCP luego de la tercera dosis

comparado con lo encontrado luego de la vacunacién primaria.
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Solo una fraccion de los sueros obtenidos en t1 es capaz de inhibir la interaccion
entre el RBD de la variante Omicron del SARS-CoV-2 y ACE2, a diferencia de lo
que sucede con el RBD de la variante original. Aunque continua siendo inferior,

esta capacidad aumenta luego de la tercera dosis.
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Background: Vaccination against severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has pro-
ven to be a successful strategy for prevent severe infections. CoronaVac and BNT162b2 are the most used
vaccines worldwide, but their use in heterologous vaccination schedules is still subjected to evaluation.
Methods: Fifty healthy individuals who received heterologous prime-boost vaccination with CoronaVac
and BNT162b2 were enrolled in a post-vaccination serological follow-up longitudinal prospective study.
We evaluated specific serum anti-receptor binding domain (RBD) IgG antibody levels, and their capacity
to block RBD-ACE2 interaction with a surrogate neutralization assay. In 20 participants, we assessed anti-
body binding kinetics by surface plasmon resonance, and Fc-mediated functions by ADCC and ADCP
reporter assays.

Results: Our baseline seronegative cohort, displayed seroconversion after two doses of CoronaVac and an
important decrease in serum anti-RBD IgG antibodies levels 80 days post-second dose. These levels
increased significantly early after the third dose with BNT162b2, but 73 days after the booster we found
a new fall. Immunoglobulin functionalities showed a similar behavior.

Conclusions: The heterologous prime-boost vaccination with CoronaVac and BNT162b2 generated an
impressive increase in serum anti-RBD specific antibody levels followed by a drop. Nevertheless, these
titers remained well above those found in individuals only vaccinated with CoronaVac in the same

olanged time. Serum la(G lovels chowed hich correlation with antibadvy hindine analucic their canacity
elapsed time. Serum igG ievels showed nign correiation with anlibeQy dinding anaiysis, their capadity

to block RBD-ACE2 interaction, and Fc-effectors mechanisms. Our work sheds light on the humoral
immune response to heterologous vaccination with CoronaVac and BNT162b2, to define a post-
vaccination correlate of protection against SARS-CoV-2 infection and to discuss the scheduling of future
vaccine boosters in general population.
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1. Introduction platform with more than 1.7 billion administered doses, and
BNT162b2 (Pfizer/BioNTech), a mRNA-based vaccine with more

The application of effective vaccines against severe acute respi- than 1.5 billion doses [1].

ratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has proved to be a
successful strategy for reducing viral transmission and disease bur-
den. The two most used vaccines worldwide are CoronaVac (Sino-
vac Life Sciences, Beijing, China), an inactivated SARS-CoV-2 based

* Corresponding autor at: Depar ) de Fisiopatologia, Hospital de Clinicas,
Av. Italia s/n, 11600 Montevideo, Uruguay.
E-mail address: sbianchi@fmed.edu.uy (S. Bianchi).
! Equal contribution as first author.

https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2022.07.023
0264-410X/© 2022 Elsevier Ltd. All rights reserved.

In March 2020, the first cases of Coronavirus Disease 2019
(COVID-19) were diagnosed in Uruguay. By February 24, 2022, of
a 3.5 million population more than 830.000 confirmed cases of
SARS-CoV-2 infection have been reported and more than 6.900
persons have died [2]. In February 2021, the Ministry of Public
Health of Uruguay authorized the emergency use of CoronaVac
[3] (600 SU of inactivated virus per dose) and BNT162b2 [4]
(30 pg per dose) vaccines in two doses administrated 28 days
apart. To date, 77% of the Uruguayan population has been vacci-
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nated with two doses of some of these two vaccines (59.9%
received CoronaVac and 38.4% BNT162b2) [2], while only 1.7%
was immunized with AstraZeneca vaccine provided by the COVAX
initiative (https://vacuna.uy).

Both CoronaVac and BNT162b2 have shown great efficacy to
prevent hospitalizations two weeks after second dose (2D) admin-
istration [5,6], simultaneously with the detection of high levels of
serum specific antibodies against the SARS-CoV-2 Spike protein
[7]. Although immunological parameters required to define a
post-vaccination correlate of protection (CoP) against SARS-CoV-2
infection are still under discussion, antibody-mediated viral neu-
tralization has been considered one of the most important contrib-
utors [8], along with other antibody-mediated functions like Fc-
mediated effector responses [9]. Some studies found that inacti-
vated SARS-CoV-2 vaccines generates lower levels of neutralizing
antibodies [1] and a decline over time in the level of specific anti-
bodies has been reported for both, BNT162b2 [10,11] and Corona-
Vac vaccines [12].

Faced with this reality, the application of booster doses has
become a strategic alternative that must coexist with the demand
for a global equitable distribution of vaccines. In this regard, in
September 2021 the Ministry of Public Health of Uruguay autho-
rized the administration of a booster dose with BNT162b2 for the
subset of the population fully vaccinated with CoronaVac. Nowa-
days, almost 52% of Uruguayan population has already received
this booster.

Here, we analyzed the dynamics of serum IgG antibodies
against the receptor binding domain (RBD) of SARS-Cov-2 Spike
protein at different times, in a longitudinal prospective study on
healthy individuals. We quantified the specific IgG levels in partic-
ipants who received a two-dose plan of CoronaVac, and after
heterologous BNT162b2 third dose (3D) administration. In addi-
tion, we analyzed the functionality of specific anti-SARS-CoV-2
antibodies by measuring their neutralizing capacity, Fc-mediated
effector functions, and their overall binding kinetics to the RBD.
Regarding the measurement of the neutralizing capacity, we must
point out that we used an in vitro assay that evidences the blockage
of the interaction between the RBD protein and its receptor (ACE2)
by specific anti-RBD antibodies, as an accessible experimental
approach to address their neutralizing capacity. There is little
information regarding the use of a 3D booster with BNT162b on
fully vaccinated individuals with 2 doses of CoronaVac [13,14].
Our work provides new data that help to understand the develop-
ment and characterization of the humoral immune response
against this combination of heterologous vaccines.

2. Materials and methods
2.1. Cohort and study design

Fifty individuals, 60% women, median age 40 years (IQR 30-50)
belonging to the staff of the Institut Pasteur de Montevideo, who
underwent voluntary heterologous prime-boost vaccination with
CoronaVac and BNT162b2, were enrolled in a post-vaccination
serological follow-up study. Serum samples were collected at five
times: before vaccination (t,); after a median follow-up of 18 days
(IQR 16-23) post-2D (t;); 80 days (IQR 78-82) post-2D (t); 18 days
(IQR 16-20) post-3D with BNT162b2 (t3); and finally, 73 days (IQR
72-81) post-3D (for 41 of 50 participants) (t4). All participants
declared not to have been diagnosed with COVID-19 prior to or
during the development of the study, in two questionnaires per-
formed at t, and at t;. In addition, local and systemic adverse
events within 7 days after 3D were registered. This study was done
in accordance with the Helsinki Declaration of the World Medical
Association and was approved by the ethical institutional review
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board (MSP 956,220 - CEI 001-2021). Informed consent was
obtained from all participants.

2.2. ELISA, neutralization activity, surface plasmon resonance (SPR),
and antibody-dependent cellular cytotoxicity and phagocytosis (ADCC
and ADCP) assays

Anti-RBD (Wuhan variant) IgG serum levels were quantified
using COVID-19 IgG QUANT ELISA Kit (developed by Universidad
de la Republica, Institut Pasteur de Montevideo and ATGen SRL),
according to manufacturer’s instructions. Results were expressed
in binding antibody units per milliliter (BAU/mL), by using the First
WHO International Standard for anti-SARS-CoV-2 immunoglobulin
(NIBSC code: 20/136) for assay calibration (https://www.nibsc.
org/documents/ifu/20-136.pdf).

The blockade of RBD-ACE2 interaction by specific anti-SARS-
CoV-2 antibodies was analyzed by using an in vitro surrogate virus
neutralization test (SVNT; cPass™ SARS-CoV-2 Neutralization Anti-
body Detection Kit, GenScript®) in serum from individuals who
received heterologous vaccination at t; and tz (post-2D with Coro-
naVac) and at t3 and ts (post-3D with BNT162b2), according to
manufacturer’s instructions. Briefly, recombinant RBD conjugated
to HRP was pre incubated with different dilutions of serum sam-
ples and then added to ACE2 coated ELISA microplates to analyze
the capacity of specific serum antibodies to inhibit RBD-ACE2
interaction. A calibrator serum (Cat. No. A02087, GenScript®) of
1.000.000 Arbitrary Units per milliliter (AU/mL) was used accord-
ing to manufacturer’s instructions to generate a standard curve
by serially diluting the calibrator serum from 600 AU/mL to 9.37
AU/mL. The optical densities of serum dilutions measured at
450 nm that fall in the lineal range of the standard curve were used
to interpolate a semiquantitative titer value in AU/mL, which were
corrected with the corresponding dilution factor to calculate the
final value in AU/mL of serum.

SPR assays were conducted with serum samples obtained at
four different times (to, ty, ty, t3) from a sub-group of 20 individuals
who received heterologous CoronaVac/BNT162b2 vaccination, to
evaluate the binding of total specific antibodies against captured
RBD on a SPR sensorchip. A recombinant RBD expressed in S2
insect cells was used for these assays (see Supplementary Material
for details, Fig. S1).

ADCC and ADCP were performed on the same 20 serum samples
at t; and ts, using ADCC and ADCP reporter assays (InvivoGen)
according to manufacturer's instructions with minor differences.
Jurkat-Lucia™ NFAT cells expressing human FcgRIIIA V158 allotype
or human FcgRIIA H131 allotype were used for ADCC and ADCP
reporter assays, respectively (see Supplementary Material for
details).

2.3. Data analysis

By employing GraphPad Prism 9.2.0.332 we carried out compar-
isons between groups using Friedmans test and Dunnis multiple
comparison post-hoc test or Wilcoxon test. Although the non-
parametric tests used in the multiple comparisons generally
yielded significant differences in all the contrasts used, in some
cases, the post-hoc comparisons were marginally significant,
essentially because of the low number of observations. To over-
come this difficulty, we used linear mixed models (R packages
“Ime4” and “emmeans”) with Tukey correction on the logarithm
of the concentrations, modeling the individual as a random effect.
Prior to this, we verified the normality and homoscedasticity
assumptions through the Shapiro-Wilks test and the studentized
Breusch-Pagan test, respectively. In all cases, the post-hoc con-
trasts were highly significant (p-value < 1 x 107°). Results from
reporter bioassays were obtained in relative luminescence unit
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(RLUs) and expressed as endpoint titers. To assess consistency in
the level of specific antibodies measured by ELISA and SPR, we cal-
culated two-tailed Pearson correlation coefficients with a 95% con-
fidence interval.

3. Results

Early after receiving the 3D of BNT162b2, all individuals
reported only mild to moderate adverse events. Injection site pain
was by far the most frequent (90%), followed by fatigue,
malaise, and chills among other local and systemic adverse events
(Table 1).

No specific anti-RBD IgG antibodies were found before vaccina-
tion (tp) in the serum samples (baseline seronegative). In contrast,
all participants displayed seroconversion 18 days post-2D of Coro-
naVac (t;), with a median of 403 BAU/mL (IQR 249-618) (Fig. 1). At
t, all 50 individuals remained seropositive, although with an
important decrease in the level of anti-RBD IgG antibodies (median
of 113 BAU/mL, IQR 61-193) (Fig. 1). Interestingly, a significant
increase of serum anti-RBD IgG antibodies was evidenced after
18 days post-3D with BNT162b2 (t3), reaching a median of 8877
BAU/mL (IQR 6076-13081) (Fig. 1). Finally, after a median of
73 days post-3D (tg) the level of specific anti-RBD IgG antibodies
in 41 individuals of our cohort decreased again but towards a med-
ian of 2622 BAU/mL (IQR 1907-5100) (Fig. 1). Despite individual
differences, all participants showed the same trend in terms of
1gG levels (Fig. 2A). In addition, we observed a concomitant evolu-
tion in blocking capacity of RBD-ACE2 interaction in participants
who received a heterologous CoronaVac/BNT162b2 vaccination.
We detected a drop between t; and t, [median of 3413 AU/mL
(IQR 2250-5301) vs. 1064 AU/mL (IQR 554-1968), respectively],
an important improvement early post-3D with BNT162b2 (t3),
and recurrently a reduction between t3 and t; [median of 65,221
AU/mL (IQR 40701-109618) vs. 20,480 AU/mL (IQR 12079-
32878), respectively] (Fig. 2B). According to the sVNT kit specifica-
tions, the neutralization titer can be interpreted as low (<1500AU/
mL), medium (1500-5000AU/mL) and high (>5000). Besides, these
blocking capacities linearly correlates with anti-RBD IgG levels at
each time point (Fig. S2).

To evaluate kinetics of binding that could evidence differences
in the maturation of humoral response, we selected 20 individuals
who received heterologous vaccine scheme and analyzed the
response based on total antibodies by SPR. All individuals sur-
passed the values obtained with pre immunization serum samples
(Figs. 3A and S3) and dissociation proved to be extremely slow,
causing that the level of bound antibodies remained almost con-
stant for more than 10 min. By virtue of this, we could not obtain
kinetics parameters and registered the level of bound antibodies
(in RUs) after 1 min of dissociation, as an arbitrary measurement
of the level of total bound anti-RBD antibodies. The values obtained
at t, exhibited a decline with respect to t,, showing a temporal
drop in the level of total circulating specific antibodies. Results
obtained 18 days post-3D with BNT162b2 (t3) resulted in a sharp
increase in the level of total specific antibodies (Fig. 3A). Again, this
behavior is in concordance with results obtained by ELISA (Fig. 3B)
showing a strong correlation between IgG and total specific anti-
bodies shortly after doses administration (Fig. S4).

Beyond virus recognition and neutralization by antibodies, Fc-
mediated effector functions (like ADCC and ADCP) have been
linked to protection against multiple pathogens [15], including
SARS-CoV-2 vaccination in animal models [16]. To advance our
knowledge on this, we performed in vitro ADCC and ADCP reporter
assays on serum samples from 20 participants collected 18 days
post-2D with CoronaVac (t;) and 18 days post-3D with BNT162b2
(t3). We found that BNT162b2 booster also increased the ADCC
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Table 1
Adverse events after third dose with BNT162b2.

Participants (%)

Local adverse events Pain 45 (90)
Swelling 4(8)
Skin redness 2(4)
Regional lymphadenopathy 1(2)

Systemic adverse events Fatigue 16 (32)
Malaise 12 (24)
Chills 10 (20)
Headache 8 (16)
Myalgia 8 (16)
Fever 5(10)
Arthralgia 4(8)

Nausea, vomiting, diharrea 4(8)

The questionnaire was conducted concomitantly to the blood extraction early after
3D with BNT162b2 by medical staff, and adverse events are classified as local or
systemic signs or symptoms. All but two participants presented at least one of the
evaluated events, and many of them presented more than one. The table shows the
number of participants with the specific sign or symptom and the respective per-
centage within the cohort (%).
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Fig. 1. Serum anti-RBD IgG levels at different times in the cohort follow-up.
Serum samples of the same 50 individuals that received heterologous prime-boost
vaccination with CoronaVac and BNT162b2 were evaluated at different times,
except for t; where 41 of them were studied. Bars and numbers above them
represent the median values of each time point and numbers in parentheses are the
interquartile ranges. The number of individuals evaluated at each time point is
presented on the base of each bar. Bars corresponding to serum samples obtained
after the third dose are presented in grey. Comparisons between groups were
carried out using Friedman’s test and Dunn's multiple comparison post-hoc test.
“p = 0.01-0.001, ~p < 0.001. BAU, binding antibody units.
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Fig. 2. Comparison between serum anti-RBD IgG levels and their capacity to block RBD-ACE2 interaction at different times in the cohort follow-up. Lines show the
individual evolution over time of the serum anti-RBD IgG levels (A) and their capacity to block RBD-ACE2 interaction (B) for every participant in the cohort (n = 50). Numbers
represents median values with the interquartile range in parentheses. Both datasets show a similar behavior over time in most of the evaluated cases. Comparisons between
groups were carried out using Friedman’s test and Dunn’s multiple comparison post-hoc test. “p = 0.01-0.001, 'p < 0.001. BAU, binding antibody units; AU, arbitrary units.
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Fig. 3. Comparison of anti-RBD total antibodies measured by SPR and anti-RBD IgG measured by ELISA, in serum samples of 20 individuals selected from the cohort
and collected at different times. The levels of total specific antibodies measured by SPR after 1 min dissociation are presented at different times with grey lines showing the
individual evolution over time, and the corresponding sensorgrams as stacked insets on the left (A). Sensorgrams are presented after subtracting pre-vaccination data
collected at to and for clarity, curves are presented with the same color code as in Fig. S5. For comparison, the results obtained by ELISA with the same 20 selected individuals
are presented (B) with the same representation as in Fig. 2. Both in SPR and ELISA, pre-vaccination data (at to) correspond to zero (not shown due to logarithmic

representation of y-axis). RU, resonance units; BAU, binding antibody units.

titer from a median of 76 (IQR 37-165) to 548 (IQR 331-834)
(Fig. 4A), and ADCP titer from a median of 28 (IQR 16-51) to 308
(IQR 116-436) (Fig. 4B). The same behavior was shown for blocking
capacity of RBD-ACE2 interaction (Fig. 4C) and binding to RBD
(Fig. 4D) at t; and ts. Considering the relevance of Omicron out-
break in our country, we decided to compare the blocking capacity

5192

of antibodies developed against SARS-CoV-2 Wuhan and Omicron
variants, by performing sVNT with these same 20 sera. We found
a clear reduced activity against the Omicron variant at both times,
post-2D [median of Wuhan variant, 2371 AU/mL (IQR 1240-4494)
vs. median of Omicron variant, 0 AU/mL (IQR 0-264)] and post-3D
[median of Wuhan variant, 71,908 AU/mL (IQR 43947-108165), vs.
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Fig. 4. Fc-mediated functions and RBD-ACE2 binding inhibition of specific
serum anti-RBD immunoglobulins. Figure shows ADCC (A) and ADCP (B) Fc-
mediated functions of serum anti-RBD immunoglobulin in 20 individuals early after
two doses of Coronavac (t,) and after heterologous booster with BNT162b2 (t;).
Endpoint titers were calculated by interpolating the reciprocal of serum dilutions to
baseline, whose values were determined for each plate as the mean signal in
absence of serum plus three standard deviations. Inhibition of RBD-ACE2 binding
(C) and serum anti-RBD IgG levels (D) were measured in the same samples, showing
a similar behavior over time. Comparison of the RBD-ACE2 binding inhibition
activity against SARS-CoV-2 Wuhan and Omicron variants were carried out by SVNT
in these 20 samples (E). Numbers represents median values and the interquartile
range (in parentheses). Comparisons between groups were carried out using
Wilcoxon test. *p < 0.05, "p = 0.01-0.001, ~'p < 0.001. BAU, binding antibody units;
AU, arbitrary units.

median of Omicron variant, 1510 AU/mL (IQR 0-3728)]. However,
the in vitro blocking capacity of RBD-ACE2 interaction showed an
increase after booster for both variants, especially for Wuhan one
(Fig. 4E).
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4. Discussion

Safety and efficacy of BNT162b2 and CoronaVac vaccines have
been previously reported [5,17,18], and some studies have directly
compared CoronaVac and BNT162b2 vaccines performances
[19,20]. In fact, our group has recently evaluated the humoral
response to these vaccines in solid organ transplant recipients
[21,22]. Moreover, in a small number of individuals immunized
with BNT162b2, we found similar results when comparing both
vaccines over time (Fig. S5). At present, one of the major topics
of discussion is the use of vaccine boosters [23,24], especially
heterologous vaccination approaches. In this regard, noteworthy
results have recently been published which focuses on heterolo-
gous priming with adenoviral-vectored vaccines followed by
boosting with mRNA [25,26] or recombinant protein-based vacci-
nes [27], or viral-vectored vaccine booster after two doses of inac-
tivated vaccine [28]. Information regarding the dynamics of
antibody response induced by heterologous prime-boost vaccina-
tion with inactivated-virus and mRNA vaccines remains scarce,
especially in the medium-term post-booster [13,14,29]. Moreover,
studies which focuses on functional characteristics of antibodies
generated by heterologous prime-boost vaccination with Corona-
Vac and BNT162b2 are still hard to find.

