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RESUMEN

El nuevo coronavirus SARS-CoV-2 produce la enfermedad infecciosa
denominada COVID-19, la cual ha provocado una pandemia aun persistente a
nivel mundial. La comunidad cientifica ha trabajado por desarrollar vacunas que
sean eficaces en conferir proteccion inmunoldgica en funcién de inducir la
produccion de anticuerpos, por ejemplo, dirigidos contra el Dominio de Union al
Receptor de la Proteina Spike (S-RBD) SARS-CoV-2 que coordina su entrada en
las células del huésped. Actualmente en Chile se inici6 una campafa de

vacunacion, siendo las vacunas BNT162b2 y CoronaVac las mas utilizadas.

El objetivo de esta investigacion fue determinar los niveles de anticuerpos 1gG
anti S-RBD SARS-CoV-2 en individuos vacunados con la segunda dosis de las

vacunas BNT162b2 o CoronaVac, en la Region del Biobio, Chile.

La determinacion fue realizada para 75 individuos en el Laboratorio Clinico
PreveGen, Concepcibn, los cuales fueron clasificados en dos grupos de estudio
segun la vacuna recibida, donde 21 individuos fueron vacunados con la vacuna

BNT162b2 y 54 individuos con CoronaVac.



Los niveles de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-2 en individuos
vacunados con BNT162b2 fueron significativamente mayor en comparacion a los
niveles alcanzados con la vacuna CoronaVac; mediana 100,00 (59,50 - 100,0)
UA/mL y 20,74 (8,96 - 40,82) UA/mL, respectivamente. Ademas, se determiné
que la edad y el género no muestran diferencias significativas en los niveles de
estos anticuerpos alcanzados, dentro de un mismo grupo de vacunados, pero si

disminuyen significativamente en el tiempo.

En conclusién, los individuos vacunados con BNT162b2 presentaron mayores
niveles de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-2, sin influencia de la edad y

género.



ABSTRACT

COVID-19 is caused by a novel coronavirus named SARS-CoV-2 which has
caused a persistent worldwide pandemic. The scientific community has worked to
develop an effective vaccine to provide immune protection by inducing the
production of antibodies, for example, directed against the SARS-CoV-2 Spike
Protein Receptor Binding Domain (S-RBD) that coordinates its entry into host
cells. Now in Chile, have begun a vaccination campaign, using mostly the

BNT162b2 and CoronaVac vaccines

The aim of this study was determining the levels of anti-S-RBD SARS-CoV-2 IgG
antibodies in individuals vaccinated with the second dose of the BNT162b2 or

CoronaVac vaccines, in the Biobio Region, Chile.

It was determinated for 75 individuals at the PreveGen Clinical Laboratory,
Concepcion, who were classified into two study groups according to the vaccine
received, where 21 individuals were vaccinated with the BNT162b2 vaccine and

54 individuals with CoronaVac.

xi



The levels of anti-S-RBD SARS-CoV-2 IgG antibodies in individuals vaccinated
with BNT162b2 were significantly higher compared to the levels achieved with the
CoronaVac vaccine; median 100.00 (59.50 - 100.0) AU / mL and 20.74 (8.96 -
40.82) AU / mL. Furthermore, it was found that age and gender do not produce
significant differences within the same study group, and the levels of these

antibodies decrease significantly over time.

In conclusion, individuals vaccinated with BNT162b2 presented higher levels of

anti-S-RBD SARS-CoV-2 IgG antibodies, without influence of age and gender.

xii



1. INTRODUCCION

Actualmente se esta viviendo una emergencia a nivel mundial en la salud publica
debido a la apariciébn de una enfermedad respiratoria severa producida por el
Coronavirus del Sindrome Respiratorio Agudo Severo 2 (SARS-CoV-2),
denominada como la enfermedad por coronavirus (COVID-19) (Naqvi et al.,
2020). Los primeros casos fueron documentados en Wuhan, China, a finales de
Diciembre de 2019, expandiéndose rapidamente por los paises del Sudeste
Asiatico y luego por el resto del mundo (Li et al., 2020). Este virus se caracteriza
por presentar una estructura similar a aguellos coronavirus responsables de otras
pandemias que han sido controladas en el pasado, tales como el Coronavirus del
Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS-CoV) en el 2003 (Peiris J. S., 2003)
y el Coronavirus del Sindrome Respiratorio de Medio Oriente (MERS-CoV) en
2013 (Hajjar et al., 2013), que surgieron como enfermedades infecciosas
emergentes, sin embargo, no comparten su mismo tratamiento (Chen et al.,
2020). Los coronavirus pertenecen a un grupo de virus de la familia Coronaviridae
del orden Nidovirales que se clasifican en 4 géneros a, 3, y y 0, donde los
coronavirus a y B son capaces de infectar mamiferos, y sélo a las aves y & que

infecta ambas clases de animales (Wu et al., 2020).



Este grupo de virus se caracteriza por presentar envoltura, genoma ARN
monocatenario positivo y por producir una infeccion zoonética, que es patégena
para humanos y otros organismos vertebrados (Chathappady et al., 2021), y
puede afectar el sistema nervioso central, hepatico, gastrointestinal y respiratorio

(Lofti et al., 2020)

La aparicion de esta enfermedad en la poblacion, en un principio fue confundida
con un brote de neumonia en Wuhan, China debido a que los pacientes
presentaban manifestaciones clinicas moderadas como tos, fiebre, disnea, fatiga
y sugerencia de neumonia por radiografia toracica, (Huang et al., 2020), sin
embargo, el agente etioldgico era desconocido, por lo tanto, urgentemente nacio
el interés por identificarlo. De esta manera el Centro Chino para el Control y
Prevencion de enfermedades (CCPEEU) se dirigié a la localidad de Wuhan,
China, para realizar el muestreo donde se recolectaron muestras de lavado
broncoalveolar. Estas fueron comparadas con muestras de pacientes con
neumonia de origen conocido del Hospital de Beijing, China y luego fueron
procesadas con un kit de extraccion de acidos nucleicos para luego realizar un
RT-PCR en tiempo real que permite la identificacion de 22 patégenos, entre ellos
18 virus y 4 bacterias, sugiriendo la presencia de un coronavirus tipo B (Zhu et

al., 2020).



Posteriormente el agente etiolégico se aislé y se secuencié el genoma viral,
determinandose que correspondia a un nuevo virus de tipo coronavirus 3
denominado SARS-CoV-2 y que para su identificacion como agente etioldgico se
requeria el uso de técnicas de biologia molecular como RT-PCR en tiempo real,
la cual es una técnica sensible y especifica (Zhou et al., 2020). Por lo tanto, el
agente etioldgico de la pandemia actual se trata de un Coronavirus 3 que en la
naturaleza presenta un reservorio animal que aun es de origen desconocido, pero
se especula que proviene de los murciélagos de la especie Rhinolophus affinis
de donde se han podido muestrear coronavirus 3, por ejemplo, el coronavirus
RaTG13 que posee una identidad de 96% con el SARS-CoV-2 aislado en Wuhan,
China, al inicio de la pandemia, en el momento que se aisl6 este nuevo

coronavirus por primera vez (Andersen et al., 2020).

1.1Manifestaciones clinicas leves, moderadas y criticas

Esta enfermedad infecciosa ha sido de rapida propagacion, llegando a causar
una emergencia en la salud publica de caracter mundial y debido a esto la
Organizacion mundial de la Salud la declaré una nueva pandemia (OMS., 2020),
gue provoco en alrededor de un mes, Enero de 2021, la infeccion de personas
de mas de 212 paises afectados por la enfermedad COVID-19 (OMS., 2020).

Esto ocurrio debido a que el agente etiologico es un patégeno altamente



transmisible por contacto estrecho a través de gotas de aerosol provenientes de
la cavidad oral de pacientes contagiados y que sigue extendiéndose por el
mundo, superando las cifras de los coronavirus que afectaron décadas anteriores
(Liu et al., 2020). Las manifestaciones clinicas de los pacientes infectados por el
virus SARS-CoV-2 son variadas y se manifiestan como cuadros asintomaticos,
leves, severos o criticos, que podrian llegar a requerir hospitalizacion (Srivastava
y Grupta, 2020; Guan et al., 2020), aunque el mayor nUmero de pacientes se
concentra en el grupo de asintomaticos y manifestaciones clinicas leves (Oran 'y

Topol, 2021).

Segun los resultados obtenidos por la plataforma virtual China que tiene como
nombre “Virtual Outpatient Management Clinic” (VOMC), creada para evitar el
colapso de los centros de salud en ese pais, se identifica que entre las principales
manifestaciones clinicas producidas por el COVID-19, en el grupo de pacientes
que no requieren hospitalizacion, se encuentran la tos, pérdida de olfato y gusto,
dolor de cabeza, mialgias y congestion nasal (Berqquist et al., 2020),
perteneciendo al grupo de las manifestaciones clinicas leves. La sintomatologia
es inespecifica para la infeccion, y puede progresar a un cuadro critico que cursa
con hipoxemia, disnea, sindrome de dificultad respiratoria aguda, insuficiencia
organica mdultiple e incluso la muerte (Chen et al.,, 2020) en este grupo los

pacientes con dificultad respiratoria ingresan a las salas de unidades de cuidados



intensivos, entre los cuales hasta el 88% de los pacientes pueden requerir
ventilacion mecéanica invasiva (Grasselli et al., 2020), haciendo que las personas
se vuelvan mas susceptibles a sufrir neumonias producto de Infecciones
Asociadas a la Atencién de Salud (IAAS) (Maes et al., 2021). Sin embargo, se
han podido identificar determinadas caracteristicas clinicas como factores de
riesgo para el agravamiento de las manifestaciones clinicas de esta enfermedad
gue, aumentan significativamente la mortalidad durante la infeccion por el virus
SARS-CoV-2, por ejemplo, edad avanzada, sexo masculino y presentar
comorbilidades tales como diabetes y enfermedades cardiovasculares (Grasselli

et al., 2020).

En Chile, la crisis sanitaria ha estado presente desde la confirmacion del primer
caso de COVID-19, el 3 de Marzo de 2020. El Ministerio de Salud (MINSAL) del
Gobierno de Chile es el organismo encargado de entregar las cifras oficiales y
los informes epidemioldgicos diarios durante la pandemia y hasta el dia 25 de
Marzo de 2021, a nivel nacional, se acumularon 954.762 casos confirmados a
través del test de RT-PCR en tiempo real para SARS-CoV-2 y ademas ocurrieron
un total de 22.524 muertes asociada a esta infeccion, que presentan una mayor
concentracion en ciertas regiones, como son la Region Metropolitana, Biobio y

Valparaiso (MINSAL, 2021).