Our baseline seronegative cohort showed seroconversion
18 days post-2D with CoronaVac, but the level of specific antibod-
ies dropped significantly 80 days post-2D (almost 72%), similarly to
the decay overtime reported following the administration of
BNT162b2 [10,30] or CoronaVac [12,31] vaccines. However, 18 days
post-3D with BNT162b2 vaccine, we found an impressive 22-fold
increase in serum specific antibody levels if compared with the
same period post-2D with CoronaVac. Indeed, the level of antibod-
ies detected in these individuals were almost three times higher
than those reached by individuals fully vaccinated with two doses
of BNT162b2 (Fig. S5). Our results are in agreement with recent
reports analyzing populations that received the prime-boost vacci-
nation with CoronaVac and BNT162b2 [13,32], as well as with
other 3D schedules, by using either homologous [33] or heterolo-
gous [34] schemes.

To assess the evolution of specific antibody levels after heterol-
ogous booster we compared results obtained 73 days post-3D (t)
with those obtained at t3 and found a drop of 70% considering
medians values of each time, similarly to that seen in a comparable
span of time post-2D with CoronaVac (between t; and tz). Despite
this, the antibody levels at t4 remained 23-fold higher as compared
to levels obtained from participants fully vaccinated with Corona-
Vac at 80 days post-2D. To the best of our knowledge this is the
first study to determine the magnitude of the decline over time
in serum specific antibody levels after heterologous vaccination
with CoronaVac and BNT162b2 in a healthy population. These
results are crucial in the definition of future boosting plans, espe-
cially regarding the time between them.

The dynamics of the capacity to block RBD-ACE?2 interaction fol-
lows the same behavior as anti-RBD antibody levels, showing an
important increase early post-3D with BNT162b2 (t3), followed
by a new reduction measured 73 days post-3D (t4). Considering a
similar period post-vaccination, the blocking of RBD-ACE2 interac-
tion post-3D with BNT162b2 remained significantly higher than
those observed post-2D with CoronaVac (t; vs. t;). Despite the fall
observed 73 days post-3D with BNT162b2, the blocking capacity
remains almost 20-times higher when compared with that
detected 80 days post-2D with CoronaVac (t vs. t;). Even more,
blocking levels at t, remained 6-times higher than those detected
at ty. sSVNT results expressed in AU/mL are very useful for compar-
ing variation between different individuals and over time. If we
interpret the results expressed in AU/mL according to the technical
specifications of the sVNT kit, we can summarize that the median

115




“Abordaje sistémico de la respuesta inmune mediada por anticuerpos contra el SARS-CoV-2"

F. Rammauro, F. Carrién, N. Olivero-Deibe et al.

values of neutralization titers were medium at t,, low at t,, and
high at t3 and t,.

The reported dynamics of humoral response highlights the ben-
efits of this heterologous vaccination scheme, considering that the
level of serum neutralizing antibodies has been proposed as a
highly predictive marker of immune protection for symptomatic
SARS-CoV-2 infected patients [35]. Even more, in the context of
the emergence of SARS-CoV-2 variants of concern, a higher neu-
tralization capacity achieved by a booster vaccination, can gener-
ate an increased protection from severe infection outcomes
[8,36]. However, we found a clear decline in the RBD-ACE2 interac-
tion blocking capacity when we compare the Wuhan variant
against the Omicron one, in agree with previous findings of
Pérez-Then and col. [13]. Anyway, our results could provide valu-
able information regarding the temporal behavior of blocking
capacity since a CoP for SARS-CoV-2 is crucial in the fight against
pandemic [37].

To compare the performance of different vaccine schedules, we
urgently need to define efficient methods that serve as CoP for
COVID-19 vaccines. These CoPs will also allow assessing the indi-
vidual and community levels of protection against SARS-CoV-2
infection. Recent studies have shown that antibody levels against
the Spike protein and its neutralizing capacity strongly correlates
with efficacy across different vaccine platforms [35,38,39]. The
use of the WHO international standard and the expression of
results in BAU/mL, allows its comparison between different labora-
tories. Recent works suggested an antibody level of approximately
260 BAU/mL as a correlate of protection in the general population
[38] and cancer patients [40]. Although this level still needs to be
confirmed by other studies, the possibility of having this type of
information could be useful for future management of vaccination
schedules.

Based on the complexity of the mechanisms associated with the
maturation of the humoral response and the effect that different
vaccines platforms could have on it, we analyzed differences in
the binding kinetics of serum samples by SPR. As opposed to ELISA,
where antibodies reach binding equilibrium, using SPR we
obtained real-time binding data, allowing kinetic binding evalua-
tion at the expense of a reduction in sensitivity. However, poly-
clonality and the unknown concentration of specific antibodies
prevented us from extracting overall kinetics parameters that
could help in elucidating changes associated with longitudinal
maturation of humoral response. Even the “apparent kog” (which
does not depend on free antibody concentration) could not be
properly calculated, probably because of avidity and/or re-
binding events of the different isotypes of antibodies which result
in an extremely slow dissociation. This slow dissociation (whose
differences between doses were inexistent or remained unde-
tectable) is a qualitative feature of anti-RBD antibodies, being com-
patible with the presence of high affinity IgG produced by plasma
cell that underwent the complex process of maturation through
successive rounds of somatic hypermutation and selection. On
the other hand, this feature of specific IgG antibodies likely favors
their ability to trigger effector mechanisms in vivo. Interestingly,
the level of specific IgG or total antibodies, measured respectively
by ELISA and SPR, showed a similar temporal evolution and a
strong correlation early after 2D and 3D (Fig. S4), evidencing the
usefulness of both techniques to analyze the dynamics of humoral
responses nearly vaccination.

While recent data points to the ability of SARS-CoV-2 mRNA
vaccines to evoke robust Fc-effector functions [9], less is known
about inactivated virus vaccines and heterologous vaccination. It
has been reported that some Fc-dependent pathways of anti-
SARS-CoV-2 specific antibodies potentially contribute to COVID-
19 severity [41] and/or could play a role in combatting SARS-
CoV-2 infections [42]. We determined that these Fc-mediated fea-
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tures show strong correlation with IgG serum levels and blocking
capacities, similarly to findings reported in convalescent individu-
als [43]. This suggests that Fc-mediated functions could be playing
an important role in preventing SARS-CoV-2 infections or COVID-
19 severity after vaccination, even against emerging virus variants.
Moreover, according to our findings, binding of specific antibodies
could represent an indirect measurement of Fc-mediated effector
functions.

The findings of this study must be seen considering some limi-
tations. The first is the sample size; although, we consider it impor-
tant to have a five-point IgG levels follow-up, covering pre- and
post-vaccination. The second limitation concerns the lack of
CoronaVac-boosted group; however, the Ministry of Public Health
of Uruguay did not use CoronaVac as a booster option but only the
BNT162b2 vaccine. For this reason, there are virtually no people
with a third dose of CoronaVac in our country. Third, Uruguay lacks
local access to biosafety level 3 (BSL3) facilities for achieving pla-
que reduction neutralization tests (PRNT), which is the gold stan-
dard for detecting and quantifying neutralizing antibodies
(NADs). For this reason, we performed a surrogate neutralization
test which clearly has limitations, such as the absence of biological
membranes and other proteins or protein domains with a known
role in the attachment, binding, and fusion processes of the virus
with the host cell. Finally, data on T-cell responses induced during
vaccination is a relevant issue to be considered.

5. Conclusion

In this work we provide new evidence regarding heterologous
prime-boost vaccination with CoronaVac and BNT162b2 in healthy
individuals, showing the dynamic of the levels of specific antibody
after approximately 2.5 months. A significant correlation between
levels of anti-RBD antibodies, their RBD-ACE2 interaction blocking
capacity, and ADCC or ADCP-effectors activities was found, sup-
porting that inexpensive and easily implemented serological tests
are important tools for monitoring the immune response after vac-
cination and define booster doses.

Inactivated virus-based vaccines are useful tools in the global
fight against COVID-19, although more data are needed on its effi-
cacy against emerging SARS-CoV-2 variants and on the durability
of protection across different age groups, geographical settings
and in the presence of comorbidities [44]. In addition, as mRNA-
based platform vaccines have shown to be safe and effective over
time [17], the use of a heterologous prime-boost vaccination with
CoronaVac and BNT162b2 represents a promising and safe
strategy.
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3.3 RESPUESTA A LA VACUNACION CONTRA COVID-19 EN
GRUPOS DE PACIENTES INMUNOSUPRIMIDOS EN
URUGUAY.

Los receptores de trasplantes de 6rganos sélidos (RTOS) y pacientes con enfermedad
renal cronica (ERC) se vieron particularmente impactados con la pandemia por COVID-
19. El estado de inmunosupresién ya sea natural o farmacoldgico, y la presencia
concomitante de comorbilidades hace que estos grupos sean mas propensos a
desarrollar formas graves de la enfermedad por COVID-19, habiéndose reportado tasas
mas altas de mortalidad que en la poblacién general, sobre todo durante la primera ola
de infeccion*®34°, En el caso de los pacientes con ERC que se encuentran en tratamiento
de sustitucion de la funcién renal, se suma la necesidad de concurrir a los centros de
dialisis, aumentando el riesgo de exposicion al virus. La vacunacion contra el SARS-
CoV-2 ha disminuido el impacto de COVID-19, sin embargo, multiples estudios han
mostrado una respuesta inmune subdptima a las vacunas contra COVID-19 en cohortes
de pacientes con enfermedades cronicas y que se encuentran bajo tratamiento
inmunosupresor. En Uruguay, los grupos de pacientes inmunosuprimidos fueron
priorizados en etapas iniciales de la campafia de vacunacién, pero se les aplicé la misma
estrategia de inmunizacién que a la poblacion general. A nivel internacional, en ese
mismo momento, comenzaban a surgir evidencias de una respuesta disminuida en estos
grupos frente a la inmunizacién con vacunas basadas en ARNm, pero qué ocurria con

las vacunas a virus inactivado era desconocido.

En este apartado se describe el trabajo realizado, en conjunto con el area clinico-
asistencial, para evaluar la respuesta inmune humoral frente a la vacunacién contra
COVID-19 en tres cohortes de pacientes inmunosuprimidos en nuestro pais:
trasplantados renales (TR), trasplantados hepaticos (TH) y pacientes en dialisis cronica
(PDC). Evaluandose tanto la respuesta a la vacunacion primaria como frente a distintas

estrategias de refuerzo.
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3.3.1 Respuesta a la vacunacién contra COVID-19 en receptores de

trasplante renal

Publicacion 2

“Comparison of antibody response to SARS-CoV-2 after two doses of inactivated

virus and BNT162b2 mRNA vaccines in kidney transplant”

Mariana Seija*, Florencia Rammauro*, José Santiago, Natalia Orihuela, Catherine
Zulberti, Danilo Machado, Cecilia Recalde, Javier Noboa, Victoria Frantchez, Rossana
Astesiano, Federico Yandian, Ana Guerisoli, Alvaro Morra, Daniela Cassinelli, Cecilia
Coelho, Belén de Aramburu, Paulina Gonzalez-Severgnini, Romina Moreno, Aldana
Pippolo, Gabriela L6pez, Monica Lemos, Lorena Somariva, Eliana Lopez, Soledad
Fumero, Carla Orihuela, Rosalia Rodriguez, Gonzalo Acufia, Victoria Rabaza, Nancy
Perg, Rossana Cordero, Cristina Reisfeld, Paula Olivera, Paola Montero, Cecilia
Nogueira, Catheryn Nalerio, Sergio Orihuela, Lilian Curi, Ema Burgstaller, Oscar Noboa,

Otto Pritsch, Marcelo Nin & Sergio Bianchi.

Resumen

Estudios previos habian mostrado que la respuesta de anticuerpos inducida por la
vacunacion contra SARS-CoV-2 en pacientes trasplantados renales, empleando
vacunas basadas en ARNm o vectores adenovirales, era débil. Sin embargo, poco se
conocia de la respuesta humoral desarrollada en esta poblacion luego de la utilizacion
de vacunas a virus inactivado. En este trabajo, comparamos la respuesta de anticuerpos
generada luego de la administracién de la vacuna a virus inactivado CoronaVac y de la
vacuna a ARNm BNT162b2 en un grupo conformado por pacientes de todos los centros
de trasplante renal de Uruguay, vacunados entre el 1ero y el 31 de mayo de 2021
(CoronaVac n=245 y BNT162b2 n=39), sin diagndstico previo de COVID-19. Las
muestras fueron tomadas 30-40 dias luego de la administracion de la segunda dosis y
se cuantificaron los niveles de anticuerpos IgG especificos contra el RBD de la proteina
Spike de SARS-CoV-2 mediante ELISA (kit COVID-19 IgG Quant ELISA). Se detectd la
presencia de anticuerpos solamente en un 29% de los pacientes con trasplante renal
(36,5% BNT162b2, 27,8% CoronaVac, p = 0,248), comparado con una poblacion control
de individuos no trasplantados donde se detectaron anticuerpos en el 100% de los
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individuos para ambas vacunas. En conclusion, la respuesta de anticuerpos frente a la
vacunacion con SARS-CoV-2 fue significativamente menor en los pacientes con
trasplante renal comparado con la poblacién control para ambas vacunas estudiadas.
Sin embargo, en los pacientes en los que se detectd respuesta, los niveles de
anticuerpos fueron mas altos cuando se empled la vacuna BNT162b2. Estos resultados
apoyaron la idea de que era necesario buscar estrategias que potenciaran la respuesta

a la vacunacion contra SARS-CoV-2 en trasplantados renales.

Resultados

- El porcentaje de individuos en los cuales se detectd presencia de anticuerpos
especificos luego de la administracion de una segunda dosis de vacuna contra
SARS-CoV-2 fue significativamente menor en el grupo de trasplantados renales

comparado con el grupo control (29% vs 100%).

- Aunque no significativo (p=0,248), se encontré6 un porcentaje mayor de
trasplantados renales positivos para la presencia de anticuerpos anti-RBD entre
aquellos vacunados con BNT162b2 (36,5%) comparado con los vacunados con
CoronaVac (27,8%).

- Los niveles de anticuerpos especificos contra el RBD fueron mas altos con
BNT162b2 que con CoronaVac en trasplantados renales [media (IQR) 173 (73—
554)y 29 (11-70) BAU/mL, p< 0,034, respectivamente], pero 10 veces mas bajos
que en el grupo control [BNT162b2: 2638 (2608—3808) y CoronaVac: 308 (209-
335) BAU/mL, p< 0,034, respectivamente].

- En un analisis multivariado, las variables asociadas significativamente con una
respuesta humoral negativa fueron: la edad, estar bajo triple inmunosupresion,
la tasa de filtrado glomerular estimada y el tiempo transcurrido desde el

trasplante renal.
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ABSTRACT

Background. Antibody response against severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) after mRNA or
adenoviral vector-based vaccines is weak in kidney transplant (KT) patients. However, few studies have focused on
humoral response after inactivated virus-based vaccines in KT. Here, we compare antibody response following
vaccination with inactivated virus (CoronaVac®) and BNT162b2 mRNA.

Methods. A national multicentre cross-sectional study was conducted. The study group was composed of patients from
all KT centres in Uruguay, vaccinated between 1 and 31 May 2021 (CoronaVac®, n = 245 and BNT162b2, n = 39). The
control group was constituted of 82 healthy individuals. Participants had no prior confirmed coronavirus disease 2019
(COVID-19) test. Blood samples were collected between 30 and 40 days after the second dose. Serum-specific
immunoglobulin G (IgG) antibodies against the receptor-binding domain (RBD) of SARS-CoV-2 Spike protein were
determined using the COVID-19 IgG QUANT ELISA Kit.

Results. Only 29% of KT recipients showed seroconversion (36.5% BNT162b2, 27.8% inactivated virus, P = 0.248) in
comparison with 100% in healthy control with either vaccine. Antibody levels against RBD were higher with BNT162b
mRNA than with inactivated virus [median (interquartile range) 173 (73-554) and 29 (11-70) binding antibody units
(BAU)/mL, P < 0.034] in KT and 10 times lower than healthy control [inactivated virus: 308 (209-335) and BNT162b2: 2638
(2608-3808) BAU/mL, P < 0.034]. In multivariate analysis, variables associated with negative humoral response were age,
triple immunosuppression, estimated glomerular filtration rate and time post-KT.

Conclusion. Seroconversion was low in KT patients after vaccination with both platforms. Antibody levels against
SARS-CoV-2 were lower with inactivated virus than BNT162b mRNA. These findings support the need for strategies to
improve immunogenicity in KT recipients after two doses of either vaccine.

GRAPHICAL ABSTRACT

Comparison of antibody response to SARS-CoV-2 after two
doses of inactivated virus and BNT162b2 mRNA vaccines
in kidney transplant
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INTRODUCTION

Kidney transplant (KT) patients are at high risk of severe se-
vere acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2)
infection [1-5]. Hence, vaccination in this population is rec-
ommended. Recent evidence suggests that antibody response
among solid organ transplant (SOT) patients is weak after two
doses of mRNA-based vaccine or adenoviral vector platform [6-
23]. However, only one study has addressed humoral response
after inactivated virus-based vaccine in KT patients [24).
Inactivated virus vaccines are a well-known technology and
have several advantages for large-scale utilization, including

their stability at non- refrigerati peratures and
their long Ixfespan [25). These characteristics make them a use-
ful tool in the global fight against c irus di 2019

(COVID-19), although more data are needed on its efficacy in KT
recipients. Furthermore, recently it has been approved by the Eu-
ropean Medicine Agency for emergency use in Europe and to
date, more than 750000000 have been administrated in more
than 40 countries [26, 27).

In Uruguay, the Ministry of Public Health approved in-
activated SARS-CoV-2 (CoronaVac®, Sinovac Biotech Ltd) and
BNT162b2 mRNA (Pfizer/BioNTech) vaccines for gency use

Response to vaccine platforms in kidney transplant | 529

lated using the Chronic Kidney Disease Epidemiology Collabo-
ration (CKD-EPI) formula.

Blood samples were collected between 30 and 40 days after
the second dose injection. Freshly collected blood in clot activa-
tor and gel tube was centrifuged (2500 r.p.m., 15 min). Sera were
separated and stored at —20°C until analysis.

The level of serum-specific Immunoglobulin G (IgG) anti-
bodies against the receptor-binding domain (RBD) of SARS-
CoV-2 Spike protein was determined using the COVID-19 IgG
QUANT ELISA Kit (developed by Universidad de la Republica,
Institut Pasteur de Montevideo and ATGen Company), accord-
ing to manufacturer’s instruction. The assay has a sensitivity of
97.7% and specificity 96.2%. Quantitative test results were ex-
pressed in binding antibody units (BAU}mL referring to the First
'WHO International Standard for anti-SARS-CoV-2 immunoglob-
ulin (NIBSC code: 20/136) used for assay calibration. Seroconver-
sion was defined as presence of specific IgG antibodies against
the RED.

The study was approved by the ethical institutional review
board (MSP 3535533-956220).

Continuous variables were tested for normal distribution
(Kolmogorov-Smirnov). Normally distributed variables were ex-
pnssed as mean = standard deviation (SD), non-normally dis-

[28, 29). Healthcare workers were vaccinated with BNT162b2
mRNA. SOT patients were prioritized and vaccinated according
to age group (people between 18 and 70 years received inacti-
vated virus-based and those over 70 years were vaccinated with
BNT162b2 mRNA). CoronaVac was administrated to almost 70%

of the Uruguayan pop »n, includi so‘rpatxents vmham-
duction of infection and i ive care ad acc g to
the Health Ministry Authority.

The aim of this work was to compare humoral response after
inactivated virus and BNT162b2 mRNA vaccines in KT patients
and evaluate adverse events associated with vaccination.

MATERIALS AND METHODS

We conducted a national multicentre cross-sectional study to
evaluate humoral response after SARS-CoV-2 vaccination in
KT patients. The study group was composed of KT recipients
from all KT centres in Uruguay (INU-Hospital Italiano, Hospital
Evangélico and Hospital de Clinicas). Inclusion criteria were age
>18 years old, kidney or kidney-pancreas transplant, no prior
confirmed COVID-19 and had a second dose of either vaccine,
BNT162b2 mRNA or inactivated virus (CoronaVac®), between 1
and 31 May. The control group was constituted by 82 healthy in-
dividuals [40.2% men; median age 41 years, interquartile range
(IQR) 33-49)], without immunosuppression medication, no prior
confirmed COVID-19 and have the second dose of either vac-
cine BNT162b2 mRNA (15 individuals, 40% men; median age 42
years, IQR 37-47) or inactivated virus (CoronaVac®) (67 individu-
als, 40.3% men; median age 41 years, IQR 30-49).

All subjects received two doses (30 ug each) of BNT162b2
mRNA or two doses (600 SU each) of inactivated virus, both
28 days apart, according to the recommendations of the
Uruguayan National Health Authority. None of the participants
had prior confirmed COVID-19. Clinical data were recorded.
A questionnaire of adverse events was performed, including
all symptoms 7 days after each dose, which included local
side effects such as pain, redness, swelling and regional lym-

had hy, and sy ic side effects such as fever, chills,
headache. faugue myalgia, arthralgia, nausea, vomiting and di-
arrhoea. Estimated glomerular filtration rate (eGFR) was calcu-

tr d as median and interquartile range, and qualitative vari-
ables as number and percentage Categorical variables were
compared using Chi-sq tatistic. Conti variables
were compared using t-test (normally distributed) or Kruskal-
Wallis/Mann-Whitney (non-normally distributed).

Group analysis included two groups according to SARS-CoV-2
IgG antibodies status: positive or negative.

Binary logistic regression models for negative serology test
risk were fitted including the significant variables in univariate
analysis. P < 0.05 was considered statistically significant. IBM®
SPSS® version 22 (Chicago, IL, USA) statistical software was used
for statistical analyses and Graph Pad 8 for charts constructs.

RESULTS

Among 1400 KT patients in Uruguay, 284 KT recipients were in-
cluded in this study. In addition, 82 healthy individuals were in-
cluded as a control group. Both groups underwent serological
testing for SARS-CoV-2-specific antibodies after two doses of in-
activated virus or BNT162b2 mRNA vaccine. Baseline patients’
characteristics are detailed in Table 1. Seroconversion was lower
in KT patients than healthy control (29% versus 100%). Serocon-
version in KT with BNT162b2 mRNA (36.5%) was higher than in-
activated virus (27.8%), but without statistical significance (P =
0.248, Figure 1A).

Serum levels of anti-RBD IgGs were significantly higher in KT
patients who received BNT162b mRNA compared with inacti-
vated virus vaccine, with a median of 173 (73-554) and 29 (11-
70) BAU/mL respectively (P < 0.034, Figure 1B). Compared with
the healthy control group, KT had lower levels of antibody with
either vaccine.

Seropositive patients for anti-RBD were significantly
younger, had higher eGFR and lymphocyte count, and longer

time since t pl ion. With regard to i
treatment, these patients were less freq ly on triple herapy
(antimetabolite, calcineurin inhibitor and predni: ) and more

often on everolimus treatment (Table 1).

In multivariate analysis, variables associated with negative
humoral response were age {per 10 years, odds ratio 1.372
[95% confidence interval (CI) 1.097-1.715], P = 0.006}, triple
immunosuppression [3.197 (1.714-5.96), P = 0.000] and eGFR
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Table 1. Clinical characteristics of patients according to IgG anti-RBD SARS-CoV-2 status after inactivated SARS-CoV-2 or BNT162b2 mRNA

p
1gG anti-RBD SARS-CoV-2
Variable Negative Positive Total P-value
N, (%) 204 (71) 80 (29) 284 (100)
Type of vaccine, n (%)
Inactivated SARS-CoV-2 179 (87.7) 66 (82.5) 245 (86.3) 0.335
mRNA BNT162b2 25 (12.5) 14(17.5) 39 (17.3)
Age years, median (IQR) 56 (45-73) 52 (39-72) 55 (43-72) 0.039
Sex, men n (%) 119 (59.5) 46 (58) 165 (59) 0.759
Comorbidities, n (%)
Stroke 7 (4.5) 1(1.8) 8(38) 0.369
Ischaemic heart disease 17 (11) 4(7.3) 21 (10) 0.433
Peripheral arteriopathy 4(26) 0(0) 4(19) 0.229
Diabetes mellitus, n (%) 61(30.2) 16 (20.3) 77 (27.4) 0.093
BMI 263 (23.1-35) 25.3 (22.3-35.2) 26 (22-35) 0.187
Type of transplant, n (%)
Kidney 194 (95) 78 (98) 272 (95) 0.365
Kidney-pancreas 10 (5) 2(2 12(4.2)
Time of pl h dian (IQR) 57 (29-221) 76 (37-263) 61 (32-230) 0.061
Patients in the first year of transplant, n (%) 19 (9.4) 7(8.9) 26 (9.3) 0.887
Triple immunosuppression, n (%) 167 (82.7) 48(68.8) 215 (76.9) 0.000
Antimetabolite, n (%) 0.000
None 19 (9.5) 21(25.6) 40 (14.3)
Mycophenolate 178 (88.6) 48 (60.8) 226 (80.7)
Azathioprine 4(2 10(12.7) 14(5)
Calcineurin inhibitors, n (%) 0.023
None 5(2.5) 8(10.1) 13 (4.6)
Tacrolimus 166 (82.2) 60 (75.9) 226 (80.4)
Cyclosporine 31(15.3) 11(13.9) 42(16.9)
Prednisone, n (%) 192 (95) 71(89.9) 263 (93.6) 0.111
Everolimus, n (%) 18 (9) 22(27.8) 40 (14.3) 0.000
Rituximab, n (%) 3(15) 0(0) 3(11) 0.274
Thymoglobulin, n (%) 29 (14.6) 9(11.4) 38(13.7) 0.477
Rejection in last 3 months, n (%) 6(3) 2(2) 8(29) 0.838
Lymphocyte count, cells/uL, median (IQR) 1900 (1400-3696) 2213 (1740-4200) 2000 (1454-3820) 0.09
Serum creatinine xmol/L, median (IQR) 124 (101-1414) 112 (91-241) 120 (97-352) 0.020
eGFR mL/min/1.73 m?, mean + SD 50.3£23 584+ 22 52+22 0.011
BMI, body mass index; triple i i imetabolite + + pred
Table 2. Binary logi model of predi of freq were headache, arthralgia, myalgia and pruri-

humaﬂmpomsodlytamumdomofmmudmv-
2 or BNT162b2 mRNA vaccine

Predictor 0Odd ratio 95% Cl1 P-value
Immunosuppression

Other Ref

Triple immunosuppression 3197 1.714-5.962 0.000
Age, per 10 years old 1372 1.097-1.715 0.006
eGFR

>60 mL/min/1.73 m? Ref

<60 mL/min/1.73 m* 2184 1.243-3838  0.007
Time after KT, per year 0.996 0.992-1.000 0.034
Triple S imetabolite + calcineurin inhibitor + predni

<60 mL/min/1.73 m? [2.18 (1.24-23.83), P = 0.007], wh time

tus, without difference in frequency comparing the first with the
second dose. There were no severe side-effects reported in this
cohort (Figure 2).

DISCUSSION

Prior studies have shown low seroconversion after two doses of
mRNA and viral vector-based vaccines [6-23]. To our knowledge,
this is the first study that analyses the humoral response af-
ter two doses of inactivated SARS-CoV-2 vaccine in KT patients.
Only 29% of KT recipients had antibody response against SARS-
CoV-2 vaccine, in contrast to 100% of healthy controls. There was
no difference in seroconversion between the two vaccine plat-
forms analysed. Nonetheless, mean antibody titres were higher
with mRNA-based vaccine than with inactivated SARS-CoV-2

post-KT was negatively associated with negative humoral re-
sponse [0.996 (0.992-1)] (Table 2).

The most frequent adverse event with each vaccine dose was
pain at the site of injection, with significant difference between
platforms (24% CoronaVac® and 48% mRNA, P < 0.05). Other less

P m.

These findings agree with previous studies that report a
seroconversion between 10% and 40% with mRNA-based vac-
cine [6-8, 17-23]. In concordance with other studies, mean
antibody titres in KT patients were up to 10 times lower
than healthy controls [17]. There is only one study that
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FIGURE 1: Serological response after two doses of inactivated SARS-CoV-2 or BNT162b2 mRNA vaccine in kidney transplant patients and healthy control. (A) Percentage
of sercconversion. (B) IgG anti-RBD SARS-CoV-2 titres (BAU/mL) in patients with seroconversion. P < 0.05 mRNA versus inactivated SARS-CoV-2, P «< 0.05 versus
inactivated SARS-CoV-2 in healthy control, **P < 0.05 versus BNT162b2 mRNA in healthy control. ns, not significant.

compares antibody titres between two different vaccine plat-
forms in KT patients, showing enhanced humoral responses
with BNT162b2 mRNA-based compared with ChAdOx1-based
vaccine. The clinical significance of this finding should be fur-
ther evaluated [8].

The most important risk factors for no serological response
to vaccines are associated with net immunosuppression such as
age, triple immunc PP ion, tacroli and myc ...r..L Y|
low lymphocyte count and eGFR.

Our results provide additional evidence of a weak immune
response with two different vaccine platforms. To reinforce
immunity, higher and/or supplemental booster doses are the
more common solutions. Recently, it has been reported that
a third and a fourth dose of BNT162b2 mRNA to SOT re-
cipients improved immunogenicity [30-32). There is growing
evidence that combination of different platforms enhanced
immunity [33].

A potential bias for this study was the criteria to receive
each platform vaccine in Uruguay. BNT162b2 mRNA-vaccinated

group had small size and included healthcare workers from all
ages and patients older than 70 years. However, since most pa-
tients were vaccinated with inactivated virus vaccine, this work
contributes to understanding the humoral response after inacti-
vated SARS-CoV-2 vaccine in KT population. Another drawback
of this work could be the absence of anti-RBD IgGs determina-
tion before vaccination in these patients.

In conclusion, we report a weak humoral response after two
doses of inactivated SARS-CoV-2 or BNT162b2 mRNA vaccine
in KT recipients (29% of seroconversion). IgG antibody titres in
KT were 10 times lower than healthy controls, even though
they were higher with mRNA vaccine. Further study is needed
to determine the impact of COVID-19 in these patients. Dif-
ferent strategies could improve immunogenicity, such as addi-
tional doses or a combination of platforms [30-32, 34, 35). Based
on these findings, we strongly recommend that all transplant
recipients should continue with the non-pharmacological pro-
tection measures, including masks, hand hygiene and social
distancing.
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FIGURE 2: Side effects with first and second dose of inactivated SARS-CoV-2 or BNT162b2 mRNA vaccine. P < 0.05 mRNA versus inactivated SARS-CoV-2.
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Resumen

La vacunacion ha mostrado ser un pilar fundamental para combatir la pandemia contra
COVID-19. Los trasplantados renales presentan una respuesta inmunolédgica disminuida
frente a la administracion de dos dosis de vacunas contra SARS-CoV-2, lo que se
acompand de reportes de infecciones graves en esta poblacién. Basado en esta
evidencia se ha recomendado la administracién de dosis de refuerzo. Resultados
previos del grupo de trabajo habian mostrado que solo se podia detectar la presencia
de anticuerpos en un 27,8% y 36,5% de los trasplantados renales, luego de la
vacunacion con dos dosis de CoronaVac y BNT162b2, respectivamente. En este trabajo
analizamos la respuesta de anticuerpos inducida frente a la administracion de una
tercera dosis de refuerzo con BNT162b2 en trasplantados renales inmunizados
previamente con BNT162b2, y a una tercera y cuarta dosis de refuerzo con esta vacuna
en aquellos previamente vacunados con CoronaVac. Solo se incluyeron pacientes de
los cuales se disponia de todas las muestras y que no tenian diagnoéstico previo de
COVID-19, a los cuales se les analizaron los niveles de anticuerpos 1gG especificos
contra RBD en suero mediante ELISA, 30 dias luego de las dos dosis y después de
cada dosis de refuerzo. Los pacientes fueron clasificados en cuatro grupos de acuerdo
con el numero de dosis que fueron necesarias para detectar presencia de anticuerpos.
Luego de la vacunacion homologa con 3 dosis y la vacunacion heterdloga con 4 dosis,
se detectd la presencia de anticuerpos en un 70,6% y 71,7% de los pacientes,
respectivamente. Los pacientes en los cuales se detectd anticuerpos luego de la
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segunda dosis alcanzaron niveles mayores luego de las dosis de refuerzo. El tratamiento
con micofenolato de mofetilo y un menor tiempo desde el trasplante se asociaron con la

no respuesta en los trasplantados renales.

Resultados

- Al finalizar los esquemas de vacunacion heteréloga y homodloga, un 71,7% y
70,6% de los pacientes, respectivamente, presentaba niveles de anticuerpos IgG
anti-RBD de SARS-CoV-2 mayores a 10 BAU/ml.

- Globalmente, la seroconversion luego de dos dosis de vacuna fue del 26%, y
esto mejoré un 31,2% adicional luego de una tercera dosis (un 30,4% en el
régimen de vacunacion heterdloga y un 34,7% en el de vacunacion homologa).
En el régimen de vacunacion heterdloga un 21% de los pacientes mostraron
seroconversién luego de la cuarta dosis con BNT162b2.

- Dentro del grupo de pacientes que no presentaban anticuerpos detectables al
finalizar los esquemas de vacunacién una alta proporcion de los mismos estaban
bajo tratamiento con micofenolato de mofetilo (96,7% vs. 45%, 85% y 87% en
los grupos -2D, -3D y -4D, respectivamente, p=0,000), y, aunque no
estadisticamente significativo, presentaban menor tiempo transcurrido desde el
trasplante (45 meses de media vs. 113, 84 y 68 meses en 2D, 3D y 4D,
respectivamente, p=0,415) y menor recuento linfocitario (1900/ul media vs. 2400,
2010 y 2600/ul en 2D, 3D y 4D, respectivamente, p=0,415).

- Los niveles de anticuerpos IgG anti-RBD especificos alcanzados al finalizar la
inmunizacién dependieron del numero de dosis necesarias para la
seroconversion, siendo significativamente mayores en el grupo que seroconvirtié
después de dos dosis (2D) vs. 3D y 4D, para todos los puntos de medida, en

ambos esquemas de vacunacion.

- En el régimen heterdlogo los anticuerpos IgG anti-RBD aumentaron con cada
dosis, observandose un aumento de 14 veces luego de la tercera dosis y 1,7

veces luego de la cuarta dosis para el grupo 2D. En el régimen de vacunacion
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homodloga los niveles de anticuerpos aumentaron 5,5 veces luego de la tercera

dosis.

Cuando se comparan ambos regimenes de vacunacion luego de la tercera dosis,
la respuesta de anticuerpos con el esquema heterdlogo parece ser mayor que
con el homologo (2682 BAU/mI [IQR 1741-4460] vs. 1225 BAU/mI [IQR 724-
2627], p=0,158, en el grupo 2D, y 186 BAU/ml [IQR 61-624] vs. 37 BAU/mI [18-
188], p=0,074, en el grupo 3D), aunque las diferencias no son significativas.

En un andlisis multivariado, las variables asociadas a niveles de anticuerpos por
debajo de 264 BAU/mI luego de la vacunacion, ya sea homadloga o heterdloga,
fueron el uso de micofenolato de mofetilo y el tiempo transcurrido desde el

trasplante.
Solamente los pacientes del grupo 2D alcanzan, luego de la tercera o cuarta

dosis, niveles de anticuerpos comparables con los que se encuentran luego de

dos dosis con BNT162b2 en el grupo control.
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accination is the cornerstone in the fight against the
V ongoing COVID-19 pandemic.' ~ Kidney transplant
recipients (KTRs) had a weak immunologic response
after 2 doses of either vaccine scheme.' ™' ™" Severe
COVID-19 breakthrough infection has been reported in
KTR with 2 doses of mRNA vaccine. **'**'" On the basis
of these data and evidence that boosters improve immu-
nogenicity, international societies recommended a third
dose in KTR and recently a fourth dose in a case-by-case
basis.‘ 8,512-S14
Different methods to assess immune response after
vaccines, such as humoral and T cell function, have
been used. However, many of these studies cannot be
compared because of the lack of standardized assays.”
The World Health Organization International recom-
mended standardization of antibody measurement by

Kidney International Reports (2022) m, m-8

using binding antibody units per milliliter (BAU/ml)
for binding serologic tests.”” A cutoff value of 264
BAU/ml anti-receptor binding domain (RBD) IgG had
been correlated with protection of symptomatic disease
in the healthy population,”'” whereas Barriére et al.”'"
proposed a 3-zone classification of anti-SARS-CoV-2
antibody levels for patients with cancer: a group of
nonresponders with specific antibody levels <40 BAU/
ml, a group that responds to vaccines with levels >260
BAU/ml, and a third area of uncertainty between these
2 values. Although they may be approximate values,
the idea of this kind of classification can also be useful
for its application in KTR patients.