A nivel nacional, hasta esa fecha, el 85,64% de los pacientes ingresados en la
seccion de Unidades de Cuidados Intensivos se encontraba utilizando un
ventilador mecanico, disminuyendo la disponibilidad de camas criticas como se

muestra en la Tabla | (MINSAL, 2021).

Tabla I. Informe epidemiol6gico especificado por Regién, Plan de accion COVID-
19, 25 de Marzo de 2021, Ministerio de Salud, Gobierno de Chile. Informacién
Epivigila, Epidemiologia y DEIS MINSAL. (A) Casos confirmados totales. (B)
Situacidén de camas de la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI). (C)Situacion Tipo
de ventilacion.

Casos confirmados Casos confirmados  Casos con sospecha
recuperados?® por antigeno* de reinfeccién

Casos activos Fallecidos
confirmados* totales?

Casos confirmados

acumulados

Arica Parinacota 16.955 645 343 15.956 25 7
Tarapacd 27.824 1.050 494 26.271 30 19
Antofagasta 42.261 1.323 849 40.050 146 23
Atacama 13.810 533 168 13.116 16 10
Coquimbo 25.768 1.208 485 24.059 23 9
Valparaiso 61.832 3.817 1.802 56.161 119 18
Metropolitana 404.648 12.571 12.632 379.119 1.040 207
O’Higgins 36.396 1.885 864 33.641 141 18
Maule 51.172 2.699 963 47.501 810 28
Nuble 20.309 1.043 390 18.879 46 20
Biobio 90.942 5.213 1.486 84.184 186 50
Araucania 51.417 2.727 630 48.041 538 17
De los Rios 25.930 1.833 286 23.813 93 13
De los Lagos 59.151 1.819 761 56.547 116 21
Aysén 3.412 99 26 3.290 5 1
Magallanes 22.889 234 344 22.299 5 11
Desconocida 46 0 1 46 0 0
954.762 38.699 22.524 892.973 3.339 a7n2
B Total de camas criticas JERYEI ' Camas criticas disponibles 182 | (Camas criticas ocupados | 3.336
C Tipo de ventilacion # pacientes % total
En ventilacién mecanica 2.069 85,64%
Sin ventilacion mecanica 347 14,36%
Total 2.416 100%
* Pacientes reportados durante el dia anterior de forma agregada, UGCC

Este escenario se ha mantenido hasta Diciembre de 2021, aumentando los casos

confirmados acumulados y fallecidos totales a nivel nacional (MINSAL, 2021).



1.2 Mecanismo de patogenicidad

El virus SARS-CoV-2 posee un genoma de 30.000 nucledtidos que codifican para
cuatro proteinas estructurales que se muestran en la Figura 1A, las cuales son la
proteina de la nucleocapside (N), proteina de membrana (M), proteina Spike (S)
y la proteina Envelop (E), junto con otras proteinas no estructurales, por ejemplo,
las proteinas del complejo de replicacion/transcripcion (Poma y Kolandaivel,
2020). El mecanismo de entrada y replicacién viral se observa en la Figura 1B,
donde se muestra que la proteina Spike (S), que posee dos subunidades
asociadas al reconocimiento celular y fusion de membranas, encargadas de
coordinar la adherencia al receptor “Enzima Convertidora de Angiotensina 2”
(ACE2), una proteina de membrana que se expresa ampliamente en las células
del organismo humano, entre ellas, células pulmonares, donde el virus realiza su
primera entrada (Li, M et al., 2020). Luego ocurre la formacion de un endosoma
que a traves de la fusion con vesiculas lisosomales, se promueve la liberacion
del genoma viral en el citoplasma de la célula huésped donde realizara la

replicacion y transcripcion viral.

Finalmente, las proteinas virales se sintetizan en el citoplasma, se ensamblan
en el reticulo endoplasmico y se obtienen los nuevos viriones que seran liberados

por exocitosis y lisis celular, desencadenando la respuesta inmunologica.

7



Ademas, la produccion viral actia como un agente estresor celular, que a través
de determinados mecanismos, aun no bien elucidados conduce a la muerte

celular mediante apoptosis y necroptosis, asociada a la activacion de la caspasa-

8 (Li, M., 2020).
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Figura 1: (A)Estructura. (B) Mecanismo de patogenicidad del virus SARS-CoV-
2 mediante la entrada del a virus a través de la interaccion de la proteina Sy el
receptor “Enzima convertidora de angiotensina 2” (ACE2).

La patogenia de la infeccion por SARS-CoV-2 se manifiesta en humanos,
principalmente como sintomas respiratorios, debido a la capacidad del virus
SARS-CoV-2, de replicarse en las células epiteliales del tracto respiratorio, que
luego migra hacia los alveolos y pulmones, desencadenando la respuesta

inmunoldgica que comienza con un proceso inflamatorio (Brosnahan et al., 2020).



1.3 Respuesta inmunolégica innata frente al virus SARS-CoV-2

En el huésped, la progenie viral que es liberada luego de la muerte celular, se
desencadena la respuesta inmunoldgica innata, que corresponde a la primera
linea de defensa frente a microorganismos, en este caso el virus SARS-CoV-2.
En esta respuesta inmunolégica innata, participan fagocitos como neutrdfilos,
monocitos, macréfagos, células dendriticas y proteinas plasmaticas como el
sistema del complemento, citocinas y receptores celulares, que buscan detener
la propagacion del agente etiologico y activar una respuesta inflamatoria (Alberts
et al., 2002). El dafio tisular asociado a la apoptosis y necroptosis inducida por
el virus, promueven la sintesis de citoquinas proinflamatorias tales como el Factor
de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), Interleucina 1 (IL-1) e Interleucina 6 (IL-6)
(Abbas et al., 2015) y la liberacién de contenido citoplasmatico y progenie viral.
Sin embargo esta respuesta inflamatoria también puede ser activada debido a la
estimulacion de los Receptores de Reconocimiento de Patrones (RRP) debido a
la entrada del virus SARS-CoV-2 en las células que infecta, mediante la
activacion de Receptores de Tipo Toll (TLR), Proteina inducible por Acido
Retinoico (RIG-1) y la Proteina asociada a la diferenciacion de Melanoma
(MDADb), que activaran cascadas de fosforilacion y posteriormente a los factores
de transcripcion IRF3 y NF-kB para promover la produccién de citoquinas

proinflamatorias (Harrison et al., 2020). De esta manera se produce interferén



tipo | (IFN-I) para entregar una respuesta antiviral e interleucinas proinflamatorias

como Interleucina 6 (IL-6) e Interleucina 12 (IL-12) (Zhou et al., 2017).

Esta respuesta promueve la inhibicibn de la replicacién viral en células
infectadas, el reclutamiento de fagocitos y el aumento de la expresion del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad tipo | y Il (MHC 1y Il), y asi potenciar la
presentacion antigénica en células infectadas con el virus y también coordinar la
progresion de la respuesta inmunoldgica hacia la respuesta inmune adaptativa.
Sin embargo, se ha observado que durante la respuesta inmunolégica innata por
la infeccion por SARS-CoV-2, existe la evasion de la respuesta de IFN-I, debido
a la expresion de las Proteinas No Estructurales 1y 6, que inhiben su produccion
(Xia et al., 2020). Por lo tanto, se mantiene la replicacion viral junto con la
produccion de citoquinas proinflamatorias en respuesta al dafio tisular,
manteniendo una reaccién inflamatoria junto con el reclutamiento de leucocitos,
dando paso al evento conocido como “tormenta de citoquinas” (Behrens y
Koretzky, 2017), empeorando las manifestaciones clinicas de la enfermedad
(Hojyo et al., 2020). Por lo tanto, se ha propuesto que la respuesta inmunolégica
innata es interrumpida en el progreso hacia la respuesta inmunolégica adaptativa
debido a la respuesta inflamatoria sostenida en el tiempo, puesto que las
citoquinas proinflamatorias aumentan significativamente durante la infeccién por

el virus SARS-CoV-2 (Ahmadpoor y Rostaing, 2020; Qin et al., 2020).
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1.4. Respuesta inmunolégica adaptativa frente al virus SARS-CoV-2

La respuesta inmunologica adaptativa frente a agentes patégenos esta mediada
por células, por ejemplo, células Presentadoras de Antigeno profesionales (CPA),
linfocitos B y linfocitos T, junto con subpoblaciones y diferentes estados de
maduraciéon de éstas mismas, y ademas por sefiales coestimuladoras (Kawabe
et al., 2011). Durante la infeccién por el virus SARS-CoV-2, esta respuesta se
lleva a cabo mediante la fagocitosis e internalizacion del virus SARS-CoV-2 junto
con la posterior presentacion antigénica en el contexto del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad que permite la diferenciacion de estas células, ya sean

linfocitos B y T, inmaduros.

Esto conlleva a que los linfocitos T citotéxicos (CD8*) inmaduros, sean activados
a través del Receptor de linfocitos T (TCR), que reconoce cualquier célula
nucleada que presenta antigenos peptidicos a través del Complejo Mayor de
histocompatibilidad I (MHC 1), (Rock y Goldberg, 1999) siendo capaces de
reconocer células infectadas que no presentan antigenos propios, sino que
presentan antigenos virales, y de esta forma, promueven su destruccion a través
de la transcripcién de genes que permiten la formacién y liberacién de lisosomas

gue contienen perforinas y granzimas, que destruiran a las células infectadas por
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el virus SARS-CoV-2, como mecanismo de eliminacion del virus en su estadio

intracelular (Peters et al., 1991).