We are carrying on a multicenter, prospective,
observational study for monitoring anti-SARS-CoV-2
specific IgG in KTR.' Here, we present a second report

1
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Table 1. Clinical characteristics of patients according to the number of doses to achieve seroconversion after 30 homologous and 4D

heterologous SARS-CoV-2 vaccinations

Seroconversion achieved affer SARS-CoV-2 vaccination

20 30 40
Variobles After 2 doses After first booster  After second booster  No seroconversion Total P volue
n (%) 29 (26.6) 35@31.2) 15 (13.8) 31 (284) 109 (100)
Voccine schame
Heterologous, 7 (%) 23 (79 28 (82.5) 15 (100) 26 (84) 92 (84) 0326
Homologous, n (%) 6 (21) 6 (17.5) 5(16) 17 (16)
Age, yr, medion (IOR) 55 (40-62) 54 (45-77) 59 (54-65) 54 (45-77) 58 (45-72) 0.245
Sex, men, n (%) 17 (57) 25 (73) 8(28) 18 (62) 68 (64) 0.564
Diobaes mellitus, n (%) 3(0) 8(23) 6 (40) 7(3) 24 (22) 0.160
Type of lransplont, 7 (%)
Kidney 28 (97) 33 (97) 15 (100) 30 (90) 106 (98) 0.687
Kidney-pancreas 13 13 = = 2@
Time of transpiont, Mo, median (IAR) 113 (30-148) 84 (32-179) 68 (34-155) 45 (32-112) 68 (32-146) 0415
Patients in the first yeor of fransplant, n (%) 2 2(6) 1M 2@ M 0.998
Triple immunosuppression, 7 (%) 17 (59) 22 (65) 11.@@3) 26 (87) 7 @) 0.097
Antimetabolite, 7 (%) 0.000
Nore 10 (35) 4012 1M 13 16 (15)
Mycophenolate 13 (45) 28 (85) 13 (87) 29 (96.7) 83 (78)
Azathoprine 6 (20) 13) 1M 0O L10)
CNI, n (%) 0312
Nore 3aan 5 (15) 1M 133 109
Tocrolimus 23 (79) 22 (65) 9 (60) 25 (83) 79 73)
Cyclosporine 3(0) 7(1) 5(33) 4(13) 1907
Prednisone, n (%) 28 (97) 32 (99) 13 (87) 28 (9%) 101 (94) 0.654
Everolimus, n (%) 10 (35) 10 (30) 1(6.7) 13 22 21) 0.006
Riuximab, n (%) 0 2(6) 0 0 22 0.224
Thymoglobulin, 2 (%) 15 (47) 5 (15) 3(20) 6 (21) 19 (18) 0931
Rejection in lost 3 mo, n (%) 0 0 167 0 8(29 0.103
Lymphocyle count, cells/ul, medion (IOR) 2400 (1800-2552) 2010 (1560-2570) 2600 (1800-3440) 1900 (1288-2286) 2108 (1560-2600) 0.073
Lymphocyle count < 1400 cells/l, n (%) 2M 6(18) 3(20) 10 (36) 21 (20) 0.058
Serum creatinine, pmolA, median (IQR) 109 (90-134) 113 (96-141) 114 (87-122) 119 (87-138) 114 (92-134) 0.886
eGFR mimin per 1.73 m?, mean + SD 62 +18 56 = 21 59 + 17 57 £ 20 58+ 19 0.661
IgG onli-RBD SARS-CoV-2 (BAWmI), median (IOR)
After 20 42 (23-173) 0 0 0 0(0-8) 0.000
After 3D 2453 (1255-3505) 179 (41-412) 0 25 25 (0-1770) 0.000
After 4D 4659 (2778-13,394) 621 (254-1913) 74 (33-283) 0 254 (7-2775) 0.000
20, 2 doses; 30, 3doses; 4D, 4 ooul CNL Icinewrin inhibi oGHl i d gl lar filtration rate using CKD-EPI Formula; IQR, interquartie range; RBD, receptor binding domain;
w;l.\ohooul vaccination: 3 doses of Wlmz deA vaccine 30 days Apm; log 2doses of i d SARS-CoV-2 vaccine (CoronaVac) and 2 BNT16202 mRNA
boosters 30 days apart. Lymphocyte counts were d p! jon. The threshold to define jon was 10 BAU/ml (black dotted line).

on antibody levels after 4 doses of heterologous
vaccination and 3 doses of homologous scheme strati-
fied by the number of doses required to achieve sero-
conversion compared with healthy control.

In Uruguay, 90% of KTRs received inactivated
SARS-CoV-2 (CoronaVac, Sinovac Biotech Ltd., Beijing,
People’s Republic of China) and 10% BNT162b2 mRNA
(Pfizer, Manhattan, NY/BioNTech, Mainz, Germany),
the most used vaccines worldwide, according to defi-
nitions of the Ministry of Public Health (details in the
Supplementary Material). After the demonstration that
only 29% of KTR seroconverted,’ the Ministry of
Public Health approved heterologous and homologous
booster/s in all KTRs, irrespectively of seroconversion
status. The heterologous vaccination group received 2

doses of inactivated SARS-CoV-2 (CoronaVac) and 2
BNT162b2 mRNA boosters 30 days apart, and the ho-
mologous vaccination group received 3 doses of the
BNT162b2 mRNA vaccine (Supplementary Figure SI).

Among all 1400 KTRs in follow-up in Uruguay (90%
received 2 doses of CoronaVac and 10% 2 doses of
mRNA-based vaccines), all were invited to participate
in the study. Of these, 289 patients accepted to
participate and were enrolled to study immunologic
response to SARS-CoV-2 after 2 doses of vaccines.'
From this initial cohort, we only included for the
present analysis patients who had blood samples
available after 30 days of 2 initial doses and boosters
according to the vaccination scheme (heterologous n =
92; homologous n = 17). A total of 180 patients who did
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Figure 1. Serologic response after 3D-homologous and 4D-heterologous SARS-CoV-2 vaccination in KTRs. (a) Percentage of seroconversion.
*P < 0.05. (b) Anti-RBD SARS-CoV-2 IgG levels (BAU/ml) according to the number of doses to achieve seroconversion. Friedman test and
Bonferroni correction were used for paired analysis within each seroconversion group (green: seroconversion-2D; pink: seroconversion-3D;
blue: seroconversion-4D; gray: no seroconversion), *P < 0.05. Comparison between homologous and heterologous vaccination was per-
formed in seroconversion groups 2D and 3D in each point of measurement with Mann-Whitney, “P < 0.05. In each point of antibody mea-
surement, Kruskal-Wallis test and Bonferroni post hoc test were used to compare between seroconversion and control groups. Pairwise
analysis at each point of measurement (after 2 doses, 3 doses, and 4 doses of vaccine): *P < 0.05 versus seroconversion 2D group; °P < 0.05
versus seroconversion 3D group; P < 0.05 versus seroconversion 4D; °P < 0.05 versus no seroconversion; °P < 0.05 versus control (continued)
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not have all the samples available were excluded. Pa-
tients included in the study had no prior confirmed
COVID-19 diagnosis until homologous or heterologous
vaccination scheme was completed.

All individuals declared not to have had any sign or
symptom compatible with COVID-19 before vaccina-
tion. All patients underwent serologic testing for anti-
RBD specific IgG 30 days after 2 initial doses and
posteach booster. Patients were stratified into the
following 4 groups according to the number of doses
required to achieve seroconversion: seroconversion
achieved after 2 doses (seroconversion-2D), 3 doses
(seroconversion-3D), 4 doses (seroconversion-4D), and
no seroconversion. In addition, a subanalysis between
homologous or heterologous vaccine schemes was per-
formed. Control group was constituted of 82 healthy
individuals, fully vaccinated, with 2 doses of Corona-
Vac or BNT162b2 between April 1 and May 31, ac-
cording to the recommendations of the Uruguayan
National Health Authority considering age and
comorbidities. No specific anti-RBD IgG antibodies
were found before vaccination in the serum samples of
the healthy control group (baseline seronegative). We
do not had information on this regard in the KTR
group. Seroconversion was defined as anti-RBD-SARS-
CoV-2 specific IgG >10 BAU/ml.

Baseline patients’ characteristics according to sero-
conversion groups are detailed in Table | and accord-
ing to vaccine scheme in Supplementary Tables S1 and
S2. Seroconversion after 2 doses was 26% globally, and
it improved an additional 31.2% with the third dose
(30.4% heterologous and 34.7% homologous vaccina-
tion, respectively) (Figure la). In the heterologous
regimen, 21% of the patients seroconverted after the
fourth dose of BNT162b2 mRNA (Figure la). At the end
of heterologous and homologous vaccination, 71.7%
and 70.6% of the patients seroconverted, respectively.
In the seronegative group, a greater proportion of pa-
tients were treated with mycophenolate (96.7% vs.
45%, 85% and 87% in Seroconversion-2D, -3D, and
-4D groups: respectively, P = 0.000) (Table 1); they
also had less time since transplantation (median of 45
months vs. 113, 84, and 68 months in Seroconversion-
2D, -3D, and -4D, respectively, P = 0.415) and lower
lymphocyte count (median 1900/pl vs. 2400, 2010, and
2600/pl inSeroconversion-2D, -3D, and -4D, P = 0.415),
statistically nonsignificant.

Serum levels of anti-RBD IgGs depend on the num-
ber of doses to achieve seroconversion (Figure lb;
green, pink, blue, and gray). Anti-RBD IgG serum
levels were significantly higher in the Seroconversion-
2D group (Figure 1lb; green) in comparison with
Seroconversion-3D and -4D (Figure 1b; pink and blue)
at the 3-time point measurement (after 2, 3, and 4 doses)
in both vaccine schedules.

In the heterologous regimen, anti-RBD IgG increased
with each dose. For example, in the Seroconversion-2D-
group, we observed a 14-fold after the third dose and
1.7 after the fourth dose (from a median of 186 to 2682
and 4659 BAU/ml respectively, P = 0.000). Meanwhile,
with the homologous scheme, antibody titer increased
only 5.5-fold after the third dose (from a median of 223
to 1225 BAU/ml, P = 0.000).

A comparison between the heterologous and ho-
mologous schemes at each point of measurement can be
found in Figure 1b. Antibody levels were higher in
patients after 2 doses of BNT162b2 mRNA than with 2
doses of CoronaVac (median 223 BAU/ml [interquartile
range (IQR) 124-390] vs. 35 BAU/ml [IQR 16-99], P =
0.003). After the third dose of the heterologous scheme,
the antibody response was enhanced compared with
the homologous (seroconversion 2D, median 2682 [IQR
1741-4460] vs. 1225 BAU/ml [724-2627|, P = 0.158 and
in seroconversion 3D group medianl86 BAU/ml [IQR
61-624] and 37 BAU/ml [IQR 18-188], P = 0.074).
Although not significant, these differences have a
tendency to be considered when defining possible
booster dose regimens.

Only patients in the seroconversion-2D group after
the third and fourth doses in heterologous vaccination
achieved antibody titers comparable with 2 doses of
BNT162b2 mRNA in the healthy group. Meanwhile,
only 26.7% of patients with seroconversion after the
fourth dose have levels of antibody >264 BAU/ml
(Supplementary Figure S2 and Supplementary Material).

In multivariate analysis, variables associated with
low antibody level (<264 BAU/ml) after heterologous
or homologous vaccination were mycophenolate and
time post-KT (Supplementary Table S3). We used
antibody level of 264 BAU/ml, suggested by other au-
thors as a correlate of protection in healthy in-
dividual’”’ and KTR,”'” to compare the number of
patients in each group that reached this level, making it
easier to visualize the response to vaccines. We are not

<

Figure 1. (continued) group vaccinated with inactivated SARS-CoV-2; 'P < 0.05 versus control group vaccinated with BNT162b2 mRNA. Homol-
ogous vaccination: 3 doses of BNT162b2 mRNA vaccine 30 days apart; heterologous vaccination: 2 doses of inactivated SARS-CoV-2 vaccine
(CoronaVac) and 2 BNT162b2 mRNA boosters 30 days apart. Healthy control received 2 doses of inactivated SARS-CoV-2 vaccine (CoronaVac)
or 2 doses of BNT162b2 mRNA vaccine 28 days apart. Threshold to define seroconversion was 10 BAU/ml (black dotted line). 2D, 2 doses; 3D, 3
doses; 4D, 4 doses; BAU, binding antibody unit; IQR, interquartile range; KTR, Kidney transplant recipient; ns, not significant; RBD, receptor-

binding domain.
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suggesting a specific level of anti-SARS-CoV-2 anti-
bodies that correlates with protection in KTR. During
the 5-month follow-up, 10 KTRs had COVID-19
confirmed by polymerase chain reaction during the
second wave of the pandemic in Uruguay (between
December 2021 and February 2022). Two rejection ep-
isodes and 1 IgA nephropathy recurrence were re-
ported. The 2 patients with rejection belonged to the
group with higher antibody titers (seroconversion-2D,
heterologous: 17,413 and 3470 BAU/ml) (details in the
Supplementary Material and Supplementary Table S4).
No deaths were reported.

We provided data that heterologous vaccination
with 4 doses induced an enhanced humoral response in
KTR. Although antibody titers are highly heteroge-
neous, it could be predicted by taking into consider-
ation the number of doses to achieve seroconversion.
We described the following 4 different groups:
seroconversion-2D, -3D, -4D, and no response associ-
ated with the magnitude of humoral immune response
after vaccination. These differences in humoral
response were associated with the use of mycopheno-
late or everolimus and time since kidney transplant.

Patients with seroconversion after 2 doses of either
vaccination scheme have higher antibody titers than
those who seroconverted after the third or fourth dose
and were similar to healthy control after 30 days of 2
doses of mRNA vaccines.

Although nonstatistically significant, heterologous
vaccination achieved higher antibody titers than ho-
mologous. In the healthy population, heterologous
vaccination had a better immunologic response than
homologous,”*'® but in KTR, this effect cannot be
found.”"" This difference could be since prior studies
included groups of patients with heterogeneity in
immunologic response.”"”

Potential biases for this study are the low number of
patients in the homologous vaccination group; most
patients were approximately 50 years old and lacked
evaluation of cellular immunity.

Our results provide additional evidence of hetero-
geneous humoral response among KTRs after 4 doses of
heterologous vaccination or 3 doses of mRNA homol-
ogous. Although there is information of response to the
third and fourth dose vaccinations, as far as we know,
it is the first work to study immune response after 4
doses of SARS-CoV-2 vaccines administered to every
kidney transplant patient without considering sero-
conversion status. Patients who seroconverted after 2
doses achieved higher levels of SARS-CoV-2 antibody
than those with seroconversion after the third or fourth
dose and reached antibody titer similar to healthy
control. Meanwhile, most patients with seroconversion
after the fourth dose have low levels of antibodies.
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These differences in immune response depend on
mycophenolate use and time since kidney transplant.
This stratification strategy according to the number of
doses to achieve seroconversion could be used to
personalize boosters in KTR.

Heterologous vaccination seemed to induce an
enhanced humoral response compared with homolo-
gous vaccination. However, future studies with larger
size groups stratified by the magnitude of humoral
response are needed to settle this debate.
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3.3.2 Respuesta a la vacunacién contra COVID-19 en receptores de

trasplante de higado

Publicacion 4

“Low Immunoglobulin G Antibody Levels Against Severe Acute Respiratory
Disease Coronavirus 2 After 2-Dose Vaccination Among Liver Transplantation

Recipients”

Jimena Prieto*, Florencia Rammauro*, Martin Lopez, Romina Rey, Ana Fernandez,

Sergio Bianchi, Solange Gerona, Julio Medina & Otto Pritsch.

Resumen

Al igual que otros grupos de individuos inmunosuprimidos, los pacientes receptores de
trasplante de higado no fueron incluidos en los ensayos clinicos de las vacunas contra
COVID-19, por lo que su eficacia en este grupo era desconocida. Unos pocos reportes
disponibles mostraban una respuesta humoral disminuida luego de la administracion de
vacunas contra SARS-CoV-2 basadas en ARNm en RTOS, particularmente en
trasplantados renales. En trasplantados hepaticos (TH), un trabajo pionero mostré que
solo un 47,5% de estos pacientes desarrollaban anticuerpos anti-SARS-CoV-2
especificos 2 o 3 semanas luego de dos dosis de BNT162b2%2. Qué sucedia en
respuesta a vacunas a virus inactivado en este grupo era totalmente desconocido. En
este trabajo comparamos la respuesta de anticuerpos desarrollada por trasplantados
hepaticos con un grupo control luego de la vacunacion completa con la vacuna a virus
inactivado CoronaVac o BNT162b2. Para esto se realizé un estudio transversal en el
cual se analizé la respuesta de IgG especificas anti-RBD de SARS-CoV-2 empleando
el ensayo COVID-19 IgG QUANT ELISA, trascurridos al menos 15 dias desde la
vacunacion completa con BNT162b2 o CoronaVac. Se incluyeron un total de 85
pacientes registrados en el Programa Nacional de Trasplante Hepatico de Uruguay sin
diagnostico previo de COVID-19, y 44 individuos no trasplantados utilizados como
poblacién control. Luego de la vacunacion, globalmente, un 41,2% de los pacientes
trasplantados presentaron niveles detectables de anticuerpos especificos anti-RBD,
comparado con un 100% en la poblacién control. La proporciéon de respondedores fue
significativamente mayor entre los trasplantados hepaticos que recibieron BNT162b2,

comparado con los que recibieron CoronaVac. Los niveles de anticuerpos fueron
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significativamente menores en los pacientes trasplantados comparado con la poblacién
control, para ambas vacunas. Sin embargo, igual que lo que ocurre en el grupo control,
los trasplantados hepaticos vacunados con BNT162b desarrollaron niveles de
anticuerpos anti-RBD significativamente mayores que los inmunizados con CoronaVac.
El unico parametro que se asocié de manera significativa con la no respuesta a la
vacunacion en este grupo fue una tasa de filirado glomerular disminuida (<60 mg/ml).
Encontrarse en el primer afio luego del trasplante también parece impactar de manera
negativa en la respuesta, pero no se encontraron diferencias significativas. Este trabajo,
en conjunto con el realizado sobre receptores de trasplante renal en nuestro pais,
sustentaron la necesidad de aplicar dosis vacunales de refuerzo en los grupos de

pacientes inmunocomprometidos.

Resultados

- Latasa global de deteccion de 1gG especificas anti-RBD luego de la vacunacion
entre los trasplantados hepaticos fue de 41,2% (35/85), con diferencias
dependiendo de la vacuna utilizada. La tasa de seroconversion fue
significativamente mayor entre los trasplantados que recibieron BNT162b2
comparado con los que recibieron CoronaVac, 72,7% (8/11) vs. 36,5% (27/74)
p=0,045, respectivamente. En el grupo control el 100% de los participantes
presentaron anticuerpos especificos luego de la vacunacion, para ambas

vacunas.

- Los niveles de anticuerpos fueron significativamente mas altos en los
trasplantados hepaticos que fueron inmunizados con BNT162b2 comparado con
los que recibieron CoronaVac, 66 BAU/mI [IQR 5-321] vs. 2 BAU/mI [IQR 1-18.5]

p=0,005, respectivamente, algo similar a lo observado en el grupo control.

- Cuando se los compara con el grupo control, los trasplantados hepaticos
mostraron niveles significativamente mas bajos de IgG anti-RBD, para ambas
vacunas, 2 BAU/ml vs. 190 BAU/mI en el grupo control (p<0,001) para
CoronaVac, y 66 BAU/ml vs. 1355 BAU/ml (p<0,001) para BNT162b2.

- Una reduccion en el filtrado glomerular (<60 mg/dl) se asocié al grupo de
trasplantados que no presentaron anticuerpos detectables luego de la
vacunacion (p<0,001). Y, aunque sin significancia estadistica, los pacientes
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vacunados durante el primer afio desde que recibieron el trasplante presentaron
una tasa de seroconversion menor, lo cual puede estar asociado a un nivel

mayor de inmunosupresion durante este periodo.

140




“Abordaje sistémico de la respuesta inmune mediada por anticuerpos contra el SARS-CoV-2"

BRIEF REPORT

M) Check for updates

PRIETO ET AL.

Low Immunoglobulin G Antibody Levels
Against Severe Acute Respiratory Disease
Coronavirus 2 After 2-Dose Vaccination
Among Liver Transplantation Recipients

TOTHE EDITOR:

Liver transplantation (LT) recipients (LTRs) were not
included in severe acute respiratory disease coronavirus 2
(SARS-CoV-2) vaccine registration trials, and therefore
the clinical efficacy of the different vaccines for this group
of patients who are immunosuppressed is not yet known.
Recent work has demonstrated a reduced humoral
immune response after administration of SARS-CoV-2
messenger RNA (mRNA)-based vaccines to solid
organ transplantation recipients (SOTRs),"¥ especially
in kidney transplantation recipients. However, there is
still not enough information regarding the use of differ-
ent vaccine platforms in LTRs. Recently, Rabinowich et
al. ¥ reported that only 47.5% of LTRs vaccinated with
BNT162b2 (Pfizer-BioNTech, New York, NY, USA)
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developed specific anti-SARS-CoV-2 antibodies 2 or 3
weeks after the second dose administration. However,
Strauss et al.*®) reported that LTRs vaccinated with 2
doses of SARS-CoV-2 mRNA-based vaccines devel-
oped a much more robust humoral response compared
with other SOTRs.

Development of a robust humoral response against
different vaccine platforms in LTRs remains an open
question. In this work, we compared anti-SARS-
CoV-2 antibody response in a study group of LTRs
and a healthy control group after the 2-dose series
of cither inactivated virus CoronaVac (Sinovac Life
Sciences Co., Beijing, China) or BNT162b2 vaccines.

Patients and Methods

We conducted a cross-sectional study to analyze the
specific immunoglobulin G (IgG) response directed
against the receptor-binding domain (RBD) of the
SARS-CoV-2 spike glycoprotein after full vaccination
with BNT162b or CoronaVac.

A total of 85 LTRs registered in the National
Liver Transplantation Programme of Uruguay were
included with the following criteria: aged >18 years,
no clinical criteria of previous disease or polymerase
chain reaction confirmation for SARS-CoV-2 infec-
tion, and fully vaccinated with cither the BNT162b2
(n = 11) or CoronaVac (n = 74) vaccines. The median
time between LT and vaccine administration was 4
years (interquartile range [IQR], 2-8 years; range, 1
month-24 years). The distribution by type of vaccine
was based on the guidelines defined by the national
health authority, according to age groups, risk groups,
and vaccine availability at the beginning of the vaccina-
tion program. A total of 44 healthy individuals belong-
ing to the staff of a research institution were included
in the control group with the following criteria: aged
>18 years, no clinical history of coronavirus discase
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2019 (COVID-19), prevaccination negative serol-
ogy, and 2 doses of cither the BNT162b2 (n = 22) or
CoronaVac (n = 21) vaccines. The cthical review insti-
tutional board approved the study, and all participants
were included after signing the informed consent form.
Serum samples were obtained at least 15 days after
the second dose from the LTR group (median, 45 days;
IQR, 40-55 days) and from the healthy group (median,
45 days; IQR, 30-60 days). Specific RBD-IgG levels
were determined by using the COVID-19 IgG QUANT
ELISA Kit (ATGen SRL, Montevideo, Uruguay).
Results are expressed in binding antibody units (BAU)/
mL by using the World Health Organization (WHO)
International Standard for anti-SARS-CoV-2 immuno-
globulin (National Institute for Biological Standards and
Control, NIBSC code 20/136, https://www.nibsc.org/
documents/ifu/20-136.pdf) for assay calibration.

Results and Discussion

We report the results of the first 85 LTRs enrolled in
this study (median age, 56 years; IQR, 45-65 years;
62.3% men). A total of 11 LTRs (13%) received
the BNT162b2 vaccine, and 74 received (87%) the
CoronaVac vaccine. The overall LTR seroconversion
rate after second-dose vaccination with both platforms
was 41.2% (35 of 85). However, a significantly higher
seroconversion rate (P = 0.045) was found among
LTRs who received BNT162b2 (72.7%; 8 of 11) ver-
sus CoronaVac (36.5%; 27 of 74). The control group
included 43 healthy volunteers (median age, 41 years;
IQR, 35-44 years; 35% men). The seroconversion rate
for the healthy control group after the second dose
with both vaccine platforms was 100%.

Significantly higher antibody levels (P = 0.005)
were found among LTRs fully vaccinated with
BNT162b2 (median, 66 BAU/mL; IQR, 5-321 BAU/
mL) versus CoronaVac (median, 2 BAU/mL; IQR,
1-18.5 BAU/mL). Similarly, the antibody response
was also significantly higher (P < 0.001) in healthy
control individuals fully vaccinated with BNT162b2
(median, 1355 BAU/mL; IQR, 968.3-2495 BAU/
mL) compared with CoronaVac (median, 190 BAU/
mL; IQR, 96.5-328.5 BAU/mL). However, sig-
nificantly lower IgG levels (P < 0.001) were found
when comparing LTRs (median, 2 BAU/mL) with
the healthy group (median, 190 BAU/mL) vacci-
nated with CoronaVac. Similarly, significantly lower
specific antibody levels (P < 0.001) were also found
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FIG. 1. Specific anti-RBD SARS-CoV-2 IgG levels in LTRs and
healthy control participants fully vaccinated with 2 doses of cither
the BNT162b2 or CoronaVac vaccines. IgG levels are expressed
in BAU/mL, by using the WHO International Standard for anti-
SARS-CoV-2 immunoglobulin (NIBSC code 20/136) for assay
calibration. Medians and IQRs arc indicated by horizontal bars.
Differences between independent-group continuous data were
analyzed by Mann-Whitney U test.

when comparing LTRs (median, 66 BAU/mL) with
the healthy group (median, 1355 BAU/mL) fully vac-
cinated with BNT162b2 (Fig. 1).

No major adverse events or rejection episodes associ-
ated with vaccination were identified in this LTR cohort.

During the development of this study, 2 fully vac-
cinated LTRs developed a mild form of COVID-19
without the need for therapeutic intervention: 1
vaccinated with CoronaVac and the other with
BNT162b2.

A reduction in glomerular filtration (cutoff point
<60 mg/dL) was statistically associated with the LTR
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TABLE 1. Demographic and Clinical Characteristics of LTRs Fully

PRIETO ET AL.

Vaccinated With BNT162b2 or CoronaVac Associated
<

With S i
Variable LTR Nonresponders LTR Responders LTR Total PValue
Number (%) 50 (58.8) 35412 85 (100)
Age in years, medion (IQR) 54.6 (48-65) 49.4 (31-62) 56 (45-65) 0.102
Male sex, n (%) 33 (66) 20 (57) 53(62.3) 0.306
Type of vaccine, n (%)
Inactivated SARS-CoV-2, CoronaVoc 47 (63.5) 27 (36.5) 74 (87) 0.045
mRNA BNT162b2, Pfizer/BioNTech 3(27.3) 8(72.7) 11(13)
Immunosuppression treatment, n (%)
Tocrolimus 45 (90) 31(88.5) 76 (89.4) 1
Mycophenolate 32 (64) 16 (45.7) 48 (56.5) 0094
Corticosteroids 26 (52) 16 (45.7) 42 (49.4) 0.568
Everolimus 12 (24) 11(31.9) 23(27) 0.584
LTRs in the first year aoffer fransplant 7(14) 1(2.8) 8(9.9) 0.133
Glomerular filtration <60 mg/dL, n (%) 33 (66) 2(5.7) 35(41.2) <0.001

group that did not elicit a measurable antibody response
against the vaccine (P < 0.001; 95% confidence inter-
val, 1511-2767). Although nonstatistically significant
(P = 0.133), patients fully vaccinated during the first
year after LT showed a low seroconversion rate, in line
with the major pharmacological immunosuppression
period. Fisher's exact, chi-square, and Student # tests
were used in the statistical analysis (Table 1).

In this work, we show significantly lower anti-
RBD-IgG levels in the LTR fully vaccinated group
(2 doses 28 days apart) cither with CoronaVac or with
BNT162b2 when compared with the healthy control
group. These results are in agreement with previous
reports showing low levels of specific IgG after the
2-dose administration of mRNA-based vaccines in
LTRs (Fig. 1). Furthermore, our work provides origi-
nal evidence on the significant low immunogenicity of
CoronaVac in this special risk group.

To our knowledge, this is the first study that reports
the seroconversion rate in LTRs vaccinated with
CoronaVac. Our results also provide information about
the low incidence of major adverse events or rejection
episodes associated with vaccination in this LTR cohort.

Taking into account the international evidence
and the results presented in this work, the Uruguayan
Ministry of Public Health decided to reinforce the pri-
mary scheme of vaccination in the transplant recipient
group. After 1 month of the second dose, those who
have received BNT162b2 may receive a third dose of
the same vaccine, whereas those who have received

the complete vaccination schedule with CoronaVac
may receive the complete vaccination schedule with
BNT162b2 (2 doses). The effects of this intervention
in reinforcing the recipient immune response will be
analyzed by following this cohort over time.

Jimena Pricto, M.D., M.Sc.'*
Florencia Rammauro, M.Sc.>4*
Martin Lépez, M.D.?

Romina Rey, M.D.2

Ana Fernindez, R.N.2

Sergio Bianchi, M.D., Ph.D.%¢
Solange Gerona, M.D.?

Julio Medina, M.D., Ph.D.'?

Otto Pritsch, Ph.D.>*

!Citedra de Enfermedades Infecciosas
Facultad de Medicina

Universidad de la Repiblica
Montevideo, Uruguay

?Programa Nacional de Trasplante Hepitico
Montevideo, Uruguay

3Departamento de Inmunobiologia
Facultad de Medicina

Universidad de la Republica
Montevideo, Uruguay

“Laboratorio de Inmunovirologia
Institut Pasteur de Montevideo
Montevideo, Uruguay

SDepartamento de Fisiopatologia, Hospital de
Clinicas

BRIEF REPORT | 893

143




“Abordaje sistémico de la respuesta inmune mediada por anticuerpos contra el SARS-CoV-2"

PRIETOET AL.

Facultad de Medicina

Universidad de la Republica
Montevideo, Uruguay

SLab i0 de Genémica Funcional
Institut Pasteur de Montevideo
Montevideo, Uruguay

REFERENCES

1) Boyarsky BJ, Werbel WA, Avery RK, Tobian AAR, Massic AB,
Segev DL, Garonzik-Wang JM. Antibody response to 2-dose
SARS-CoV-2 mRNA vaccine series in solid organ transplant recip-
ients. JAMA 2021;325:2204-2206.

894 | BRIEF REPORT

2)

3)

4)

5

-~

LIVER TRANSPLANTATION, May 2022

Werbel WA, Boyarsky BJ, Ou MT, Massic AB, Tobian AAR,
Garonzik-Wang JM, Segev DL. Safety and immunogenicity of a
third dose of SARS-CoV-2 vaccine in solid organ transplant recip-
ients: a case series. Ann Intern Med 2021;174:1330-1332.

Guarino M, Cossiga V, Esposito I, Alessandro F, Morisco F.
Effectiveness of SARS-Cov-2 vaccination in liver planted pa-
tients: the debate is open! | Hepatol 2022;76:237-239.

Rabinowich L, Grupper A, Baruch R, Ben-Yehoyada M,
Halperin T, Tumer D, et al. Low immunogenicity to SARS-
CoV-2 vaccinati g liver plant recipi J Hepatol
2021;75:435-438.

Strauss AT, Hallett AM, Boyarsky BJ, Ou MT, Werbel WA,
Avery RK, et al. Antibody response to SARS-CoV-2 messen-
ger RNA vaccines in liver plant recipients. Liver Transpl
2021;27:1852-1856.

144




“Abordaje sistémico de la respuesta inmune mediada por anticuerpos contra el SARS-CoV-2"

Respuesta frente a la aplicacion de una dosis de refuerzo en trasplantados

hepaticos

En base a la respuesta encontrada para los grupos de pacientes inmunosuprimidos en
nuestro pais y la evidencia internacional, el MSP dispuso la administracion de una dosis
de refuerzo con BNT162b2 para aquellos que recibieron un régimen de inmunizacién
primario con esta vacuna, y la revacunacién con un esquema completo de BNT162b2
para aquellos que fueron vacunados inicialmente con CoronaVac. En este contexto, nos
intereso realizar un seguimiento de la cohorte de trasplantados hepaticos para evaluar
qué sucedia con los niveles de anticuerpos IgG especificos anti-RBD en respuesta a

estas intervenciones.
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Figura 29. Respuesta a la administracion de dosis de refuerzo con BNT162b2 en TH vacunados
inicialmente con CoronaVac. A- Tasa de seroconversion global y en funcién de la estrategia vacunal
empleada. B- Niveles de anticuerpos especificos IgG anti-RBD de SARS-CoV-2 determinados empleando
en ensayo COVID-19 IgG QUANT ELISA. TH: trasplantados hepaticos. HC: controles sanos, ns no
significativo, **p=0,0096, ****p<0,0001 Kruskal-Wallis test C- Niveles de anticuerpos en TH separados en

145




“Abordaje sistémico de la respuesta inmune mediada por anticuerpos contra el SARS-CoV-2"

funciéon de si seroconvirtieron luego de la vacunacién primaria (IgG+) o no (IgG-). **p<0,01, ***p<0,001
Kruskal-Wallis test. En lineas punteadas se indica el punto de corte del ensayo a 10 BAU/ml y el valor de
260 BAU/mI como referencia.

De los 85 pacientes incluidos en el Programa Nacional de Trasplante Hepatico que
participaron en el trabajo inicial, se le extrajo una muestra luego de la administracion de
dosis de refuerzo a 35. En este grupo, globalmente la proporcion de TH que presentaban
anticuerpos IgG anti-RBD detectables luego de la administracion del esquema de
vacunacion de refuerzo fue de un 71,4% (25/35), comparado con un 34,3% (12/35) luego
de vacunacion primaria (Figura 29-A). De estos 35 pacientes solamente 4 habian sido
inmunizados con BNT162b2 inicialmente y recibieron una tercera dosis de esta vacuna,
por lo cual es dificil sacar conclusiones respecto a este grupo. En el grupo de
trasplantados vacunados inicialmente con CoronaVac que recibieron dos dosis de
BNT162b2, se observa un aumento significativo tanto en la tasa de seroconversion
(30,8% vs. 76,9%), asi como en los niveles de anticuerpos IgG anti-RBD presentes en
el suero, media de 2 BAU/mlI [IQR 1-18] luego de la vacunacion primaria y 1242 [IQR
13-6794] luego de la vacunacion de refuerzo con BNT162b2 (p < 0,001) (Figura 29- Ay
B). De forma similar a lo que ocurre en los trasplantados renales, aquellos que
presentaron seroconversion luego de la vacunacion inicial (IgG+) alcanzaron niveles
significativamente mas altos de IgG anti-RBD luego de la vacunacion de refuerzo con
dos dosis de BNT162b2, media 6312 BAU/mI [IQR 1925-12650], que aquellos que no
presentaban anticuerpos inicialmente (IgG-), media 65 BAU/mI [IQR 1-963] (p < 0,001)
(Figura 29-C). De hecho, todos los pacientes analizados que presentaron anticuerpos
luego de la vacunacion inicial con CoronaVac alcanzaron niveles mayores a 260 BAU/ml

luego de la revacunacion con BNT162b2.
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3.3.3 Respuesta a las vacunas contra COVID-19 en pacientes en dialisis

cronica

Se realizd un seguimiento de los niveles de anticuerpos especificos anti-RBD de SARS-
CoV-2 en muestras de suero de pacientes en hemodialisis o en dialisis peritoneal
pertenecientes a los centros de didlisis del Hospital de Clinicas y el CASMU (CASMU
IAMPP). Se realizaron cinco extracciones entre junio de 2021 y agosto de 2022, en total

216 pacientes participaron en al menos una de las etapas de extraccion.

A un total de 199 pacientes en dialisis crénica (PDC) sin diagndstico de infeccion previa
por SARS-CoV-2 y con al menos 15 dias de haber completado un esquema de
vacunacion primaria contra COVID-19 se les extrajo una muestra de sangre en junio de
2021. Se analizé la presencia de anticuerpos IgG especificos anti-RBD de SARS-CoV-
2 en suero empleando el ensayo COVID-19 IgG QUANT ELISA, encontrandose un
resultado positivo (mayor a 10 BAU/ml) en el 85,9% (171/199). Dentro de estos, 108
participantes habian sido inmunizados con CoronaVac y 83 con BNT162b2,
detectandose la presencia de anticuerpos en un 81.3% (88/108) y 90,4% (75/83) de los
pacientes, respectivamente (Figura 30-A). Dentro de los PDC aquellos inmunizados con
CoronaVac presentaron niveles de anticuerpos significativamente menores que los que
recibieron BNT162b2, media de 83 BAU/mI (IQR 15-225) vs. 442 BAU/mI (IQR 138-
1068), p <0.0001 (Figura 30-B). No se encontraron diferencias significativas en los
niveles de anticuerpos para ninguna de las dos vacunas cuando se compararon los
pacientes en HD y DP, por lo que fueron analizados en conjunto. La tasa de
seroconversién reportada por nosotros en poblacién general fue del 100% para ambas
vacunas, con una media de 403 BAU/mI (IQR 249-618) en aquellos inmunizados con
CoronaVac y 3179 BAU/mI (IQR 2103-4163) en los que recibieron BNT162b2, siendo
significativamente mas altas que las encontrados en los PDC. A 99 de los 108 pacientes
vacunados con CoronaVac y 76 de los 83 que recibieron BNT162b2 se les midi6 los
niveles de anticuerpos 3 meses luego de la extraccion inicial, encontrandose que
disminuian en la mayoria de los participantes, de manera similar a lo descrito por
nosotros en la cohorte de poblacion general (Figura 30-C). Se excluyeron del analisis 8
PDC que tuvieron un diagnostico confirmado de COVID-19 en el periodo comprendido
entre las dos extracciones. Todos los pacientes que se infectaron habian sido
vacunados con CoronaVac y en 7 se registré un aumento en los niveles de anticuerpos
luego de la infeccion. En algunos pacientes se observé un aumento notable del titulo de

anticuerpos especificos sin que haya un reporte de infeccion o de la aplicacion de una
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dosis vacunal de refuerzo, lo cual permite plantear la posibilidad de que hayan cursado

una infeccién por SARS-CoV-2 clinicamente no evidente.
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Figura 30. Respuesta a la vacunaciéon primaria contra COVID-19 en PDC. A- Se indica la tasa de
deteccién de anticuerpos (%seroconversion) en todos los PDC analizados y separados en funcién de la
vacuna recibida. B- Niveles de anticuerpos IgG especificos anti-RBD de SARS-CoV-2 determinados
mediante el ensayo COVID-19 IgG QUANT ELISA expresados en BAU/ml luego de la vacunacion con
CoronaVac o BNT162b2, **** p<0.0001 Mann-Whitney test. C- Comparacién de los niveles de anticuerpos
para los mismos PDC temprano luego de la vacunacién (A) y a los 3 meses de la determinacion inicial (B),
*** p<0.001 **** p<0.0001 Wilcoxon test. En linea punteada se indica el punto de corte del ensayo
correspondiente a 10 BAU/ml.

Estos resultados pusieron de manifiesto la necesidad de aplicar dosis vacunales de
refuerzo en esta poblacién. En la extraccion realizada luego de la aplicacion de una
dosis de refuerzo con BNT162b2 se encontré una tasa de seroconversion global del
95,3% (184/193), 94% en los inmunizados inicialmente con CoronaVac (109/116) y
97,4% en los que recibieron BNT162b2 (75/77), con la aplicaciéon de una cuarta dosis
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Figura 31. Respuesta a la aplicacion de dosis vacunales de refuerzo en PDC. A- Niveles de anticuerpos
IgG especificos anti-RBD de SARS-CoV-2 determinados mediante el ensayo COVID-19 IgG QUANT ELISA
expresados en BAU/ml luego de la vacunaciéon con CoronaVac o BNT162b, y la aplicacion de dosis de
refuerzo con BNT162b2, ns no significativo, **** p<0.0001 Kruskal-Wallis test de comparacién multiple. B-
Evolucién de los niveles de anticuerpos desde la determinacion inicial post vacunacién primaria (A), luego
de una dosis de refuerzo con BNT162b2 (C) y de dos dosis de esta vacuna (D), ns no significativo, ****
p<0.0001 Wilcoxon test.

de BNT162b2 en los que habian recibido CoronaVac la tasa de seroconversién en este
subgrupo asciende al 100% (100/100) (Figura 31-A). La aplicacion de una dosis de
refuerzo aumenta significativamente los niveles de anticuerpos tanto en aquellos
vacunados inicialmente con CoronaVac, de una media de 83 BAU/ml (IQR 15-225) a
4356 BAU/mI (IQR 1366-10364), p<0.0001, como en aquellos que recibieron BNT162b2
de una media de 442 BAU/mI (IQR 138-1068) a una media de 2728 BAU/ml (IQR 1068-
3966), p<0,0001 (Figura 31-A). La aplicacion de una segunda dosis de BNT162b2 en
aquellos inmunizados con CoronaVac que habian recibido un refuerzo previo con la
vacuna a ARNm no parece generar un aumento significativo en los niveles de
anticuerpos, 4356 BAU/mI (IQR 1366-10364) vs. 5705 BAU/ml (IQR 2401-11819),
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p=0,4728. Similar a lo reportados por otros grupos de investigacion, en nuestra cohorte
el esquema de vacunacién heterdloga estimula el desarrollo de niveles
significativamente mas alto de anticuerpos que el de vacunaciéon homéloga, media de
4356 BAU/ml (IQR 1366-10364) y de 2728 BAU/ml (IQR 1068-3966), p<0,0001,
respectivamente, aunque estos resultados deberian ser analizados en funcion de las

caracteristicas demograficas de cada grupo (Figura 31-A).