Por otro lado, debido a la presentacion antigénica viral de las Células
Presentadoras de Antigenos (CPA), en el contexto del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad 1l, se promovera la diferenciacion de los linfocitos T
cooperadores (CD4%) inmaduros en linfocitos T cooperadores (CD4*) de tipo 1
(Thl) (Komastu et al., 1998), para llevar a cabo la respuesta inmunolégica T
dependiente que estimula la diferenciacion y maduracion de los linfocitos B
(Geisberger et al., 2006). De esta manera los linfocitos B maduros proliferan y
realizan el proceso de expansion clonal, formando centros germinales en los
organos linfoides periféricos, donde se diferencian a linfocitos B de memoria y
células plasméticas capaces de producir anticuerpos de alta afinidad contra el
agente viral (Hamel et al., 2012). Asi ocurre la respuesta inmunolégica primaria
durante la primera exposicion al agente etiolégico, donde las células plasméticas
secretan principalmente anticuerpos de Clase IgM, mientras que los linfocitos B
de memoria de esta etapa, poseen una corta vida media y se almacenan en los
organos linfoides (Sathe et al.,, 2021). En paralelo se activaran linfocitos B
maduros que realizaran el cambio de clase en la sintesis de anticuerpos, en la
respuesta inmunoldgica T dependiente, sintetizando anticuerpos de clase IgG

debido al antigeno viral involucrado (Abbas et al., 2015).
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Por lo tanto, existe un recambio en la presencia de anticuerpos en sangre entre
anticuerpos de clase IgM e IgG, lo que se conoce como cinética de
seroconversion que inicia desde la respuesta inmunoldgica primaria (Qin et al.,

2020).

Sin embargo, durante la recopilacion de datos demograficos y clinicos de 452
pacientes confirmados con COVID-19 del Hospital de Tongji, China, agrupados
en distintos grados de manifestaciones clinicas, se observé que presentaban
linfopenia en sangre periférica a expensas de una disminucion estadisticamente
significativa de linfocitos T, que afectaba principalmente linfocitos T cooperadores
(CD4*) en cada uno de los grupos como se muestra en la Tabla I, los cuales son
fundamentales para la respuesta inmune humoral en la estimulacion de la
produccion de anticuerpos de los linfocitos B. Por otro lado, a nivel periférico, en
los ganglios linfaticos también se han observado estas repercusiones, ya que
existe evidencia de que ocurre la disminucion de la formacién de centros
germinales y células T foliculares (Kanecko et al., 2020), pudiendo afectar la

respuesta inmune humoral a largo plazo.
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Tabla Il. Recuento de linfocitos y subpoblaciones en sangre periférica en pacientes
con manifestaciones clinicas severas y no severas.

Mormal Range  All Patients [H = 44) Honsevers [n=17]  Savers (n=27) P

Lysrgladeyte pakelaty

Teslls + B eells « KR cellaful LI000-33000  E519(413.0 Lo, 2 {365 T416 (3844 32
Teslls = Beells + MEells, % 85.0- 1050 8.5 (1.0] 993 (0] SBE(LY) 8 [
Beells {C0A- DSl S0.0-560.0 ITAT(L41] LOED [L44.¥ LE30 (1405 550
Boells ({03~ LD, % 5.0=18.10 05 (105 LESE]) 218(L27 353
Teells (OD3= COI%-)Mul 955.0=3560.0 5415 (29Q.T, BELE (2303 6L6 [264.7 T
Toells (003= COI%-) % 50.0=840 EL3 (10 B34 (85) GO0 (L0E e x]

Mormal Range  All Patients (N = &44) Nonsevers(n= I7) Severe(n=27) P

Troell sty
Thcells (C03+ Q=L S50.0-1440.0 338611963 4305 [207.5) 2651 [LES0 i)
Thcells (C03+ OO}, % IT0=5L0 383081 ERE IT2 54 314
Ta cells (D03 CD&+]fjl 320.0-17500 1734|1152 20L9(157.0) LE4.T[L1E.5
Ta eells (003 COE+), % 15.0=440 19.618.1 LBSER L En 30
Valor p < 0,05

A pesar de la existencia de estos eventos que obstaculizan la respuesta
inmunoldgica del huésped, existe evidencia de que los pacientes infectados por
el virus SARS-CoV-2, confirmados con un resultado positivo para la prueba de
diagndstico molecular RT-PCR en tiempo real, son capaces de llevar a cabo la
respuesta inmunoldgica humoral, ya que se ha logrado la determinacion de
anticuerpos anti SARS-CoV-2 mediante pruebas seroldgicas, utilizando
inmunoensayos por quimioluminiscencia. Se ha observado, una cinética de
seroconversion entre los anticuerpos de las clases IgM e IgG (Wu et al., 2020),
los cuales pueden estar dirigidos contra la nacleocépside, proteina Spike (S) y el

Dominio de Unidn al Receptor de la proteina Spike (S-RBD) del virus SARS-CoV-

14



2y, son éstos los que presentan una actividad neutralizante significativa sobre la
entrada del virus a las células del huésped mediante el bloqueo de la interaccion
con el receptor “Enzima Convertidora de Angiotensina 2” (ACE2) (Premkumar et
al., 2020). Estos pacientes, desde que son portadores del agente etiolégico y
manifiestan sintomatologia asociada a la infeccion, presentan un aumento
variable en el titulo de anticuerpos IgM anti SARS-CoV-2 durante la respuesta
primaria, que disminuye en el tiempo junto con la carga viral, mientras que desde
la segunda semana existe un aumento del titulo de anticuerpos IgG anti SARS-
CoV-2 que se mantiene en el tiempo (Wu et al., 2020), como se muestra en la

Figura 2.
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Figura 2: Porcentaje de positividad de pacientes para anticuerpos de clase IgM
e IgG anti SARS-CoV-2 y carga viral hasta 32 dias después de la aparicion de
sintomas.
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Estos anticuerpos IgG dirigidos contra las estructuras Nucleocapside, Proteina
Spike y Dominio de Uni6n al Receptor de la Proteina Spike (S-RBD) mantienen
un titulo elevado durante un periodo de 8 meses luego de la infeccion como se
muestra en la Figura 3, sin embargo, tienden a disminuir significativamente en el
tiempo en individuos que se han expuesto al virus SARS-CoV-2 (Hou et al., 2020;
Jin et al.,, 2020), y ademas, se ha observado que se desarrolla memoria
inmunoldgica asociada a linfocitos B y T, mediante el uso marcadores de
fluorescencia, sin embargo, esta respuesta es heterogénea entre los paciente y
es limitada, ya que estas poblaciones celulares también tienden a disminuir, por
lo tanto no se puede asegurar que exista una inmunidad protectora posterior a la

infeccidn y se requiere de investigaciones a largo plazo (Dan et al., 2020).

Se estima que existe un comportamiento similar a la respuesta inmunoldgica
frente a otros coronavirus que son patdgenos para los humanos, que presentan
una memoria inmunoldgica de corta duracion, ya que se ha observado que el
huésped después de 12 meses, de superar la infeccion, es susceptible a

contagiarse de nuevo (Edridge et al., 2020).
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Figura 3: Titulos de anticuerpos IgG anti SARS-CoV-2 en un periodo de 8
meses. (A)Anticuerpos IgG anti nucleocapside. (B)Anticuerpos IgG anti proteina
Spike. (C) Anticuerpos IgG anti Dominio de Unién al Receptor de la proteina
Spike (S-RBD). LOS: Limite de sensibilidad. LOD: Limite de deteccion. p < 0.05

1.5. Vacunas dirigidas contra el SARS-CoV-2

Hasta el inicio del afio 2021, la infeccion por SARS-CoV-2 que produce la
enfermedad COVID-19, sumo6 mas de 100 millones de contagios y ha superado

1 millébn de muertes durante los primeros 6 meses de pandemia, las cuales son
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cifras que siguen en aumento (Dong et al., 2020), lo cual ha provocado la
saturacion de los centros de salud, repercutiendo en la economia de los paises
(Usman et al., 2020). Por lo tanto, se requieren medidas de prevencién de la
transmision de la enfermedad y agravamiento de las manifestaciones clinicas que
eviten su evolucion hacia el sindrome respiratorio agudo y la muerte, por ejemplo,
la aplicacion de vacunas que histéricamente han resultado beneficiosas para la
salud mundial (Orenstein y Ahmed, 2017). Las vacunas tienen como objetivo,
inducir la respuesta inmunolégica humoral sin cursar con la enfermedad que el
agente etiolégico produce, ya que las vacunas son capaces de conferir proteccion
inmunitaria. Existen distintos mecanismos para conferir esta proteccion
inmunitaria como son, vacunas atenuadas, recombinantes, inactivadas o
utilizando acidos nucleicos (lwasaki y Omer, 2020). Para enfrentar la pandemia
actual, hoy se realizan mas de 300 proyectos que buscan disefiar una vacuna
contra el virus SARS-CoV-2 y alrededor de 40 de ellos se encuentran realizando
ensayos clinicos para ser aplicadas en la poblacion posterior a su aprobacion
(Forni et al., 2021). Actualmente el Ministerio de Salud del Gobierno de Chile ha
iniciado una camparia de vacunacion diferida, la cual ha priorizado a la poblacién
de mayor riesgo por edad y/o padecimiento de enfermedades cronicas y se han
administrado en mayor medida, las vacunas BNT162b2 y CoronaVac, aprobadas

por el Instituto de Salud Publica (MINSAL, 2021).
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La vacuna BNT162b2 elaborada por el laboratorio Pfizer-BioNTech, consiste en
una vacuna que contiene el ARN mensajero que codifica para la proteina Spike
SARS-CoV-2, con nucleésidos modificados envueltos en nanoparticulas de
lipidos para ingresar libremente a las células del huésped y promover su
traduccién, induciendo una respuesta inmunolégica, por lo tanto, la produccion
de anticuerpos es especifica contra esta proteina. La produccion de esta
secuencia de ARN mensajero se realiza mediante cultivos de Escherichia coli
que son transformadas con plasmidos de ADN que se utilizan como molde para
la sintesis de ARN mensajero (Xie et al., 2021). Esta vacuna ha sido aprobada
en ensayos clinicos, mostrando una eficacia del 95%. Demostro ser
inmunogénica y segura y, se han reportado solamente malestares a corto plazo
como fatiga, dolor de cabeza y dolor en el lugar de puncién (Polack et al., 2020),
y promover la produccion de elevados titulos de anticuerpos IgG anti Dominio de
Union al Receptor de la proteina Spike (S-RBD) (Sahin et al., 2020). Esta vacuna
se administra via intramuscular, utilizando dos dosis separadas por una ventana

de 28 dias (MINSAL, 2021).
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La vacuna CoronaVac, elaborada por el laboratorio Sinovac Life, corresponde a
una vacuna basada en la administracion del virus SARS-CoV-2 inactivado, por lo
tanto, induce una respuesta inmunolégica, pero es incapaz de replicarse (Gao et
al., 2021). Debido a que la inoculacion involucra la estructura viral completa, la
produccion de anticuerpos no esté dirigida solamente contra la proteina Spike (S)
sino que también contra otros determinantes antigénicos del virus, por lo tanto,

se produciran anticuerpos anti SARS-CoV-2 para cada uno de éstos.

Este virus inactivado, se prepara cultivando la linea celular Vero en un medio de
cultivo con B-propiolactona en presencia del agente etioldégico normal,
desnaturalizando el ARN viral y luego se purifica (Perrin et al., 1995). Esta vacuna
emplea dos dosis con una ventana de 28 dias, se administra via intramuscular y
en ensayos clinicos de fase 1 y 2, ha demostrado ser inmunogénica y segura
para personas desde los 18 afos, buscando prevenir la enfermedad COVID-19
(MINSAL, 2021; Zhang et al., 2021). Ademas, durante el ensayo clinico de la fase
3 en Chile, se determind que esta vacuna induce una respuesta inmune humoral
y celular, junto con un aumento en el titulo de anticuerpos IgG anti Dominio de

Union al Receptor de la proteina Spike (S-RBD) (Bueno et al., 2021)
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En este Trabajo de Investigacion de Internado en Sector Salud realizado en el
Laboratorio Clinico PreveGen, se busca evidenciar como se manifiesta la
respuesta inmune humoral en individuos de la Region del Biobio inoculados con
las vacunas BNT162b2 y CoronaVac, luego de 14 dias de haber recibido la
segunda dosis de estas vacunas, en funcién de la determinacién de los niveles
de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-2 determinados mediante

quimioluminiscencia.
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2. PROBLEMA DE INVESTIGACION

La actual crisis sanitaria requiere la busqueda de estrategias para la prevencion
de la infeccion por SARS-CoV-2 con el fin de solucionar el problema en la salud
publica producido por la enfermedad COVID-19, lo cual ha dado paso a que se
desarrolle una carrera cientifica por crear vacunas contra el virus SARS-CoV-2.
En Chile la campafia de vacunacion ha comenzado, suministrando en la
poblacién en mayor proporcién, las vacunas de los laboratorios Pfizer-BioNTech
y Sinovac Life, BNT162b2 y CoronaVac, respectivamente, pero se desconoce
coémo se manifiesta la respuesta inmune humoral que inducen ambas vacunas,

asociadas a la produccion de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-2.

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudl es la diferencia de los niveles de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-
2 entre los individuos que han recibido la segunda dosis de la vacuna BNT162b2

o CoronaVac de la Region del Biobio, Chile, durante la pandemia COVID-19?
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4. HIPOTESIS

La respuesta inmune humoral asociada a la produccién de anticuerpos IgG anti
S-RBD SARS-CoV-2 es comparable entre individuos que recibieron la segunda

dosis de las vacunas BNT162b2 o CoronaVac.
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5. OBJETIVO GENERAL

Determinar los niveles de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-2 generados
en individuos que hayan recibido la segunda dosis de las vacunas BNT162b2 o

CoronaVac, en la Regién del Biobio, Chile.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar los niveles de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-2 en
muestras de suero de individuos con la segunda dosis de la vacuna

BNT162b2.

2. Determinar los niveles de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-2 en
muestras de suero de individuos con la segunda dosis de la vacuna

CoronaVac.
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3. Comparar la respuesta inmune humoral asociada a los niveles de
anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-2 generados entre individuos que

han recibido la segunda dosis de la vacuna BNT162b2 o CoronaVac.

25



7. METODOLOGIA

7.1. Diseino del estudio

Se realizé un estudio observacional, de corte transversal, de tipo poblacional y

correlacional.

7.2. Ingreso de muestras

En este trabajo de Investigacion de Internado en Sector Salud se hizo uso de los
resultados de laboratorio de las muestras de individuos que solicitaron la
cuantificacion de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-2 en el Laboratorio
Clinico PreveGen, Concepcién de la Region del Biobio, Chile, dentro del
guehacer analitico propio del laboratorio al utilizar un nuevo Kit de Reactivo,
MAGLUMI™ SARS-CoV-2 S-RBD IgG (CLIA), Shenzhen New Industries
Biomedical Engineering Co., Ltd (Snibe). Ademas, se solicité a los individuos,
completar el Formulario de Notificacion Inmediata 2019-nCOV del Laboratorio
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Clinico PreveGen, Chile, el cual forma parte del protocolo de Laboratorio PCR
COVID-19 solicitado por el Instituto de Salud Publica (ISP), presente en el Anexo
1, donde se hizo uso de datos personales como antecedentes epidemioldgicos
de COVID-19, edad, género, vacuna recibida, fecha de vacunacién y fecha de

ingreso al laboratorio.

7.3. Criterios de inclusion y exclusion

Dentro de los Individuos que solicitaron la cuantificacién de anticuerpos IgG anti
S-RBD SARS-CoV-2 se aplicaron criterios de inclusion y exclusion para el uso de
las muestras en el desarrollo de este Trabajo de Investigacién de Internado en

Sector Salud.

Se incluyeron las muestras de los individuos segun los siguientes criterios:

1. Que se hayan vacunado con la segunda dosis de las vacunas BNT162b2
o CoronaVac, posterior a 14 dias de la segunda dosis.
2. Que pertenezcan a la Region del Biobio, Chile.

3. Edad mayor a 18.

27



Se excluyeron las muestras de los individuos segun los siguientes criterios:
1. Sipresentan antecedentes de enfermedad COVID-19.
2. Sison de nacionalidad extranjera.
3. Si padecen enfermedad autoinmune.

4. Sison mujeres embarazadas.

7.4. Clasificacion del grupo de estudio

Las muestras que se recolectaron fueron clasificadas en dos grupos segun la
vacuna recibida por el individuo, informada en el Formulario de Notificacion
Inmediata 2019-nCOV del Laboratorio Clinico PreveGen, Chile presente en el

Anexo 1.

1. Individuos con la segunda dosis de la vacuna BNT162b2 posterior a 14
dias.
2. Individuos con la segunda dosis de la vacuna CoronaVac posterior a 14

dias.
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7.5. Tamano muestral

Se calculé el tamafio muestral del estudio utilizando la férmula del calculo del
tamafio muestral para una poblacion finita presente en el Anexo 2, en funcion de
la poblacion de la region del Biobio, Chile que ha recibido la segunda dosis de
las vacunas BNT162b2 o CoronaVac segun las cifras oficiales del Informe

DEIS/MINSAL (https://www.gob.cl/lyomevacuno/#vacunados) obteniendo un

tamafo muestral de 49 individuos para el grupo de individuos con la segunda
dosis de la vacuna BNT162B2 posterior a 14 dias y un tamafio muestral de 49
individuos para el grupo de individuos con la segunda dosis de la vacuna
CoronaVac posterior a 14 dias, para un nivel de confianza de 95% y un error

maximo tolerable de 10%.

7.6. Obtencidn y preparacion de muestras

Se utiliz6 muestras de sangre que fueron recolectadas en un tubo sin
anticoagulante de tapa roja en la sala de “Toma de Muestra” del Laboratorio
Clinico PreveGen por la Enfermera Daniela Obreque. Para procesar las muestras
se centrifugaron a 3200 rpm por 12 minutos y se utilizé el suero para la

determinacion de anticuerpos mediante Inmunoensayos por Quimioluminiscencia
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(CLIA) utilizando el analizador de inmunoensayos de quimioluminiscencia
automatizado MAGLUMI™ 800 de Shenzhen New Industries Biomedical
Engineering Co., Ltd (Snibe). Los desechos biologicos producidos durante el
desarrollo de este trabajo especificados en el Anexo 3, fueron eliminados de

manera segura, a través de la empresa Veolia.

7.7. Determinacién de anticuerpos anti SARS-CoV-2

El analizador de inmunoensayos de quimioluminiscencia automatizado que se
utilizé para la determinacion de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-2
corresponde al equipo MAGLUMI™ 800, junto con el kit de reactivos MAGLUMI™
SARS-CoV-2 S-RBD IgG (CLIA), ambos de la industria Snibe. Este kit de
reactivos cuenta con distintos componentes especificos para la determinacién de
estos anticuerpos, tales como perlas magnéticas, calibrador, control negativo y

control positivo.

El método que se utilizé para la determinacion de anticuerpos IgG anti S-RBD
SARS-CoV-2 mediante el kit de reactivo mencionado anteriormente, se basa en
el uso de micro perlas nano magnéticas de 6xido de hierro (FeO) cubiertas por

poliestireno con grupos carbonilo monodispersos que son capaces de unirse
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covalentemente a péptidos y oligonucleétidos en presencia de 1-etil-3- (3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), el cual es un agente activante de grupos
carbonilos (Mani et al., 2011). Por lo tanto, al inicializar el equipo MAGLUMI™
800 de Snibe, se debe mantener en agitacién por 30 minutos el kit de reactivos,
previos a la determinacién de anticuerpos y durante el procesamiento de la
muestra, debido a la caracteristica magnética de las perlas para mantener una

solucion homogénea.

En cuanto a la reaccion quimioluminiscente, se utilizé anticuerpos conjugados
con un marcador no enzimético, llamado N- (4-aminobutil) -N-etil-isoluminol
(ABEI), que corresponde a una lactona (Palmioli et al., 2013), la que produce una
sefial quimioluminiscente en presencia de hidroxido de sodio (NaOH) y peréxido
de hidrégeno (H20:2) contenidos en los reactivos “Starters” 1 y 2 de Snibe, sefial
gue es medida por un fotomultiplicador como Unidades Relativas de Luz (RLU),
que en funcion de la curva de calibracién entregé los resultados en Unidades

Arbitrarias por mililitro (UA/mL).
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7.7.1 Kit de reactivo MAGLUMI™ SARS-CoV-2 S-RBD IgG (CLIA)

Se utilizaron micro perlas nano magnéticas cubiertas con antigenos
recombinantes del Dominio de Union al Receptor de la proteina Spike (S-RBD)
del virus SARS-CoV-2. Luego fueron mezclados con el suero del paciente, donde
los anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-2 que pueden estar presentes en la
muestra, reconoceran a estos antigenos recombinantes. Se formaran
inmunocomplejos y luego de un determinado tiempo de incubacion, precipitaran
y se eliminara el liquido sobrenadante. Luego se incubaron anticuerpos anti IgG
de humanos marcados con el agente quimioluminiscente N- (4-aminobutil) -N-
etil-isoluminol (ABEI), los que reconoceran el Fragmento Cristalizable (Fc) de los
anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-2 que se hayan unido al antigeno
recombinante. Finalmente se afadidé los iniciadores de la reaccion
quimioluminiscente, los “Starters” 1 y 2. Por lo tanto, las Unidades relativas de
Luz (RLU) sera directamente proporcional a la concentracion de anticuerpos IgG

anti Dominio de Union al Receptor de la proteina Spike (S-RBD) SARS-CoV-2.
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7.8. Interpretacién de los resultados

Los resultados obtenidos segun las Unidades Relativas de Luz (RLU) por cada
determinacion, fueron expresados en Unidades de Absorbancia por mililitro
(AU/mL) segun una curva de calibracién de dos puntos realizada por el analizador

de inmunoensayos de quimioluminiscencia automatizado MAGLUMI™ 800.