A 90 pacientes que habian sido inmunizados inicialmente con CoronaVac se les
estudiaron los niveles de anticuerpos luego de la aplicacion de una y en algunos casos
dos dosis de refuerzo con BNT162b2 (Figura 31-B). Solo 5 de 18 pacientes inicialmente
seronegativos seguian sin presentar anticuerpos detectables luego de una dosis de
refuerzo con BNT162b2. De estos, 3 desarrollaron anticuerpos luego de la cuarta dosis
y para los otros dos no se dispone de datos. Dentro de los vacunados con BNT162b2,
en 77 pacientes se disponia de muestras post vacunacion primaria y luego de una dosis
de refuerzo. De los que no respondieron a la vacunacién inicial solo dos permanecieron

sin anticuerpos detectables luego de la tercera dosis (2/8).
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4. DISCUSION GENERAL

En respuesta a la pandemia de COVID-19 se han desarrollado y aprobado rapidamente,
en algunos casos con autorizaciones de emergencia basadas en informes interinos,
numerosos ensayos serolégicos para la deteccion de anticuerpos contra SARS-CoV-2,
en diversos formatos, predominando los dispositivos de testeo rapido y los
inmunoensayos enzimaticos. Nuestro pais no fue la excepcién a esta tendencia y en
marzo de 2020, luego del reporte de los primeros casos de COVID-19 en el territorio
nacional, un grupo de investigadores comenzamos a trabajar en el desarrollo y
validacion de ensayos serolégicos. Esta etapa de validacion estuvo marcada por una
fase inicial de caracterizacion en el laboratorio, y otra etapa a la que llamamos de
aplicacion del ensayo en territorio, en la cual se utilizé el ensayo para dar respuesta a
preguntas relevantes que surgieron en el transcurso de la pandemia y a su vez sirvieron
de retroalimentacién para su adaptacién y mejoramiento. Ejemplos de esto son: la
realizacion de ensayos de seroprevalencia, la generacion de un banco de plasma
convaleciente COVID-19 y la evaluacién de la respuesta humoral inducida por las

vacunas contra SARS-CoV-2 empleadas en nuestro pais en diferentes poblaciones.

En lo que respecta al desarrollo de un ensayo seroldgico inicialmente se exploraron
diversas opciones de antigenos virales (proteina N, S y RBD) y diversos formatos como
ELISA y LFIA. Estos esfuerzos se terminaron cristalizando en el desarrollo de tres
versiones de un ensayo de tipo ELISA en formato de kit comercial para la deteccion de
anticuerpos de tipo IgG especificos contra el RBD de la proteina S del SARS-CoV-2 en
muestras de plasma y suero humanos: COVID-19 IgG ELISA UY, COVID-19 IgG ELISA
UY 2.0 y COVID-19 IgG QUANT ELISA.

El primer hito del grupo consistio en la optimizacion del protocolo de un ensayo de ELISA
para la deteccion de anticuerpos especificos anti-SARS-CoV-2 y su pasaje al formato
de kit comercial en conjunto con la compafia ATGen. Durante este proceso se
exploraron diversas condiciones de sensibilizacion, bloqueo, incubacion y dilucion de
las muestras, asi como de revelado. El objetivo del grupo era obtener un kit comercial
pero también contar con un protocolo de un ensayo serolégico de ELISA para su
aplicacion en una versioén “in house”, ya que esto permitia una mayor soberania para
adaptarlo a nuevas preguntas que pudiesen surgir. Para esto inicialmente nos basamos

en los trabajos de Amanat et al*”'. y el desarrollo de un ensayo de ELISA llamado
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COVIDAR IgG en Argentina®®. De hecho, para el desarrollo del ensayo COVID-19 IgG
ELISA UY, se emplearon los mismos plasmidos para la expresion de las proteinas S y
su dominio RBD en células de mamifero que los que utilizaron estos grupos. Sin
embargo, a diferencia del COVIDAR que emplea una combinacion de dos antigenos
virales en un mismo pocillo®®, la proteina S en forma de trimero estabilizado y su RBD,
nosotros nos focalizamos en la utilizacién Uunicamente del RBD, ya que su produccion
era mas simple. Se ensayaron diversas condiciones de sensibilizacion, encontrando que
una solucion de 1 ug/ml de RBD era suficiente para distinguir sueros negativos y
positivos, siendo la concentracién de antigeno empleada en la primera version del kit
que utilizaba el mMRBD como antigeno. Se ensayaron muestras de suero inactivadas por

1h a 56 °C y sin inactivar, sin encontrarse diferencias en los resultados.

Luego de esta primera version, y dada la experiencia del grupo en la produccion de
antigenos virales utilizando células de Drosophila, se produjo el RBD de SARS-CoV-2
en este sistema de expresién (iRBD), y se ensay6 su utilizacion en el ELISA en lugar
del mRBD mostrando un comportamiento similar. Las ventajas de emplear el iRBD eran
que se podia producir de manera estable con altos rendimientos®®® a un costo inferior
que el mRBD, y que se trataba de un antigeno con un proceso de disefio y produccion
propio. Esto permitia su adaptacién frente a nuevos escenarios como ser la aparicion
de nuevas variantes virales que generaran una respuesta de anticuerpos con baja
reactividad cruzada hacia la variante original, y que hicieran necesario el desarrollo de
ensayos especificos de variante, asi como su utilizacién en otro tipo de ensayos como
los sVNT. A partir de este antigeno se desarroll6 la segunda version del ELISA, llamada
COVID-19 IgG ELISA UY 2.0 que empleaba el iRBD a una concentracion de 2 pg/ml, lo
que aumentd la reproducibilidad del ensayo. Algo llamativo durante la validacion de este
antigeno es que se detecté un suero que presentaba reactividad contra el StrepTag
empleado en la purificacion del iRBD, por esta razén es que se decidié usar el antigeno

sin esta marca.

Estas dos primeras versiones permitian la deteccion cualitativa de anticuerpos
especificos contra SARS-CoV-2. Para la caracterizacion de estos ensayos se
emplearon un conjunto de sueros control y sueros de individuos con diagndstico previo
de infeccion confirmada, y se compararon los resultados obtenidos con otros ensayos

seroldgicos disponibles en el mercado.
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La utilizacién de muestras prepandemia como controles negativos de los ensayos aporté
una ventaja significativa para el desarrollo de estos, ya que asegurd que los sueros
empleados provenian de individuos que no tenian ninguna posibilidad de haber estado
expuestos al agente infeccioso. Como desventaja, utilizar sueros de descarte
provenientes de banco de sangre nos limita a una poblaciéon sesgada a los criterios
necesarios para ser donante de sangre, lo cual excluye a menores de 18 afios, mayores
de 65 anos, mujeres embarazadas, y algunos enfermos crénicos, entre otros, los cuales
no se puede descartar que presenten una reactividad basal mayor en este ensayo.
Durante la puesta a punto de los ensayos de ELISA no se analizé de manera especifica
la reactividad cruzada del mismo contra otras infecciones. Seria de particular interés
conocer que sucederia con la reactividad cruzada frente a otros coronavirus
estacionales, ya que presentan cierta similitud con el SARS-CoV-2 y son de circulacion
frecuente en la poblacion, y contra los virus SARS-CoV y MERS-CoV, cercanamente
emparentados. Sin embargo, aunque esto no se analizd6 de manera especifica, al
tratarse de muestras provenientes de adultos es esperable que varias de las mismas
correspondan a individuos que cuentan con alguna infeccion previa por coronavirus
estacionales. Por otra parte, dada la distribucién geografica de las epidemias por SARS
y MERS, parece poco probable que haya alguna muestra perteneciente a individuos con
historial de infeccion previa por estos virus tanto en la seroteca empleada para la
optimizacion de los ensayos como entre las muestras donde se pretendian aplicar los

mismos, aunque tampoco puede ser completamente descartado.

Tampoco estudiamos la influencia de posibles interferentes que puedan estar presentes
en el suero (si bien su utilizaciéon no se recomienda en el folleto informativo de los kits),
como ser muestras visiblemente hemolizadas, lipémicas, con altos niveles de bilirrubina,
u otras circunstancias, o que presenten anticuerpos antinucleares, anti-ADN doble hebra
o factor reumatoide. Este ultimo en particular fue identificado como uno de los
interferentes responsable de mayor reactividad en diferentes inmunoensayos y ensayos
rapidos para SARS-CoV-23%, En este sentido, este tipo de diferencias en los conjuntos
de sueros empleados como controles negativos podria explicar que la especificidad
determinada para el ensayo por nosotros y la encontrada en el analisis por parte del

DLSP no sea la misma.

En lo que respecta a la sensibilidad del ensayo, es importante tener presente las

caracteristicas de la respuesta inmune humoral inducida por la infeccion viral.
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Anticuerpos del tipo IgM contra antigenos del SARS-CoV-2 son detectables en un 85%
de pacientes inmunocompetentes a los 7 dias desde el comienzo de sintomas, mientras
que los de tipo IgG se pueden detectar a partir de los 8 dias®'2. Por encima del 90% de
los individuos resultan positivos para IgG especificas contra el virus luego de 14 dias de
la enfermedad y estos anticuerpos pueden permanecer detectables por meses y tal vez
incluso afios'3. Algunos pacientes inmunocomprometidos pueden demorar mas tiempo
en seroconvertir o incluso no hacerlo luego de una infecciéon aguda por SARS-CoV-2.
En este sentido, es claro que no todos los individuos que fueron diagnosticados con
COVID-19 desarrollaran anticuerpos especificos contra el virus, al menos a niveles que
puedan ser detectados mediante los ensayos serolégicos disponibles que cuantifican
IgG. Por ofra parte, esta cinética de aparicion de anticuerpos de tipo IgG en el curso de
la infeccion por SARS-CoV-2 determina que nuestro ensayo tenga una alta sensibilidad
para muestras obtenidas al menos 8 dias luego del comienzo de sintomas o diagndstico,
pero no en etapas tempranas de la enfermedad, como fue determinado en el analisis
realizado por la DLSP, lo cual se puede deber simplemente a que estos anticuerpos no
puedan ser detectados porque todavia no se han generado en cantidades suficientes.
Otra dificultad es que no hay ensayos serolégicos de referencia, y en los comienzos ni
siquiera se disponia de paneles de sueros de referencia, por lo que los resultados de
los ensayos son expresados en funcion de su concordancia con la infeccion reciente por
SARS-CoV-2 determinada mediante ensayos moleculares. Es importante tener estos
dos puntos presentes cuando se analiza el comportamiento de los ensayos, ya que
pueden explicar las diferencias de sensibilidad encontradas cuando se emplean grupos

de sueros con caracteristicas diferentes.

Cuando comparamos la performance de los kits COVID-19 IgG ELISA UY y COVID-19
IgG ELISA UY 2.0 con otros ensayos serolégicos, encontramos que estos son muy
buenos discriminando sueros negativos de sueros positivos, con indicios incluso de
tener una mayor sensibilidad que el ELISA cualitativo de la compafia Euroimmun que
es empleado ampliamente a nivel internacional y validado por la FDA. Si bien todas las
muestras empleadas provenian de individuos con mas de 15 dias desde el diagnoéstico
de COVID-19 o comienzo de los sintomas, los primeros 90 sueros COVID-19+
empleados para comparar nuestros ensayos con los otros comerciales se componian
en gran medida de casos asintomaticos o con enfermedad leve, los cuales pueden
desarrollar una respuesta de anticuerpos menor'*. De hecho, un 14% de las muestras
con diagnostico reciente de COVID-19 resultaron negativas para la presencia de

anticuerpos con todos los métodos empleados. Esto puede explicar que la sensibilidad
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encontrada por nosotros sea menor que la especificada en los ensayos comerciales, y
también que cuando ampliamos el numero de muestras positivas para caracterizar mejor
el kit COVID-19 IgG ELISA UY 2.0, la sensibilidad fuera ligeramente mayor que la
encontrada en la comparacién preliminar. A su vez encontramos una muy buena
correlacion entre el ratio M/CO del suero empleando el ensayo COVID-19 I1gG ELISA
UY 2.0y la capacidad de este de inhibir la union entre el RBD y el ACE2 en un ensayo
de neutralizacion sustituta (cPass SARS-CoV-2 Neutralization Antibody Detection Kit,
GenScript). Esto era esperable ya que la mayoria de los anticuerpos neutralizantes
generados en respuesta a la infeccion por SARS-CoV-2 se dirigen justamente contra el
RBD y son de clase IgG. Si bien no realizamos ensayos de neutralizacién por reduccion
de placas (que son la técnica patrén para evaluar esta funcién), ni basados en
pseudovirus, estd descrito ampliamente en la literatura que los ensayos de
neutralizacién sustituta correlacionan muy bien con estos y su realizacidon es mucho mas

simple377'394.

Si bien desde un principio nos planteamos que el ratio M/CO obtenido en el ensayo de
ELISA COVID-19 IgG ELISA UY 2.0 debia tener una relacién con el titulo de IgG
especificas contra el RBD presentes en el suero, se trataba de un ensayo cualitativo.
En ese momento el trabajo en conjunto con los bancos de sangre para la obtencion de
plasma convaleciente de COVID-19 con alto titulo de anticuerpos anti-SARS-CoV-2
para su utilizacion terapéutica, y el aumento exponencial en el nimero de casos de
COVID-19, nos impulsé a buscar adaptar este ensayo a una version cuantitativa o al
menos semicuantitativa de manera de poder emplearlo para identificar plasmas con alto
titulo de anticuerpos. La experiencia argentina con la utilizacion del COVIDAR 1gG
mostraba que una dilucién mayor de los sueros a la indicada en el kit permitia distinguir
las muestras con alto titulo de anticuerpos sirviendo como filtro inicial (comunicacion
oral). En paralelo, la compafiia Euroimmun lanzé una nueva version semi cuantitativa
de su ensayo de ELISA (Anti-SARS-CoV-2 QuantiVac ELISA), que permite expresar los
resultados en unidades relativas por ml (RU/ml). Siguiendo estas ideas comparamos los
resultados obtenidos empleando nuestro kit de ELISA con tres diluciones diferentes de
las muestras (1:10, 1:50 y 1:100), con los obtenidos utilizando el COVIDAR IgG a una
dilucion 1:200 de los sueros y con el ELISA semicuantitativo de Euroimmun. Si bien
encontramos una buena correlacion general para las tres diluciones, la dilucion 1:100
fue la que presentd una mejor correlacion de tipo lineal con los otros dos ensayos. Esto
también nos permitioé establecer un punto de corte para discriminar sueros de alto titulo,

como se discutira mas adelante.
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En diciembre de 2020, el comité de expertos en estandarizacion de la OMS adopto el
estandar internacional y panel de referencia internacional de inmunoglobulinas anti-
SARS-CoV-2. Este estandar generado por el NIBSC (National Institute for Biological
Standards and Control) permiti6 la calibracion apropiada de los ensayos
inmunoenzimaticos a unidades arbitrarias, reduciendo la variacion inter-laboratorios y
creando un lenguaje comun para reportar los resultados. La adquisicion de estos
estandares nos permitido desarrollar una tercera version del ensayo de ELISA llamada
COVID-19 IgG Quant ELISA que permitia la determinacién cualitativa y cuantitativa de
IgG especificas anti-RBD en muestras de suero o plasma humano. Para realizar el
ensayo de manera cuantitativa se deben emplear las muestras a una diluciéon 1:100 y
se dispone de una serie de muestras que constituyen estandares secundarios
generados a partir de los estandares internacionales, posibilitando expresar los
resultados en BAU/mI. Encontramos que nuestro ensayo nos permitia cuantificar
muestras de entre 10 y 400 BAU/ml cuando las mismas se ensayaban a esta dilucion.
A su vez, todas las muestras negativas analizadas mostraron niveles por debajo de 10
BAU/mI. También analizamos el panel de referencia, encontrando resultados que
coincidian parcialmente con los hallados en un estudio que involucré 44 laboratorios de
15 paises que los utilizaron en diferentes tipos de ensayos seroldgicos, destacando en
particular que logramos cuantificar la muestra 20/140 identificada como de nivel bajo de
anticuerpos anti-S, y que fue catalogada como negativa por varios de los ensayos
empleados en ese estudio®®. Es claro que los resultados obtenidos dependen del tipo
de ensayo, el antigeno y las caracteristicas del método, por lo que, aunque los
resultados se obtengan en una unidad arbitraria internacional, no son del todo
comparables. Sin embargo, en este estudio comparativo encontraron que la variaciéon
entre laboratorios disminuia mas de 50 veces para ensayos de neutralizacién y mas de

2000 veces para ensayos de ELISA cuando se usaba el estandar internacional®®®,

La posibilidad de expresar los resultados en unidades internacionales es
particularmente relevante en el contexto de las vacunas contra COVID-19. Por ejemplo,
permite comparar la respuesta generada frente a diferentes vacunas con la inducida por
la infeccién, comparar distintos grupos, y también facilitar la comprension de los distintos
trabajos que han ido surgiendo en la temética. En resumen, los ensayos serolégicos
para la detecciéon de anticuerpos contra el virus SARS-CoV-2 son una herramienta

valiosa en la lucha contra la pandemia de COVID-19 y pueden proporcionar informacion
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importante sobre la prevalencia de la infeccion, la respuesta inmunolégica y la eficacia

de las intervenciones de control de la pandemia.

La utilizacion del RBD como antigeno presenta algunas ventajas, como el hecho que los
anticuerpos anti-S disminuyen mas lentamente luego de la infeccion que los generados
contra otros antigenos virales como puede ser la proteina N'92167.168  Ademas, la
presencia de IgGs anti-RBD correlaciona muy bien con la presencia de anticuerpos con
capacidad neutralizante en el suero, lo cual tiene sentido ya que la mayoria de los
anticuerpos neutralizantes se dirigen contra esta region de la proteina S'521%_ De hecho,
nosotros mismos encontramos una muy buena correlacion entre los resultados
obtenidos con nuestro ensayo y la capacidad de los sueros de inhibir la interaccién entre
el RBD y el ACE2 en un ensayo sustituto de neutralizacion. Ademas, el RBD, a diferencia
de otras regiones de la proteina S esta poco conservada con otros coronavirus, lo cual
disminuye la posibilidad de reactividad cruzada. Si bien la proteina N no parece ser
blanco de anticuerpos con capacidad neutralizante, recientemente se demostré que
puede aparecer en la superficie de células infectadas y por tanto no se puede excluir la
posibilidad de que las respuestas inmunitarias dirigidas contra este antigeno puedan
contribuir a la eliminacion de células infectadas por el virus®®®. En otras partes del
mundo, donde se han empleado vacunas basadas en la proteina S, ya sea como parte
de vectores virales, ARNm o subunidades, se ha planteado que los ensayos dirigidos a
detectar anticuerpos contra la proteina N podrian tener un lugar en la era
postvacunacion para distinguir individuos que se infectaron luego de la vacunacién y
presentan, por ejemplo, sintomas compatibles con COVID-19 prolongado. En Uruguay,
donde una gran parte de la poblacion fue inmunizada inicialmente con una vacuna a
virus atenuado, esto no parece ser tan lineal, si bien es cierto que esta vacuna no parece
inducir altos titulos de anticuerpos anti-N y se conoce que los anticuerpos dirigidos

contra ese antigeno decaen mas rapidamente que los dirigidos contra S.