Los resultados se determinaron como reactivo o no reactivo dependiendo de su

concentracion.

e Reactivo: Mayor o igual a 1.00 AU/mL. (= 1.00 AU/mL). Por lo tanto,
los anticuerpos IgG anti Dominio de Union al Receptor de la
proteina Spike (S-RBD) SARS-CoV-2 si fueron detectados.

¢ No reactivo: Menor a 1.00 AU/mL. (< 1.00 AU/mL). Por lo tanto, los
anticuerpos 1gG anti Dominio de Unién al Receptor de la proteina

Spike (S-RBD) SARS-CoV-2 no fueron detectados.
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7.9. Anédlisis estadistico

El andlisis estadistico y los graficos fueron realizados utilizando el software
GraphPad Prism 8 ®. Las variables continuas se expresaron como media *
desviacién estandar (D.E), y se compararon con la prueba t de Student o bien se
compararon mediana en un Rango Intercuartilico (RIC), con la prueba U de
Mann-Whitney respectivamente, dependiendo si los conjuntos de datos
presentaron distribucién normal o no, mediante la Prueba de Kolmogorov-
Smirnov. Las variables categdricas como porcentaje (%). Se realizaron tablas de
contingencia y se aplico la prueba de Chi Cuadrado donde se evaluo la existencia
de alguna relacion entre estas variables categoricas, en cuanto a la diferencia de
la proporcion de individuos. En cuanto al analisis comparativo de los niveles de
anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-2 para mas de dos grupos, se utilizo la
Prueba de Kruskal-Wallis, seguido de la Prueba de Dunn. Para evaluar el grado
de asociacion entre dos variables representadas por conjuntos de datos que no
presentan distribucion normal se realizd la Correlacion de Spearman y se
representd graficamente transformando el conjunto de datos utilizando log 2 para
realizar la regresion lineal de estos mismos. En cada prueba estadistica que se

realizo, se consideré como estadisticamente significativo un valor de p < 0,05.
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Figura 4. Esquema general de la metodologia del Trabajo de investigacion de
Internado Sector Salud “Determinacion de los niveles de anticuerpos IgG anti
Dominio de Union al Receptor de la proteina Spike (S-RBD) SARS-CoV-2 en
individuos que han recibido las vacunas BNT162B2 o CoronaVac de la Region
del Biobio, Chile.”
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8. RESULTADOS

Se logro la determinacion de los niveles de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-
CoV-2 en un total de 75 muestras en el Laboratorio Clinico PreveGen,
Concepcidn, Chile provenientes de 21 individuos vacunados con BNT162b2 y 54
individuos vacunados con CoronaVac, posterior a 14 dias, luego de haber
recibido la segunda dosis de la vacuna correspondiente al esquema de
vacunacién, quienes fueron seleccionados bajo los criterios de inclusion y
exclusién establecidos. En la Tabla Il se muestran las variables continuas
correspondientes a la edad, periodo de tiempo transcurrido luego de recibir la
segunda dosis de la vacuna y los niveles de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-
CoV-2 de los individuos de los cuales se obtuvieron estas muestras, clasificados

en los grupos de estudio mencionados anteriormente.
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Tabla Ill. Caracteristicas de los grupos de estudio

Vacunados con 2° Vacunados con 2° Normalidad

Dosis BNT162b2 Dosis CoronaVac

(n=21) (n =54)
Caracteristica Media + DE, Media + DE, Valor p

Mediana (RIC) o Mediana (RIC) o n

(%)

n (%)
Niveles de anticuerpos 100,0 (59,50-100,0) 19,17 (8,96-40,82) No <
IgG anti S-RBD SARS-
CoV-2 (UA/mL) 0,0001
Edad (Afios) 35,33 +11,48 51,00 £ 19,01 Si

0,0038

Periodo de tiempo 3,00 (2,00-4,00) 1,00 (1,00-4,00) No
luego de recibir la 0,0446

segundadosis (Meses)

Resultados reactivos
(n, %)

21 (100)

54 (100)

DE: Desviacion estandar; RIC: Rango Intercuartil; S-RBD: Spike-Receptor Binding Domain; %: Poréentaje;

*: Variable categorica

La edad de los individuos presentd una distribucion normal de los datos, aunque

el periodo de tiempo transcurrido desde haber recibido la segunda dosis de la

vacuna correspondiente, y los niveles de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-

2 no presentaron dicha distribucion. Dentro de estos parametros se logro

determinar que la edad del grupo de estudio vacunado con la segunda dosis de

la vacuna CoronaVac fue significativamente mayor en comparacion con el grupo

vacunado con BNT162b2, mientras que el periodo de tiempo y los niveles de
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estos anticuerpos fueron significativamente mayores para el grupo de estudio que
recibié la segunda dosis de la vacuna BNT162b2. Sin embargo, para ambos
grupos de estudio se obtuvo el 100% de los resultados interpretados como
reactivos, por lo tanto, fue posible detectar anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-

CoV-2 en cada muestra que se analizg, independiente de la vacuna utilizada.

En base a la informacion obtenida en el Formulario de Notificacion Inmediata
2019-nCOV del Laboratorio Clinico PreveGen de Concepcion, Chile, se
determind la diferencia de la proporcién de individuos para caracteristicas como
edad, género y periodo de tiempo transcurrido desde que se recibié la segunda

dosis, en relacién con el grupo de estudio al cual pertenecian.

En cuanto a la edad de los grupos estudiados, se determiné que las proporciones
de individuos segun su grupo etario, menor o mayor a 45 afios, con respecto al
grupo de estudio al que pertenecieron, fue significativamente distinta, por lo tanto,
la distribucion de los individuos en esta comparacién no es homogénea y, se
observé que sélo un 13,51% de los individuos mayores a 45 afios pertenece al
grupo de estudio vacunado con BNT16b2 (Tabla 1V). Se determindé como punto
de corte la edad de 45 afos debido a que corresponde a la media de la edad

entre ambos grupos de estudio.
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Tabla IV. Comparacién de los grupos etarios segun grupo de estudio.

Caracteristica Vacunados con 2° Vacunados con 2° Total Valor p
Dosis BNT162b2 Dosis CoronaVac
(n=21) (n = 54)
Edad < 45 afios 16 (42,11) 22 (57,89) 38 (100)
n (%) 0,0124
Edad > 45 afios 5(13,51) 32 (86,49) 37 (100)
n (%)

Por otra parte, se realizé un andlisis comparativo de los niveles de anticuerpos
IgG anti S-RBD SARS-CoV-2 alcanzados por cada grupo etario, segun el grupo
de estudio al que pertenecieron. Dentro de un mismo grupo de estudio, no existen
diferencias significativas de los niveles de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-
CoV-2 entre los grupos etarios menor a 45 aflos y mayor a 45 afios. Sin embargo,
existen diferencias entre los niveles de estos anticuerpos, de individuos que
pertenecen al mismo grupo etario que fueron inoculados con diferentes vacunas,
los cuales fueron significativamente mayores en ambos casos para el grupo de
estudio inoculado con la segunda dosis de la vacuna BNT162b2, en comparacion

a los inoculados con CoronaVac (Figura 5A).
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Figura 5: Analisis comparativo de los niveles de anticuerpos IgG anti S-RBD
SARS-CoV2 segln determinadas caracteristicas de los individuos y el
grupo de estudio. Los individuos fueron clasificados en funcion de la Edad (A),
Género (B) y el Periodo de tiempo transcurrido desde haber recibido la segunda
dosis de la vacuna correspondiente (C). Las cajas de color gris representan a los
individuos que recibieron la segunda dosis de la vacuna BNT162b2, mientras que
las cajas de color blanco, CoronaVac. El limite superior de la caja representa el
percentil 75, la linea horizontal en el interior de la caja la mediana, y el limite
inferior de la caja el percentil 25.

Como se mencion6 anteriormente, con el Formulario de Notificaciéon Inmediata
2019-nCOV del Laboratorio Clinico PreveGen, Concepcién, Chile, también se
dispuso de la informacién asociada al género de los individuos de los cuales se
obtuvieron estas muestras. En cuanto a esta caracteristica, los individuos fueron

clasificados en mujeres y hombres, segun el grupo de estudio al que
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pertenecieron, y no se observaron diferencias significativas en la proporcion de
individuos, por lo tanto, se distribuyeron de manera homogénea en cada

clasificacion (Tabla V).

Tabla V. Comparacién segun género y grupo de estudio.

Caracteristica  Vacunados con 2° Vacunados con 2° Total Valor p
Dosis BNT162b2 Dosis CoronaVac
(n=21) (n =54)
Mujeres 10 (23,81) 32 (76,19) 42 (100)
n (%)
0,0952
Hombres 11 (33,33) 22 (66,67) 33 (100)
n (%)

Ademas, se realiz6 un analisis comparativo de los niveles de anticuerpos IgG anti
S-RBD SARS-CoV-2 alcanzados por ambos géneros, segun el grupo de estudio
al que pertenecieron (Figura 5B). Se observdé que no existen diferencias
significativas entre los niveles de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-Cov-2 entre
mujeres y hombres que pertenecen al mismo grupo de estudio. Sin embargo, los
niveles de estos anticuerpos, alcanzados por mujeres que recibieron la segundad

dosis de la vacuna BNT162b2, fueron significativamente mayor en comparacion
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a los alcanzados por mujeres vacunadas con la segunda dosis de CoronaVac, lo

cual también ocurrié para el sexo masculino entre grupos de estudio diferentes.