Dadas las caracteristicas de la presentacion clinica de la enfermedad COVID-19, desde
formas graves a infecciones totalmente asintomaticas, se estima que hay una proporcién
de estas ultimas que no son diagnosticadas en el momento. El problema de los casos
asintomaticos no diagnosticados es que contribuyen a la propagacion del virus vy
enmascaran el alcance real de la infeccion, dificultando la toma de medidas de salud
publica apropiadas. Los ensayos de ELISA desarrollados en nuestro pais fueron

ampliamente utilizados con el fin de conocer la prevalencia de la infeccién a partir del
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suero y estimar la proporcion de estas infecciones asintomaticas. En lo que respecta a
los estudios de seroprevalencia, podemos identificar un trabajo coordinado por el MSP
realizado sobre el personal de la salud a nivel nacional, del cual participamos en el
analisis de las muestras provenientes de la ciudad de Rivera, y al menos otros dos
trabajos realizados sobre poblacidon general, uno en la ciudad de Salto y otro en Rivera,
alcanzando entre los tres a mas de 18 mil individuos. Estos trabajos, ademas de que
permitieron estimar de una forma mas precisa el impacto real de la epidemia en
poblaciones de interés y enriquecerlo con otros parametros sociologicos, también nos
permitieron evaluar el comportamiento del ensayo cuando es aplicado a una poblacién

no seleccionada.

La incidencia acumulada de COVID-19 en el personal de la salud de la ciudad de Rivera
estudiada por PCR era de 4.3%, mientras que la seroprevalencia encontrada fue de
8.3%, aproximadamente el doble, lo que es acorde a lo reportado en otros ensayos de
seroprevalencia realizados en el mundo. En el estudio nacional de seroprevalencia en
el personal de la salud, la proporcién de funcionarios con anticuerpos positivos anti-
SARS-CoV-2 fue del 5.7% (7% varones, 5,2% mujeres) a partir de muestras extraidas
entre el 05/02/2021 y el 15/03/2021; la incidencia acumulada de COVID-19
diagnosticado mediante PCR en esta poblacion era del 4,0%. En Rivera se encontr6 el
nivel mas alto de seroprevalencia, seguida de una seroprevalencia de 6,8% en
Montevideo, lo cual era esperable de acuerdo con la distribucién de la tasa de infeccion

a nivel nacional en ese momento y las caracteristicas particulares de estos lugares.

En lo que respecta a la capacidad de detectar anticuerpos en individuos con diagnoéstico
positivo de SARS-CoV-2 mediante PCR, el ensayo identificé el 94,2% (49/52) en la
cohorte de personal de la salud de Rivera, y un 71.8% (501/698) en la cohorte de
personal de la salud a nivel nacional, resultados que avalan su sensibilidad. En ambos
trabajos, en los casos de infeccion confirmada donde no se detectd la presencia de
anticuerpos, corresponden mayoritariamente a individuos que cursaron la enfermedad
de forma asintomética, o en los cuales habian transcurrido varios meses desde que
presentaron la enfermedad. De hecho, en el analisis del personal de la salud de la ciudad
de Rivera el ensayo identificd al 100% de los individuos con diagndstico previo que
cursaron la enfermedad de manera sintomatica, pero dos tercios de los que la cursaron
sin sintomas (6/9). Ha sido reportado que hay una proporcion de individuos en los cuales

no se detecta la presencia de anticuerpos luego de haber sido diagnosticados con
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COVID-19, tratandose en general de personas que cursaron la enfermedad de manera
asintomatica'?1%°16'  Sin embargo, cuando comparamos los niveles de anticuerpos
entre los individuos con diagndstico previo de infeccion por PCR y los que no tenian
diagnodstico ni habian reportado sintomas compatibles con COVID-19 (por lo que
podemos suponer cursaron la enfermedad de manera asintomatica), no encontramos

diferencias significativas.

Los ensayos de seroprevalencia también permiten conocer el estado de situacién real
de la infeccion previo a la aplicacion de medidas de salud publica como es la
implementacion de una campafia de vacunacion. Como se puede observar en el caso
del personal de la salud de la ciudad de Rivera, se pasé de una situacion en la que el
8.3% de esta poblacidon presentaba anticuerpos especificos contra el SARS-CoV-2
previo a la vacunacion, a una prevalencia de anticuerpos de casi el 100% unos meses
mas tarde gracias a la introduccion de las vacunas, lo que se acompafno también de un
aumento en los niveles medios de anticuerpos presentes, 48 BAU/ml (IQR 18-130) vs.
2242 BAU/ml (IQR 990-3602). Algo muy similar se encontr6 en el trabajo de
seroprevalencia y seguimiento serolégico en el tiempo realizado en el personal del IP
Montevideo, en la cual se observa que se paso de un 4,5% de individuos positivos para
la presencia de anticuerpos previo al inicio de la campafia de vacunacién a un 98,9%
cuatro meses después de esta, con un incremento en los niveles globales de
anticuerpos. La seroprevalencia en esta poblacién se mantuvo cercana al 100% en el
transcurso de los dos afios del estudio. En la etapa inicial de este estudio el ensayo
identificd como positivos a todos los participantes con diagnoéstico previo de infeccion
por SARS-CoV-2 (5/5) y encontré dos positivos sin diagndstico. Si bien no existe
consenso respecto a un punto de corte que indique un nivel de anticuerpos protector, el
aumento en los niveles de anticuerpos luego de la vacunacion acompanado de los datos
de evolucién de la infeccidn y los casos graves y muertes asociadas a la enfermedad
parece indicar que los individuos vacunados constituyen una poblaciéon con un nivel

mayor de proteccién.

El ensayo de ELISA desarrollado también fue utilizado durante la conformacion de un
banco de plasma convaleciente de COVID-19 para su uso con fines terapéuticos en
pacientes infectados. Esta colaboracion nos permitié analizar un nimero muy grande de

muestras de pacientes con diagndstico previo de infeccion por SARS-CoV-2 mediante
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PCR en fase convaleciente, profundizando en la caracterizacion y adaptacion del
ensayo de ELISA.

A pesar de la controversia, que persiste hasta el dia de hoy, sobre la eficacia o no del
tratamiento con plasma para evitar formas graves de la enfermedad por SARS-CoV-2,
si parecia claro que para maximizar su posible utilidad el plasma debia ser utilizado
temprano en el curso de la infeccion y debia contener niveles altos de anticuerpos
especificos. Para adoptar un criterio que nos permitiera determinar si un suero contenia
niveles altos de anticuerpos comparamos los resultados obtenidos empleando nuestro
ensayo a diferentes diluciones de las muestras de suero (1:10, 1:50 y 1:100) con el que
obteniamos empleando otros ensayos de referencia para los cuales ya se habia definido
un valor de corte. Emplear una dilucion 1:100 de los sueros en el ensayo COVID-19 IgG
ELISA UY 2.0 parecia ser la mejor opcion para utilizar este ensayo como tamizaje, ya
que los resultados mostraban una buena correlacion lineal con los obtenidos mediante
el empleo del COVIDAR IgG y el Anti-SARS-CoV-2 QuantiVac ELISA (Euroimmun). Un
ratio M/CO mayor a 2,8 se establecié como punto de corte para indicar que un suero
presentaba un alto titulo de anticuerpos. Si realizamos la comparacion con los otros dos
ensayos probados, este valor se encuentra por encima del punto de corte especificado
por la FDA en el ELISA cuantitativo de Euroimmun para identificar sueros con alto titulo,
aunque por debajo del indicado en la experiencia argentina empleando el COVIDAR
IgG. Por otro lado, un ratio M/CO mayor a 2,8 identificaba el 25% del total de las
muestras de donantes con mayor titulo con que contabamos hasta ese momento. De
esta forma cumpliamos con la recomendacion de la FDA y agregabamos una nocién de
distribucion, eligiendo de entre los donantes aquellos que presentaban niveles mas
elevados de anticuerpos especificos. En cuanto a las muestras de alto titulo a ser
utilizadas como terapia, del inicial 25% de muestras con un ratio mayor a 2,8, con el
correr del tiempo se pasé a un 35%. Esto pudo haber sido consecuencia de que a
medida que se disponia de mas informacion, en la campana de recoleccion de plasma
se incentivaba especialmente la donacion de pacientes recientemente recuperados de
COVID-19, y sobre todo a aquellos que habian cursado la enfermedad de manera
sintomatica, e incluso se convocaba a personas que ya habian donado y presentaban

alto titulo de anticuerpos, a hacerlo nuevamente.

Ademas de los niveles de anticuerpos especificos presentes en el plasma parece claro

que la funcionalidad de estos anticuerpos es también relevante para predecir su utilidad
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terapéutica. En lo que respecta a su capacidad neutralizante determinamos que las
muestras con un ratio M/CO mayor a 2.8 tienden a presentar un porcentaje de inhibicion
de la interaccion RBD-ACE2 mayor al 80% en un ensayo sVNT (GenScript), empleando
el RBD de la variante original de Wuhan. En este sentido, se ha reportado que los
anticuerpos generados debido a la infeccidn con una variante viral del SARS-CoV-2
pueden no ser tan efectivos neutralizando la infeccidn por otras variantes virales. Si bien
seria extremadamente complejo determinar de manera rapida la variante viral con la
que se infectaron donante y receptor para lograr una compatibilidad se ha mostrado que
una buena estrategia es utilizar plasma obtenido de infectados recientes y de un lugar
geografico cercano al paciente. En el escenario actual, donde el plasma se utiliza en
casos puntuales, otra opcion podria ser tener caracterizadas las reservas de plasma
convaleciente determinando los niveles de anticuerpos capaces de reconocer el RBD
de variantes virales de interés que presentan y su capacidad de inhibir la interaccion de
estos con el ACE2, de esta manera conociendo la variante con la que se encuentra
infectado el paciente se podria seleccionar rapidamente el plasma mas apropiado para

él.

Ademas de la neutralizacion, los anticuerpos pueden mediar otras funciones efectoras
como ser la activacion del complemento, la ADCC y la ADCP, que podrian contribuir a
la eficacia del plasma convaleciente en la clinica. En un trabajo de 2021 evidenciaron
que ademas de capacidad neutralizante, el plasma de individuos convalecientes
presentaba anticuerpos contra el SARS-CoV-2 capaces de mediar funciones efectoras
dependiente del Fc, y que dentro de las muestras de plasma analizadas una proporcion
tenia particularmente elevada estas caracteristicas, constituyendo a priori excelentes
candidatos para su utilizacion con fines terapéuticos®®’. También demostraron que estos
plasmas podian ser identificados en funcion de los niveles de IgG especificos contra la
proteina S que presentaban y su capacidad de unirse a los receptores Fcy®’. La ADCC
es un mecanismo fundamental para eliminar las células que ya se encuentra infectadas
por el virus, pudiendo ser de relevancia para contener la propagacion del SARS-CoV-2
en etapas tempranas de la infeccion. En este sentido, trabajamos en la puesta a punto
de un ensayo que nos permitiera determinar la capacidad de mediar ADCC de los
anticuerpos especificos contra el SARS-CoV-2 presentes en muestras de suero, con el
objetivo de evaluar su utilidad como parametro adicional para la seleccién de plasmas
convalecientes a ser utilizados con fines terapéuticos. Si bien logramos poner a punto
un ensayo de activacion de células NK dependiente de anticuerpos y encontramos que

los anticuerpos anti-RBD presentes en el suero de pacientes convaleciente de COVID-
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19 son capaces de mediar este mecanismo efector, el ensayo resulto ser demasiado
laborioso para su utilizacion de rutina. Nos queda pendiente determinar si en nuestro
caso esta capacidad de mediar ADCC se correlaciona con algun otro parametro mas
facil de cuantificar, como el perfil de isotipos de IgG especificos presentes en el suero,
o si el ensayo reportero de ADCC empleando células Jurkat que utilizamos en el trabajo
de caracterizacion de la respuesta humoral a la vacunacion heterdloga podria ser

empleado con esta finalidad.

Con respecto a la evolucién de los niveles de anticuerpos especificos contra el SARS-
CoV-2 en receptores de plasma convaleciente, tuvimos la oportunidad de analizar un
conjunto de muestras de suero seriadas que van desde antes de la transfusién hasta 28
dias luego de esta. Lamentablemente, al no contar con informacién de su evolucion
clinica no podemos sacar conclusiones respecto a qué parametros de los plasmas
utilizados o caracteristicas inmunoldgicas de los receptores se podrian asociar con un
mayor beneficio de esta intervencion. Si pudimos evidenciar la presencia de 1gG anti-
RBD a las 24h de la administracion del plasma en receptores que no presentaban
anticuerpos al momento de la intervencién. En la mayoria de los casos estos niveles
aumentan en el tiempo, probablemente debido al desarrollo de una respuesta inmune
humoral propia, y a los 14 dias post transfusion todos los pacientes analizados muestran
niveles detectables de anticuerpos IgG especificos contra el RBD de la proteina S. El
monitoreo de anticuerpos especificos en los pacientes tratados con plasma
convaleciente puede tener varias utilidades. En primer lugar, permite conocer los niveles
basales de anticuerpos presentes en el individuo previo a la intervencion, siendo mas
probable que un paciente que no tenga anticuerpos inicialmente o tenga niveles bajos,
se beneficie mas de este tipo de tratamiento, al tiempo de indicar que probablemente se
encuentre en etapas tempranas de la infeccion. La segunda es que permite evaluar la
administracion de unidades de plasma adicionales en el tiempo, con la finalidad de
mantener los niveles de anticuerpos suministrados exégenamente hasta que el paciente

comience a generar anticuerpos especificos propios.

El caso de la paciente doblemente trasplantada de rifidon, hospitalizada con COVID-19 y
tratada con plasma convaleciente es un ejemplo del uso exitoso de esta terapia. En lo
que respecta a la respuesta de anticuerpos se puede observar que al momento de la
administracion del plasma no fue detectable mediante ELISA la presencia de I1gG anti-

S, pero si se observo actividad neutralizante, lo cual se podria atribuir a la presencia de
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IgM o IgA especificas. La intervencion con plasma provocé un aumento en los niveles
de anticuerpos IgG especificos y la capacidad neutralizante en suero, lo cual a su vez
se correlacioné con una disminucion en la carga viral y en los niveles de citoquinas
proinflamatorias. Se ha reportado que en los casos graves de COVID-19, si bien se
generan anticuerpos, estos se desarrollan de manera mas tardia y lo mismo sucederia
en el caso de los pacientes inmunosuprimidos. En estas situaciones, la administracion
de plasma de sujetos convalecientes podria suplir la no generaciéon de anticuerpos

propios en esa ventana de tiempo.

Ademas de la utilidad de los ensayos seroldgicos en el contexto de la infeccion por
SARS-CoV-2, los mismos también pueden ser empleados para estudiar la respuesta
humoral inducida por las vacunas contra COVID-19. En el momento en el que se
comenzo el estudio “Analisis evolutivo de la seroprevalencia de anticuerpos anti-SARS-
CoV-2 en el personal del Institut Pasteur de Montevideo”, en el mundo recién se estaban
suministrando las primera vacunas contra COVID-19 con autorizaciones de uso de
emergencia. Al comienzo de la vacunacion contra el SARS-CoV-2 en nuestro pais ya
habia algunos reportes que evidenciaban el desarrollo de anticuerpos en respuesta a la
vacunacion con BNT16b2, pero qué sucedia en respuesta a la vacunacién con
CoronaVac era menos evidente. En este contexto decidimos agregar una extraccion al
programa original de toma de muestras del ensayo para todos aquellos individuos que
hubiesen completado un esquema de vacunacion primaria con CoronaVac o BNT162b2
y se encontraran en el periodo de 14 a 21 dias luego de la administracion de la segunda
dosis. Rapidamente evidenciamos que se generaban anticuerpos especificos anti-RBD
en respuesta a ambas vacunas en el 100% de los individuos analizados. Los niveles de
anticuerpos especificos generados en respuesta a la vacunacién eran significativamente
mas altos que los inducidos por la infeccion, y los individuos vacunados con BNT162b2
generaban niveles de anticuerpos mayores que aquellos inmunizados con CoronaVac.
Con este andlisis inicial evidenciamos ademas que el ensayo COVID-19 IgG QUANT
ELISA permitia, no solo cuantificar los niveles de anticuerpos IgG anti-RBD inducidos
en respuesta a la infeccion por SARS-CoV-2, sino también a la vacunacion con
CoronaVac (Sinovac) y BNT162b2 (Pfizer). Ademas, los niveles de anticuerpos IgG anti-
RBD expresados en BAU/ml se correlacionaron muy bien con la capacidad neutralizante
de los sueros en un ensayo sVNT expresados en Ul/ml. Los resultados encontrados en
esta poblacidn sirvieron ademas de referencia, permitiéndonos comparar la respuesta a
la vacunacién en distintos grupos de pacientes con lo que sucedia en un grupo de

individuos no inmunosuprimidos y representativos de la poblacién general.
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Como ha sido reportado en la bibliografia, cuando evaluamos los niveles de anticuerpos
especificos que presentaban los participantes del estudio aproximadamente dos meses
y medio después de la vacunacién, estos habian decaido de manera significativa.
Aunque esto sucedia tanto en aquellos que habian recibido CoronaVac como en los
inmunizados con BNT162b2, parecia mas preocupante en los primeros, ya que al partir
de niveles iniciales mas bajos llegaban también a valores inferiores. En funcion de estos
resultados se decidio a nivel gubernamental la administracién de una dosis de refuerzo
con BNT162b2 en todos aquellos individuos sanos inmunizados con CoronaVac, lo cual
se amplid mas adelante a aquellos que habian recibido BNT162b2. En funcion de esta
decision del MSP, se agreg6 una nueva etapa de toma de muestra para todos aquellos
funcionarios que habian recibido una dosis de refuerzo, desearan conocer sus niveles
de anticuerpos, y se encontraran en el lapso de 14-21 dias post tercera dosis. La
aplicacion de una dosis de refuerzo en un esquema de vacunacion heteréloga aumento
los niveles de anticuerpos en unas 20 veces temprano luego de la inmunizacion. Con el
transcurso del tiempo y como era esperable lo niveles de anticuerpos especificos
decaen, pero a valores mas altos incluso que los alcanzados luego de la inmunizacion
primaria con CoronaVac. En este trabajo demostramos ademas que los niveles de IgG
anti-RBD correlacionan muy bien con la capacidad del suero de inhibir la interaccion
RBD-ACE2 en un ensayo sVNt.

A su vez, la aplicacion de una tercera dosis también aumento la capacidad de los sueros
de mediar funciones efectoras como ADCP y ADCC en un ensayo reportero,
estimulando la generacion de anticuerpos polifuncionales. La capacidad de los
anticuerpos de mediar funciones efectoras dependientes del Fc es particularmente
relevante en el caso de la respuesta a variantes virales ya que esta funcionalidad puede
verse menos afectada que la capacidad neutralizante frente a mutaciones en el RBD.
Sin embargo, para analizar estos resultados se debe tener presente que en todos los
casos se esta utilizando RBD como antigeno, por lo cual tiene sentido que haya
concordancia en los mismos. Ademas, se conoce que hay anticuerpos dirigidos contra
otras regiones de la proteina S que pueden mediar también funciones efectores y que
no estamos considerando con esta estrategia experimental. En este sentido, hubiese
sido interesante evaluar qué hubiera sucedido en estos ensayos si se utilizaban otros
antigenos virales o células expresando la proteina S en su superficie, dadas las

dificultades de utilizar células infectadas como blanco.
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Otro punto sobre el que no profundizamos, pero que generd preocupacion en su
momento, es qué sucedia con la capacidad de los anticuerpos inducidos por vacunas
basadas en la variante original de SARS-CoV-2 de proteger frente a la infeccion por
nuevas variantes virales, como la variante émicron. Empleando el RBD de la variante
6micron en el ensayo sVNT demostramos que la capacidad de los sueros de inhibir la
interaccion con este RBD era significativamente menor que la de inhibir la interaccion
de ACE2 con el RBD de la variante original, sin embargo, esta capacidad se vio
incrementada luego de la aplicacion de una dosis de refuerzo. Pareceria ser que
aumentar los niveles de anticuerpos especificos podria se una estrategia para suplir la

pérdida de reactividad frente a variantes virales nuevas del SARS-CoV-2.