También se cont6 con la fecha de vacunacion de 21 individuos vacunados con
BNT162b2 y 45 individuos vacunados con CoronaVac, en la cual recibieron la
primera y segunda dosis del esquema de vacunacion. Para el periodo de tiempo
transcurrido luego de haber recibido la segunda dosis de la vacuna
correspondiente, los individuos se clasificaron en periodos de tiempo menor o
mayor a dos meses. Se determindé como punto de corte un periodo de dos meses,
debido a que corresponde a la media del tiempo transcurrido desde la segunda
dosis, entre ambos grupos de estudio. Para esta caracteristica se obtuvo que no
existen diferencias significativas en la proporcion de individuos, por lo tanto, se

distribuyeron de manera homogénea en cada clasificacion (Tabla VI).

Tabla VI. Comparacién segun tiempo transcurrido desde haber recibido la
segunda dosis de la vacuna respectivay grupo de estudio.

Caracteristica  Vacunados con 2° Vacunados con 2° Total Valor p
Dosis BNT162b2 Dosis CoronaVac
(n=21) (n = 45)
Periodo < 2 10 (25,00) 30 (75,00) 40 (100)
Meses
n (%)
0,2283
Periodo > 2 11 (42,31) 15 (57,69) 26 (100)
Meses
n (%)
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Por otro lado, se realizé un andlisis comparativo de los niveles de anticuerpos
IgG anti S-RBD SARS-CoV-2 alcanzados por cada clasificacion asociada al
tiempo transcurrido luego de haber recibido la segunda dosis (Figura 5C). En
cuanto a esta caracteristica se tiene que para el grupo de estudio vacunado con
la segunda dosis de la vacuna BNT162b2, no existen diferencias significativas en
los niveles de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-2 entre ambas
clasificaciones en funcion del periodo de tiempo transcurrido desde la segunda
dosis, sin embargo, aquellos que recibieron la segunda dosis de la vacuna
CoronaVac en un periodo superior a dos meses, presentaron niveles
significativamente menores de estos anticuerpos en comparacion a los individuos
gue recibieron la segunda dosis de la vacuna CoronaVac durante un periodo de
tiempo menor a dos meses. Por otro lado, en ambos periodos de tiempo, el grupo
de estudio vacunado con la segunda dosis de la vacuna BNT162b2 present6
niveles significativamente mayores de estos anticuerpos, en comparacion a los

vacunados con la segunda dosis de CoronaVac.

En el analisis del comportamiento de los niveles de anticuerpos IgG anti S-RBD
SARS-CoV-2 se calcularon los Coeficientes de Correlacion de Spearman y se
representaron graficamente mediante regresion lineal entre los niveles de estos
anticuerpos, frente a caracteristicas como la edad y la cantidad de dias
transcurridos desde haber recibido la segunda dosis en los individuos de cada

grupo de estudio.
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Los niveles de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-2 tienden a disminuir en
cuanto aumenta la edad de los individuos en ambos grupos de estudio, lo cual se
observo segun sus Coeficientes de Correlacion de Spearman, sin embargo, esta
disminucién es significativa solamente en el grupo de estudio vacunado con
CoronaVac (Tabla VII). Para ambos grupos de estudio, esta relacion esta
representada en la Figura 6A, mediante una regresion lineal, donde la recta que

representa a los individuos vacunados con BNT162b2 present6 una pendiente de

0,004 - y los vacunados con CoronaVac, una pendiente de —0,027 -
Edad Edad

Tabla VII. Correlacion de Spearman entre los niveles de anticuerpos IgG anti
S-RBD SARS-CoV2y la edad de los individuos de cada grupo de estudio.

Parametro Vacunados con 2° Vacunados con 2°
Dosis BNT162b2 Dosis CoronaVac
(n=21) (n = 54)
Coeficiente de correlacion de -0,009 -0,023

Spearman (rs)

Valor p 0,969 0,033
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Figura 6: Regresion lineal entre los niveles de anticuerpos IgG anti S-RBD
SARS-CoV2 y determinadas caracteristicas de los individuos y el grupo de
estudio. En funcion de la Edad (A) y los dias transcurridos desde haber recibido
la segunda dosis de la vacuna correspondiente (B). Los puntos y linea azul
representan a los individuos vacunados con la segunda dosis de BNT162b2, (A)

Pendiente = 0,004 ﬁ, (B) Pendiente = -0,005 ﬁ, mientras que los puntos y
linea verde, a los vacunados con CoronaVac, (A) Pendiente = - 0,027 %as, (B)
Pendiente = -0,024 ——.

Anos

En cuanto al comportamiento de los niveles de anticuerpos IgG anti S-RBD
SARS-CoV-2 en funcion del tiempo transcurrido, en dias, desde haber recibido
la segunda dosis de la vacuna correspondiente, se tiene que, para ambos grupos
de estudio, los niveles de estos anticuerpos tienden a disminuir significativamente

segun sus Coeficientes de Correlacion de Spearman (Tabla VIII).
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Tabla VIII. Correlacion de Spearman entre los niveles de anticuerpos IgG
anti S-RBD SARS-CoV2 y los dias transcurridos desde haber recibido la
segunda dosis de los individuos de cada grupo de estudio.

Parametro Vacunados con 2° Vacunados con 2°
Dosis BNT162b2 Dosis CoronaVac
(n=21) (n = 45)
Coeficiente de correlacion de -0,574 -0,738

Spearman (rs)

Valor p 0,006 <0,0001

Para ambos grupos de estudio, esta relacion se representa en la Figura 6B,

mediante una regresion lineal donde la recta que representa a los individuos

vacunados con BNT16b2 present6 una pendiente de —0,005 ﬁ y los vacunados

con CoronaVac, una pendiente de —0,024 ﬁ.
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9. DISCUSION

9.1. Diferencias de los niveles de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-

CoV-2 entre ambos grupos de estudio.

Las vacunas contra el agente etiolégico SARS-CoV-2, BNT162b2 y CoronaVac,
han sido mayormente distribuidas en la poblacion chilena en el desarrollo de la
campafia de vacunacion “Yo Me Vacuno”, situacion que también es reflejada en
la Regidn del Biobio. Los Informes Epidemiol6gicos publicados por el Ministerio
de Salud del Gobierno de Chile, indican que la vacuna BNT162B2 presenta una
efectivad de 98,4 % (97,4 - 99,0) en la prevencion de manifestaciones clinicas
que requieran hospitalizaciéon en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI),
mientras que la vacuna CoronaVac presenté una efectividad de 90,0 % (89,3 —
90,6), a la fecha de 26 de junio de 2021 (MINSAL, 2021). Esta efectividad, en
parte, es conferida por la induccion en la produccion de anticuerpos capaces de
neutralizar la entrada del virus SARS-CoV-2 en las células del huésped, por
ejemplo, los anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-2 que evitan la coordinacion

entre la Proteina Spike del SARS-CoV-2 (Bin ju et al., 2020), especificamente en
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el dominio de unién al receptor, que interactia con el receptor, Enzima

Convertidora de Angiotensina 2 (ECA2) (Wang et al., 2020).

En este contexto, en el presente Trabajo de Investigacién de Internado en Sector
Salud, se logré detectar niveles de anticuerpos IgG anti Dominio de Unién al
Receptor de la proteina Spike (S-RBD) SARS-CoV-2 en el 100% de las muestras
gue se analizaron. Ademas, nuestros analisis evidencian diferencias entre los
niveles de estos anticuerpos alcanzados entre ambos grupos de estudio, que
podrian explicarse por las caracteristicas de la vacuna, pero ademas por las
caracteristicas propias del huésped, por ejemplo, factores genéticos y
ambientales que impulsan y afectan el desarrollo del sistema inmunoldgico a

partir la infancia (MacGillivray et al., 2014).

Una posible explicacion a las diferencias encontradas entre los grupos de estudio
radica en el mecanismo de acciébn de ambas vacunas, ya que la vacuna
BNT162b2, contiene nanoparticulas lipidicas que envuelven el ARN mensajero
gue codifica para la Proteina Spike del virus SARS-CoV-2 (Polack et al., 2020),
por lo tanto limita el desarrollo de la respuesta inmune hacia la produccién de
anticuerpos solo contra esta proteina (Sahin et al., 2020), mientras que la vacuna
CoronaVac contiene el virus SARS-CoV-2 completo e inactivado, que es

inmunogénico pero incapaz de replicarse (Gao et al.,, 2021), induciendo la
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produccion de anticuerpos para cada una de las estructuras de este agente
etiolégico, incluyendo los anticuerpos contra la proteina Spike del virus SARS-
CoV-2 (Choudhary., et al. 2021). Si bien ambas vacunas tienen como objetivo
terapéutico mitigar la gravedad de las manifestaciones clinicas de la enfermedad
COVID-19 mediante una respuesta humoral y celular, ambas lo logran, pero
mediante mecanismos diferentes, generando distintos niveles de anticuerpos IgG
anti Dominio de Unién al Receptor de la Proteina Spike (S-RBD) SARS-CoV-2
alcanzados en cada grupo de estudio, siendo significativamente mayores en el
grupo que recibio la vacuna BNT162B2 (Tabla Ill). Ademas, se destaca que en
la metodologia de este trabajo se utilizé el kit de reactivos MAGLUMI™ SARS-
CoV-2 S-RBD IgG (CLIA), de Shenzhen New Industries Biomedical Engineering
Co., Ltd (Snibe), Shenzhen, China, que solo permite la deteccion de los
anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-2, a pesar de que existen anticuerpos
neutralizantes del virus SARS-CoV-2 que no son especificos contra el Dominio
de Unién al Receptor de la Proteina Spike (Chi et al., 2020), y se desconoce como
se distribuye la produccion de anticuerpos inducidos por la vacuna CoronaVac,
sin embargo, se sabe que podria estar dirigida para cada determinante antigénico

del virus SARS-CoV-2 y no exclusivamente contra la proteina Spike.
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9.2. Influencia de la edad en larespuestainmune

El sistema inmune se adapta a los distintos estimulos que se presentan en su
desarrollo, sin embargo, durante el envejecimiento del huésped ocurren procesos
complejos que involucran la funcion del sistema inmune, por ejemplo, la
disminucion de la capacidad de entregar una respuesta robusta y eficaz,
fendmeno que se conoce como inmunosenescencia (Gruver et al., 2007), que se
puede evidenciar como una linfopenia que es progresiva acorde aumenta la
edad, junto a un estado proinflamatorio predominante (Valiathan et al., 2016).
Ademas, existen investigaciones que sugieren que es posible diferenciar la
respuesta inmune humoral asociada a la infeccién del virus SARS-CoV-2, segun
edad, evidenciando que individuos convalecientes de edad avanzada, presentan
mayores niveles de anticuerpos IgG dirigidos contra este agente etiolégico en
comparacion a los adultos jévenes (Yang et al., 2021), sin embargo, esto puede
estar asociado a que las manifestaciones clinicas severas involucran mayores
niveles de estos anticuerpos (Yan et al., 2021), las cuales son mas comunes en
este grupo etario (Cunha et al., 2020) ya que se ha definido la edad avanzada
como un factor de riesgo para el agravamiento de las manifestaciones clinicas y

la muerte en pacientes que cursan con la patologia (Grasselli et al., 2020).
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Por otro lado, en una poblacion sana, investigaciones asociadas al uso de
vacunas de virus inactivados, por ejemplo, la vacuna contra la influenza, no se
han logrado encontrar diferencias significativas entre grupos etarios de 18 — 49
afos y superior a 65 afios (Russell et al., 2018). También existe evidencia de que
para vacunas de tipo ARN mensajero contra este mismo agente etiologico, en
grupos etarios de 18 — 64 afios, se llevan a cabo respuestas humorales eficientes
(Feldman et al., 2019), aunque no se menciona que existan diferencias entre las

respuestas de adultos jovenes y adultos mayores.

En el marco de este trabajo coincidimos en que para ambos grupos de estudio
no existieron diferencias significativas en los niveles de anticuerpos IgG anti S-
RBD SARS-CoV-2 asociadas a la edad, entre individuos sin antecedentes de
COVID-19, que recibieron la misma vacuna, ya sea la vacuna BNT162b2, o con
la vacuna CoronaVac, que fueron clasificados en dos grupos etarios (Figura 5A),
sin embargo, en este trabajo, la media de la edad entre ambos grupos de estudio
fue de alrededor de 45 afos, pese a que se ha evidenciado que las diferencias
significativas por grupo etario ocurren en individuos desde los 80 afios (Collier et
al., 2021) y que la positividad en la deteccidén de anticuerpos IgG dirigidos contra
el virus SARS-CoV-2 es significativamente menor en individuos mayores a 60
afos tanto para la poblacion vacunada con BNT162b2 o CoronaVac (Sauré, D et

al., 2021), lo cual se puede inferir del andlisis del Coeficiente de Correlacion de
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Spearman, pero solo para el grupo de estudio vacunado con CoronaVac (Figura

BA).

9.3. Influencia del género en larespuesta inmune

El género del huésped es una variable biolégica que repercute en el desarrollo
de la respuesta inmune (Klein y Flanagan, 2016). Aunque el sexo femenino y
masculino cuentan con las mismas células, proteinas y vias que participan en la
respuesta inmune, éstas se diferencian en la cinética y magnitud a la hora de
enfrentarse a un antigeno (Klein, S et al., 2012), donde los niveles de hormonas
esteroideas sexuales y factores genéticos contribuyen a este contraste tanto en
la respuesta inmune innata como adaptativa. Por ejemplo, existen diferencias de
género asociadas a una mayor incidencia de enfermedades autoinmunes
(Fairweather, D et al., 2008) y recuentos de subpoblaciones celulares (Abdullah,

M et al., 2012) en las que destaca el sexo femenino por sobre el masculino.

Esto ha permitido hacer surgir la discusion sobre la diferencia entre la respuesta
inmune en mujeres y hombres a otros escenarios, como evaluar la existencia de
una perspectiva de género asociada a la respuesta inmune frente a una vacuna

en cuanto a la induccion de la produccion de anticuerpos contra un agente
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etiolégico determinado (Engler, R. J et al 2008), sin embargo, este campo es de
interés emergente y las investigaciones que se han realizado con anterioridad no
han sido disefiadas para discutir este punto, por lo tanto sus resultados no son
concluyentes (Tadount, F et al., 2020). Pese a esto, existe evidencia de que la
respuesta inmune humoral es significativamente mayor en mujeres, pero en
grupos etarios mayores a 65 afios en campafas de vacunacion contra la

influenza (Sanchez-de Prada, L et al., 2021).

En cuanto a la infeccion del virus SARS-CoV-2, existen evidencias que sugieren
la presencia de una respuesta inmune diferenciable para ambos sexos
(Takahashi et al., 2020) ya que se ha observado que durante la etapa de
convalecencia es posible encontrar diferencias tanto en los componentes de la
respuesta inmune innata como en los niveles de anticuerpos anti SARS-CoV-2,
siendo mayores en hombres que en mujeres (Klein et al., 2020; Robbiani et al.,
2020; Markmann et al., 2021), lo cual se ha relacionado con el sexo masculino
como factor de riesgo para el agravamiento de las manifestaciones clinicas de la
enfermedad COVID-19, desarrollando una respuesta inmune mas robusta y
duradera (Gebhard et al.,, 2020; Yan et al., 2021). Sin embargo, en
investigaciones asociadas a la comparacion de los niveles de anticuerpos anti
SARS-CoV-2 se ha visto que en individuos que recibieron la vacuna BNT162B2,
las mujeres alcanzan mayores niveles de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-

CoV-2, luego de 10 — 20 dias desde la administracién de la segunda dosis de la
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vacuna, en comparacion a los hombres (Lo Sasso et al., 2021), mientras que en
otra investigacion asociada a esta misma vacuna, no se encontraron diferencias
significativas entre mujeres y hombres menores a 45 afos luego de 42 dias de

haber completado el esquema de vacunacion (Bayart et al., 2021).

Por otro lado, en individuos vacunados con CoronaVac, a mas de 30 dias desde
la administracion de la segunda dosis de la vacuna, no se encontraron diferencias
segun el sexo de los individuos (Bichara et al., 2021) de manera similar a lo
observado en este trabajo, donde no existieron diferencias significativas en los
niveles de estos anticuerpos asociadas al género de los individuos dentro de un
mismo grupo de estudio (Figura 5B), sin embargo, existe la posibilidad de que se
pueda apreciar una diferencia, durante un periodo mas acotado, entre la fecha
de vacunacion y la fecha de determinacion de anticuerpos, por ejemplo, entre 10
y 20 dias como se mencion6 anteriormente, ya que en este trabajo la media del
periodo de tiempo transcurrido desde la segunda dosis fue de 2 meses, y existe
evidencia de que el sexo femenino presenta un respuesta inmune mas robusta,
planteando que pueda existir un dimorfismo sexual asociada a la respuesta

inmune humoral inducida por una vacuna (Cook et al., 2008).
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9.4. Influencia del tiempo en la respuesta inmune

Entre individuos, la respuesta inmune se caracteriza por ser heterogénea, sin
embargo, se considera relativamente estable en el tiempo ya que comienza con
un estado basal que entrega una respuesta aguda frente a un estimulo, que, al
ser resuelto, finaliza con el retorno al estado basal (Brodin y Davis, 2017). Por lo
tanto, no es posible pretender que la disminucién de la respuesta inmune humoral
ocurra de manera lineal y es necesario realizar investigaciones a largo plazo con
un disefio experimental longitudinal que no esté enfocado solamente en los
niveles de anticuerpos, sino que también a la naturaleza del antigeno y las
poblaciones de las células B y T de memoria que llevan a cabo la respuesta

inmune humoral en los centros germinales (Dogan et al., 2009)

Con respecto a la inmunidad humoral frente a los virus de tipo Coronavirus, que
son patdgenos contra humanos, se tiene que producen resfrios comunes,
autolimitados y estacionales, en los que la durabilidad de los anticuerpos
neutralizantes disminuye luego de un afio de haber superado la infeccion
(Edridge., 2020). Este escenario se repite en la pandemia producida por el virus
SARS-CoV-2 ya que existe evidencia de que luego de 2 meses de haber
superado la infeccion, los niveles de anticuerpos IgG S-RBD SARS-CoV-2 no son

detectables en individuos asintomaticos de la enfermedad COVID-19 (Milani et
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al., 2020), y a pesar de mantenerse elevados durante 8 meses, en individuos con

manifestaciones clinicas leves, éstos tienden a disminuir (Dan., et al 2020).

Por otro lado, en investigaciones con un disefio experimental de corte transversal,
asociadas al comportamiento de estos anticuerpos en individuos que han recibido
ya sea las vacunas BNT162B2 o CoronaVac, se ha observado que el porcentaje
de positividad para la deteccion de anticuerpos anti SARS-CoV-2 disminuye en
el tiempo, solamente para individuos vacunados con CoronaVac, por lo menos
en un periodo de 7 meses (Sauré et al., 2021). Bajo este contexto, creemos que
estos resultados son congruentes con nuestro trabajo ya que observamos una
disminucion significativa de los niveles de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-
CoV-2 entre individuos que recibieron la vacuna CoronaVac luego de mas de 2
meses desde la inoculacién de la segunda dosis (Figura 5C). Lo anterior, indica
gue estos anticuerpos tienden a disminuir en el tiempo, mientras que los
individuos vacunados con BNT162B2 no presentaron diferencias significativas
entre ambos periodos. Sin embargo, se han realizado Ensayos de Eficacia, que
indican la disminucion de la efectivad de esta vacuna hasta un 84% y un aumento
progresivo de los casos diarios luego de 6 meses, en una poblacion vacunada
con BNT162B2 (Thomas et al.,, 2021), lo cual es congruente con modelos
predictivos de proteccion inmunoldgica que estiman la disminucién de la
efectividad de una vacuna en funcién de la disminucién de los anticuerpos anti

SARS-CoV-2 en individuos convalecientes (Khoury et al., 2021). En este estudio
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mostramos en la Tabla VIl y en la Figura 6, que, para ambos grupos de estudio,
en cuanto aumentan los dias desde haber recibido la segunda dosis de las
vacunas, los niveles de estos anticuerpos tienen a disminuir significativamente.
Estos hallazgos apoyan la decision de implementar una dosis de refuerzo en el
esquema de vacunaciéon, medida que ya comenzé en Chile, en primera instancia
para individuos vacunados con CoronaVac y luego para individuos que recibieron

la vacuna BNT162B2 desde octubre de 2021 (MINSAL, 2021).