En las etapas mas tardias del seguimiento se vuelve dificil separar a los participantes
en grupos, ya que cada uno presenta un historial muy particular de vacunacion e
infeccion. A nivel pais se sucedieron dos olas importantes de infeccion por SARS-CoV-
2, una atribuible a la variante P1 y otra a la variante dmicron. Ademas, aunque se
consideraran los diagnosticos confirmados de infeccion por SARS-CoV-2 no tenemos
forma de descartar una infeccion no diagnosticada a través de un analisis serolégico en
los participantes vacunados con CoronaVac, ni una nueva infeccion en aquellos que ya
habian cursado la enfermedad. Para suplir esto, consideramos evaluar los niveles de
anticuerpos anti-N inmediatamente después de la vacunacién con CoronaVac y
compararlos con los obtenidos en la subsiguientes extracciones, ya que un incremento
seria un indicador de infeccidn probable. Es interesante que en las ultimas extracciones
parece haber una tendencia a que se homogeneicen los niveles de anticuerpos
presentes en los participantes perdiendo importancia el esquema de vacunacion original
recibido, y seguramente tomando protagonismo la exposicion al virus o la aplicacion de
dosis vacunales de mantenimiento. Seria un punto interesantes evaluar qué sucede con
la respuesta de los anticuerpos presentes en estas muestras frente a variantes virales
mas nuevas, como émicron, y como evoluciond esta capacidad de reconocimiento en
las sucesivas extracciones, pudiendo servir de insumo para decidir si es necesario

aplicar vacunas especificas de variantes en la poblacién.

La administraciéon de las vacunas contra COVID-19 en un contexto de uso de
emergencia también genero dudas respecto a su utilidad en poblaciones particulares de

individuos que no fueron incluidas en los ensayos clinicos de las mismas, como los
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RTOS vy los pacientes con ERC. El trabajo colaborativo con el area clinica asistencial y
la necesidad de generar a nivel local informacién que no se encontraba disponible
internacionalmente, como el hecho de conocer qué sucedia en respuesta a la
vacunacion inicial con CoronaVac en pacientes inmunosuprimidos, nos llevo a utilizar el
ensayo COVID-19 IgG QUANT ELISA para evaluar la respuesta humoral inducida por
la vacunacion contra COVID-19 en TR, TH y PDC uruguayos.

Si bien reportes iniciales sugerian que los RTOS con COVID-19 severo tenian un riesgo
mayor de muerte, multiples estudios subsecuentes mostraron una tasa de sobrevida
similar a la poblacion general cuando los grupos eran correctamente pareados. En este
sentido, factores de riesgo como la edad o la presencia de comorbilidades serian
determinantes mayores de severidad y muerte frente al COVID-19 en RTOS que
factores relacionados con el trasplante en si, como pudiesen ser el tipo de érgano
trasplantado, la inmunosupresion sostenida y el tiempo transcurrido desde el trasplante.
Un caso un tanto diferente es el de los pacientes con ERC, en particular aquellos en
dialisis cronica, ya que presentan alteraciones inmunolégicas asociadas al fallo renal
que los predisponen a formas mas graves de la enfermedad por COVID-19. Ademas,
se debe tener presente que la poblaciéon de RTOS y PDC suele tener mayor proporciéon
de individuos que presentan factores de riesgo conocidos para desarrollar COVID-19
severa y morir debido a la enfermedad. Todo esto explicaria que las tasas de ingreso a
Unidades de Cuidados Intensivos y muertes debido a la infeccién por SARS-CoV-2,
fuera significativamente superior en estos grupos comparado con la poblacién general,

tanto a nivel global como en nuestro pais.

A esto se le suma que en los individuos inmunosuprimidos infectados por SARS-CoV-2
se ha demostrado una liberacion de particulas virales extendida en el tiempo y una
mayor posibilidad de generacion de variantes virales, debido a que el control ejercido
por la inmunidad en estos pacientes es parcial, lo cual puede tener consecuencias tanto

a nivel individual como comunitario.

Por estas razones, los pacientes inmunosuprimidos fueron una poblacion de particular
interés para la aplicacion de vacunas contra el COVID-19 y han sido priorizados en las
campafas de vacunacion. Si bien en general la vacunacion esta recomendada en

pacientes inmunosuprimidos, excepto para las vacunas a virus vivo atenuado, la
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inmunogenicidad de las vacunas es menor en estos pacientes que en la poblacion
general, por lo que pueden requerir de dosis mayores o adicionales para alcanzar los
mismos niveles de proteccion. En nuestro pais, y al igual que en diversas partes del
mundo, se aplicé en esta poblacion un régimen de vacunacion inicial idéntico que el
empleado en adultos inmunocompetentes: dos dosis de CoronaVac espaciadas 28 dias
para aquellos menores de 65 afios, y dos dosis de BNT162b2 espaciadas 28 dias para

aquellos mayores de 65 afios o personal de la salud.

Hoy en dia, multiples estudios han mostrado una respuesta subodptima a la vacunacion
en RTOS y PDC3%®, Mientras que la tasa de seroconversion para RTOS después de la
inmunizacién primaria en general es menor al 58%, existen resultados heterogéneos
dependiendo del tipo de érgano trasplantado, la vacuna empleada y las caracteristicas
de la cohorte analizada®®®. Nuestros resultados muestran una tasa de seroconversion
en TR de 27,8% con CoronaVac y de 36,5% con BNT162b2, y en TH de 36,5% con
CoronaVac y de 72,7% con BNT162b2. En el caso de los PDC, si bien las tasas de
seroconversion reportadas internacionalmente son similares a las de la poblacion
general, los niveles de anticuerpos alcanzados luego de la vacunacion primaria son
significativamente mas bajos. Nuestros resultados van también en este sentido, con una
tasa de seroconversion de 81,3% luego de la vacunacion con CoronaVac y 90,4% con
BNT162b2. En todos los casos el grupo control presentd una tasa de seroconversion
del 100% para ambas vacunas, con niveles de anticuerpos significativamente mas altos
en aquellos inmunizados con BNT162b2 comparado con los que recibieron un esquema

primario con CoronaVac.

Basado en las revisiones sistematicas y metaanalisis disponibles a agosto de 2023, las
tasas de respuesta inmune humoral frente a la vacunacion primaria contra COVID-19
en TH varian entre 47,5% y 86,4%33. En un metaanalisis que se focaliza exclusivamente
en TH y evalua anticuerpos especificos contra la proteina S o neutralizantes, encuentran
que este grupo tiene una tasa de seroconversion menor que la poblacién no
trasplantada, con una respuesta inmune humoral promedio del 70% (IC 95% 68-77%)
luego de la segunda dosis de vacuna (ARNm, vector viral o inactivada)®®®. Al momento
de realizar nuestro trabajo en TH, existian muy pocos reportes de respuesta a la
vacunacion con BNT162b2 en esta poblacion, y no se disponia de informacion respecto
a qué sucedia cuando se empleaban vacunas a virus inactivado. En el correr del 2022,

un trabajo en TH realizado en China mostré una tasa de seroconversion de 17,14% en
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TH un mes luego de la vacunacion con CoronaVac®®, en otro trabajo reportaron que un
34,78% de los TH participantes vacunados con CoronaVac o BBIBP-CorV presentaban
una reaccion positiva para la presencia de anticuerpos neutralizantes anti-SARS-CoV-
240y en un estudio realizado en México un 76,9% de positividad luego de la
inmunizacion con CoronaVac8. Para las vacunas a ARNm los metaanalisis disponibles
reportan tasas de seroconversion en TH en el rango del 60-70%, cercano a lo observado
por nosotros35339%401402 - A pesar de la gran variabilidad de resultados encontrados,
existe acuerdo con respecto a que los TH presentan menores tasas de respuesta y
niveles mas bajos de anticuerpos frente a la vacunacion primaria que la poblacion
general. También existe consenso respecto a que los TH muestran tasas de
seroconversion y niveles mas altos de anticuerpos especificos luego de la vacunacion
contra COVID-19 que los receptores de trasplante de otros drganos solidos, como ser
los TR.

Con respecto a la eficacia de una tercera dosis de vacuna contra COVID-19 en esta
poblacion, hallamos un Unico metaanalisis que incluye tres estudios observacionales
con 151 TH, el cual reportd una tasa de seroconversion del 88% (IC 95% 58-98%)403.
En nuestra cohorte encontramos que luego de la aplicacién de un esquema de
vacunacion completo con BNT162b2 (2 dosis) en aquellos TH inmunizados inicialmente
con CoronaVac, la tasa de seroconversion fue del 76,9%, contra un 30,8% luego de la
vacunacion primaria en estos mismos pacientes, destacandose un efecto positivo de la
revacunacion en este grupo, pero planteando también que a pesar de esto hay un
conjunto de pacientes que no desarrollan anticuerpos a niveles detectables. Similar a lo
observado en los TR, los TH que presentaban anticuerpos luego de la inmunizacion
primaria, alcanzaron niveles de anticuerpos significativamente mas altos luego de la
administracion de dosis de refuerzo que aquellos que no mostraban una respuesta
humoral inicial. Dado el pequefio numero de TH con tres dosis de BNT162b2 (n=4) en
nuestra cohorte, no podemos sacar conclusiones respecto a la ventaja o no de un

esquema de vacunacion heteréloga en esta poblacion.

Un elemento central para lograr incrementar la respuesta a la vacunacion contra COVID-
19 en los RTOS, es comprender cuales son los factores que predisponen a la no
respuesta. En este sentido el régimen de inmunosupresién empleado aparece como un
factor de relevancia en muiltiples trabajos®¥. Los estudios que reportan los efectos del

uso de corticoesteroides en la respuesta a la vacunacion contra COVID-19 en RTOS
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son variables®’. En nuestros trabajos no encontramos diferencias significativas
asociadas al uso de corticoesteroides. La aplicacion de terapias de induccién, incluido
el uso de alemtuzumab, timoglobulina, basiliximab y rituximab, se asocian tipicamente
con bajas tasas de seroconversidon y menor respuesta de anticuerpos luego de la
vacunacion contra COVID-19, siendo responsables, al menos en parte, de la respuesta
disminuida que se observa en los pacientes recién trasplantados comparado con
aquellos que ya llevaban mas tiempo desde el trasplante3¥’. En este sentido, también
encontramos una asociacion entre el tiempo transcurrido desde el trasplante y la
respuesta de anticuerpos generada frente a la vacunacion. En el caso de los TH, de los
8 pacientes que se encontraban en el primer afio post-trasplante, 7 fueron negativos
para la presencia de anticuerpos luego de la vacunacion primaria, aunque esta
asociacion no fue significativa, seguramente debido al bajo nimero de pacientes en esta
situacion. En el caso de lo TR los pacientes que presentaban anticuerpos luego de la
aplicacion de dos dosis de vacuna presentaban un tiempo desde el trasplante
significativamente mayor que en los que no se observo respuesta. Solo 3 pacientes TR
se encontraban bajo tratamiento con rituximab, siendo todos seronegativos, y 38 con
timoglobulina, de los cuales 29 no presentaron niveles de anticuerpos detectables
después de la vacunacion primaria. La menor respuesta a la vacunacion en etapas
tempranas luego del trasplante parece en nuestro caso estar mas asociada a la
utilizacion de dosis mas altas de inmunosupresores y terapia de triple inmunosupresion

que al tipo de agente empleado.

Dentro de los regimenes de mantenimiento, el uso de azatioprina e inhibidores de
calcineurina se han asociado con una baja respuesta de anticuerpos frente a la
aplicacion de dos dosis de vacunas de ARNm en RTOS333%  E| uso de micofenolato
de mofetilo, particularmente en altas dosis y en regimenes de triple inmunosupresion,
se asocia fuertemente con menores tasas de seroconversion y una respuesta humoral
mas débil a la vacunacién contra COVID-19 en RTOS3¥. Esto concuerda con lo
observado por nosotros para ambos grupos de trasplantados y frente a la aplicacion de
distintos esquemas de vacunacion. En el caso de los TR, los pacientes que se
encuentran bajo tratamiento con esta droga no presentan anticuerpos luego de la
aplicacion de dosis de refuerzo, o lo hacen recién después de una tercera o cuarta dosis,
siendo ademas un predictor de niveles menores a 264 BAU/ml de 1gG anti-RBD. En este
contexto, aparece como una alternativa interesante el uso de everolimus, el cual en
nuestra cohorte de TR se ha asociado a mayores tasas de seroconversion, tanto frente

a la vacunacion primaria como a la aplicacion de dosis extras. En otro trabajo se reporto
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una tasa de seroconversion del 100% en RTOS bajo tratamiento con everolimus
comparado con 38% para micofenolato de mofetilo, y niveles mas altos de anticuerpos
luego de 3 dosis de vacuna. En conclusiéon, parece claro que el nivel de
inmunosupresién y la terapia empleada tiene un impacto significativo en la respuesta a
la vacunacion contra COVID-19 en RTOS, planteandose el cambio temporal de los
farmacos utilizados como una posible intervencion para mejorar la inmunogenicidad de
las vacunas en aquellos pacientes no respondedores. Si bien en nuestras cohortes no
predomina el uso de agentes depletantes de linfocitos, parece interesante conocer qué
sucede con la respuesta a las vacunas en pacientes uruguayos que se encuentran bajo

tratamiento con rituximab, por ejemplo.

Otro factor que encontramos asociado a una respuesta disminuida a la vacunacion,
tanto en trasplantados como en pacientes en dialisis, es una menor tasa de filtrado
glomerular, indicador de enfermedad renal, la cual se asocia tipicamente a una
respuesta inmunoldgica disminuida. En linea con esto, también encontramos una
asociacion entre un menor recuento linfocitario y una peor respuesta a la vacunacion
primaria en TR, y aunque no significativo, la misma tendencia frente a la aplicacién de
dosis de refuerzo en este grupo. En un trabajo publicado recientemente, donde se
profundizé en la caracterizacion de poblaciones celulares del sistema inmune,
mostramos que un numero bajo de células B memoria que presentaban cambio de clase

se asociaba a la no respuesta de anticuerpos en nuestra cohorte de TR (Anexo |-8.4).

Como se mencion6 anteriormente, la enfermedad renal se asocia al fendmeno de
inmunosenescencia acelerada, por lo que la “edad inmunoldgica” puede ser mayor que
la edad numérica y un mejor predictor de una menor respuesta a la vacunacién. En el
caso de los TR la edad numérica se encontré como un factor predictor de peor respuesta
a las vacunas contra COVID-19. Se ha reportado que la poblacion afiosa presenta una
respuesta subodptima frente a la vacunacion contra COVID-19 que decae mas
rapidamente con el tiempo, reforzando la idea de que un sistema inmunitario envejecido

puede dictar la respuesta o no la vacunacion*®,

En este trabajo se analizé Unicamente la respuesta inmune humoral inducida por la
vacunacion. Si bien la generacion de anticuerpos parece ser un buen correlato de

proteccion inmunoldgica frente a la infeccién por SARS-CoV-2, la inducciéon de una
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respuesta inmune celular se ha asociado con un riesgo menor de desarrollar formas
graves de la enfermedad. En este sentido, algunos trabajos reportan la generacion de
linfocitos T especificos en respuesta a la vacunacion contra COVID-19 incluso en
individuos que no presentan niveles detectables de anticuerpos*®>4%7. Estudiar la
respuesta inmune celular estimulada por los diferentes regimenes de vacunacién en
estos grupos hubiese sido un excelente complemento para abordar el problema en su

completitud.

Mas alla de los resultados obtenidos, que permitieron conocer la realidad nacional en
cuanto a la respuesta inmunitaria generada frente a la vacunacion contra COVID-19 en
poblaciones vulnerables, y que sirvieron de insumo para la implementacién de politicas
de vacunacién durante la pandemia por SARS-CoV-2 en nuestro pais, es relevante
destacar que este tipo de trabajos ponen de manifiesto las capacidades de las cuales
dispone el Uruguay, cuando se trabaja en conjunto, para abordar y dar seguimiento a

problemas de salud publica desde la soberania nacional.
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 Conclusiones

A partir del trabajo conjunto de un grupo de investigadores de la UdelaR y el IP
Montevideo se desarrollaron tres versiones de un ensayo seroldgico de tipo ELISA
indirecto para la deteccion cualitativa o cuali/cuantitativa de anticuerpos de tipo IgG
dirigidos contra el RBD de la proteina S del SARS-CoV-2 en muestras de suero o plasma
humano (COVID-19 IgG ELISA UY, COVID-19 IgG ELISA UY 2.0 y COVID-19 IgG
QUANT ELISA), los cuales fueron llevados a un formato de kit comercial por la compafia

ATGen y validados para su utilizaciéon por el DLSP.

El ensayo COVID-19 IgG ELISA UY 2.0, basado en el antigeno RBD producido en
células de insecto en nuestro laboratorio, mostré una alta sensibilidad y especificidad,
88.6% (IC 95% 84,8%-91,7%) y 99,3% (IC 95% 97,6%-99,9%), con una capacidad
diagnostica similar e incluso superior a la de otros ensayos comerciales ampliamente
utilizados, para muestras obtenidas a partir de los 8 dias del comienzo de sintomas.
Ademas, se encontré una correlacion estadisticamente significativa entre el resultado
de este ensayo expresado en ratio M/CO vy la capacidad de los sueros de inhibir la

interaccion entre el RBD y ACE2 en un ensayo de tipo sVNT.

Este ensayo se adaptd para generar una version cuantitativa (COVID-19 1IgG QUANT
ELISA) a partir de la utilizacion del estédndar internacional de inmunoglobulinas anti-
SARS-CoV-2 y un panel de muestras de referencia del NIBSC permitiendo expresar los
resultados de niveles de anticuerpos en BAU/ml. Para este ensayo también se demostro
una buena correlacion entre los niveles de IgG anti-RBD expresados en BAU/ml y los
niveles de anticuerpos neutralizantes presentes determinados mediante un ensayo

sVNT cuantitativo.

Estos ensayos de ELISA mostraron también una buena performance en territorio siendo
exitosamente utilizados para la realizacion de ensayos de seroprevalencia,
conformacion de un banco de plasma convaleciente COVID-19 y monitoreo de la
respuesta inmune humoral desarrollada en pacientes en respuesta a la infeccion por
SARS-CoV-2.
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El ensayo COVID-19 IgG QUANT ELISA también fue utilizado para la cuantificacion y
seguimiento en el tiempo de la respuesta de anticuerpos especificos en respuesta a la
vacunacion contra COVID-19 en diferentes grupos, favoreciendo la toma de decisiones

de salud publica basadas en evidencia propia.

Luego de la vacunacion con dos dosis de CoronaVac o BNT162b2 se encontré un 100%
de seroconversion en la poblacion general. En el caso de pacientes inmunosuprimidos
este porcentaje fue menor, con tasas de seroconversion global del 29% en TR, 41,2%
en TH y 85,9% en PDC. Las tasas de seroconversion tendieron a ser mas altas en
aquellos inmunizados con BNT162b2 que en los que recibieron CoronaVac, 36,5% vs.
27,8% en TR, 72,7% vs. 36,5% en TH y 90,4% vs. 81,3% en PDC.

Los niveles de anticuerpos alcanzados luego de la vacunacién fueron menores en los
vacunados con CoronaVac en comparacion con los que recibieron BNT162b2 para
todos los grupos, y a su vez fueron inferiores en los trasplantados y pacientes en didlisis
comparado con la poblacion general. La media de anticuerpos en aquellos que
recibieron BNT162b2 fue del 173 BAU/ml en TR, 66 BAU/mlen TH, 442 BAU/ml en PDC
contra 3179 BAU/mI en el grupo control; y en el caso de CoronaVac de 29 BAU/ml en
TR, 2 BAU/ml en TH, 83 BAU/ml en PDC y 403 BAU/ml en la poblacién general. Estos
resultados sostenian la nociéon de que estos grupos de pacientes necesitaban de un
régimen de vacunacion especial contra COVID-19y se decidi6 