9.5. Influencia de otros factores en la respuesta inmune

En este estudio se observo que el tiempo es un factor que al ir aumentando, la
proteccion inmunoldgica asociada a la produccion de anticuerpos IgG anti S-RBD
SARS-CoV-2 tiende a disminuir para ambos grupos de estudio (Figura 6A y 6B),
sin embargo, existen otras variables a considerar que modifican la respuesta
inmune al momento de comparar dos poblaciones con caracteristicas distintas,
factores mas alla de las caracteristicas de los individuos relacionadas con la edad
y el género, como por ejemplo la presencia de comorbilidades y malos habitos

de vida.

Las caracteristicas clinicas de un individuo ponen en contexto la calidad de la

respuesta inmune que puede entregar el huésped frente a una vacuna, la cual se
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ve deteriorada en individuos de distintos grupos etarios que presentan
comorbilidades (Zimmermann y Curtis et al.,, 2019). La obesidad y las
enfermedades cardiovasculares son las principales comorbilidades a nivel
mundial y durante la infeccion del virus SARS-CoV-2 predisponen al individuo a
cursar con manifestaciones clinicas que requieren ventilacion mecéanica
(Simonnet et al., 2020), lo cual interviene en la respuesta inmune, en el desarrollo
de los demas componentes de la respuesta inmune humoral, comprometiendo la

durabilidad de la memoria inmunolégica (Yu et al., 2021)

Los habitos de los individuos también actian como un modulador de la respuesta
inmune, los cuales pudieron verse modificados durante la crisis sanitaria producto
de la pandemia y sus restricciones. Por ejemplo, mantener un estilo de vida
saludable producto de hacer deporte, potencia la inmunovigilancia para entregar
una respuesta inmune mas eficaz, debido a la constante renovacion de los
componentes del sistema inmune (Nieman y Wentz et al., 2019). Por otro lado,
el tabaquismo exacerba la respuesta inmune innata manteniendo un estado
proinflamatorio mientras que, producto de ello, disminuye la eficacia de la
respuesta inmune adaptativa (Qiu et al., 2017). También el ciclo circadiano de los
individuos ha tomado importancia en la magnitud de la respuesta inmune
alcanzada producto de las vacunas, en la que se ha podido evidenciar que

individuos que fueron vacunados durante la mafiana producen mayores niveles
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de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-2 en comparacion a aquellos
vacunados en la tarde, lo cual podria ser susceptible a diferencias producto de
variaciones en el habito del suefio (Zhang et al., 2021). Otro parametro no menor
que puede influir en la respuesta inmune de los individuos, son los niveles de
vitamina D que, dentro de sus funciones, contribuye a una respuesta inmune
eficiente, en la que se han logrado identificar receptores de Vitamina D en
distintas células del sistema inmune y su deficiencia esta asociada a una mayor
susceptibilidad a infecciones (Aranow et al., 2011). Ademas, estos niveles
pudieron disminuir en individuos de poblaciones bajo cuarentena, debido a la
disminucion a la exposicion solar. Se ha evidenciado que mayores niveles de
vitamina D estan correlacionados con una menor incidencia en la gravedad de la
enfermedad COVID-19 y mortalidad como medida de prevencion (McCartney et
al., 2021), pero aun no se ha dilucidado esta relaciéon con la deteccion de

anticuerpos anti SARS-CoV-2 (Li et al., 2021)
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9.6. Limitaciones del estudio

Una de las limitaciones de este trabajo fue el reducido tamafio de la muestra,
especificamente para el grupo de estudio vacunado con la segunda dosis de
BNT162b2, para el cual se obtuvieron 21 muestras, mientras que se calculé un
tamafio muestral de 49 muestras para un nivel de confianza de 95% y un error
maximo tolerable de 10%, no asi con el grupo de estudio vacunado con
CoronaVac del cual se obtuvieron 54 muestras. Esto trajo como aspectos
negativos, tamafios muestrales reducidos para las clasificaciones asociadas a
grupo etario, género y periodo de tiempo transcurrido desde haber recibido la
segunda dosis. Esto podria producir un sesgo en el andlisis estadistico de estos
resultados, en el que las 21 muestras obtenidas no representen los niveles de
anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-2 alcanzados por la poblacién de la
Region del Biobio vacunada con BNT162b2, lo cual se podria solucionar con un
mayor tamafo de la muestra para este grupo de estudio. Sin embargo, esto se
encuentra ligado a la reducida poblacion vacunada con BNT162b2, en la que
alrededor del 23% de la Regién del Biobio ha recibido esta vacuna mientras que
el resto, en su mayoria, la vacuna CoronaVac (MINSAL, 2021). Por otro lado, el
desarrollo de la campara de vacunacion “Yo me vacuno” también contribuy6 en

las diferencias asociadas a la edad y periodos de tiempo transcurridos desde
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haber recibido la segunda dosis, que fueron superiores en el grupo de estudio
vacunado con CoronaVac (Tabla Ill), ya que comenzé inoculando a individuos
que pertenecen a la tercera edad y personal de salud, como prioridad al

suministro limitado de dosis (CAVEI, 2020).

Otra de las limitaciones de este estudio fue que parte del desarrollo de este
trabajo contd con la participacion de los individuos que solicitaron la
cuantificacion de los anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-2 en el Laboratorio
Clinico PreveGen, en el que se completd el Formulario de Notificacion Inmediata
2019-nCOV (Anexo 1), lo cual pudo estar sujeto a error por equivocacion en la
informacion entregada. Ademas, en el punto en el que los individuos aclaran no
haber cursado con la enfermedad COVID-19, esto no fue confirmado con un
examen RT-gPCR para la deteccién de SARS-CoV-2, y existe la posibilidad de
gue estuvieran contagiados, pero sin presentar sintomas, lo cual de igual forma,
induce una respuesta inmune humoral en el huésped, ya que existe evidencia,
gue individuos asintomaticos presentan niveles de anticuerpos anti SARS-CoV-2
significativamente mayores en comparacion a controles sanos que no estuvieron

expuestos a este virus (Lei et al., 2021;Shirin et al., 2020).

A pesar de que no se han encontrado diferencias entre los niveles de anticuerpos

anti SARS-CoV-2 entre individuos vacunados con BNT162b2, con o sin
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antecedentes de infeccidn asociada a este agente etioldgico, se desconoce como
este factor pueda influir en individuos vacunados con CoronaVac (Gobbi et al.,
2021; Ebinger et at., 2021), ya que haber cursado con la infeccién podria causar
que los niveles de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-2 estuvieran
aparentemente elevados en cada individuo producto de una infeccién previa y no

por efecto Unico de la vacuna recibida.

El presente estudio es el primero en comparar los niveles de anticuerpos IgG anti
S-RBD SARS-CoV-2 entre individuos que pertenecen a la region del Biobio,
Chile, que han recibido la vacuna BNT162b2 o CoronaVac, sin embargo, es
necesario desarrollar un trabajo que posea un disefio experimental longitudinal y
gue ademas evalle otros aspectos de la respuesta inmune humoral, por ejemplo,
la identificacion de las distintas subpoblaciones de linfocitos B y T, junto con
ensayos de neutralizacion que permitan determinar la capacidad neutralizante de
estos anticuerpos, de tal manera que permitan fortalecer esta comparacion entre

ambos grupos de estudio.
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10.CONCLUSION Y PROYECCIONES

Se ha logrado determinar los niveles de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-
2 en individuos que recibieron la segunda dosis de las vacunas BNT162b2 o
CoronaVac en la region del Biobio, Chile, durante la pandemia COVID-19.
Ademds, estos niveles de anticuerpos alcanzados son comparables, siendo
significativamente mayores en el grupo de estudio vacunado con BNT162b2, sin
embargo, dentro de ambos grupos de estudio, en esta comparacion no existe
influencia debido a la edad y género, pero si, debido al periodo de tiempos
transcurrido de haber recibido la segunda dosis de la respectiva vacuna ya que

disminuyen significativamente en el tiempo.

Si bien existieron limitaciones en el trabajo presentado, seria interesante conocer
el comportamiento de los niveles de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-2
con un tamafo muestral mas grande que permita una mayor representatividad
de la poblacidon, evaluando adicionalmente otras caracteristicas en estos
individuos, como la presencia de enfermedades cronicas y estilo de vida, o bien

desarrollar un trabajo que posea un disefio experimental retrospectivo que
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permita conocer estas nuevas caracteristicas a evaluar, de los individuos de los

cuales se obtuvieron estas muestras.

A pesar que en Chile, bajo la campafna de vacunacion “Yo me Vacuno” se ha
implementado en la poblacion principalmente las vacunas BNT162b2 y
CoronaVac, también se ha hecho uso de vacunas de laboratorios como Johnson
& Johnson, Astrazenecay CanSino, las cuales no fueron incluidas en este estudio
debido a que un bajo porcentaje de la poblacion de la Regidon del Biobio, Chile,
ha completado el esquema de vacunacion con estas vacunas (DEIS, 2021),
aunque se puede esperar que induzcan una respuesta inmune humoral
comparable, asociada a la produccion de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-
CoV-2 debido a que llevan a cabo su objetivo terapéutico a través de distintos
mecanismos y son basadas en diferentes plataformas metodologicas, por

ejemplo, ARN mensajero, virus inactivado y vector viral.

Un alto nivel de anticuerpos IgG anti S-RBD SARS-CoV-2, se ha asociado con
una mayor proteccion inmunolégica (Khoury et al., 2021), sin embargo, ain no
se ha dilucidado detalladamente, los niveles de estos anticuerpos que un
individuo debe alcanzar para adquirir esta proteccion. Esto podria lograrse,
determinando en las muestras que se utilizaron en este trabajo, los niveles de

anticuerpos neutralizantes anti SARS-CoV-2, haciendo uso de un kit de reactivos

64



determinado, también de la marca SNIBE, que trata de homologar una prueba de
neutralizacion convencional del virus SARS-CoV-2 para posteriormente

compararlos entre ambos grupos de estudio.

Ademas, se podria adaptar este andlisis, a las actualizaciones de la campafia de
vacunacion, donde se ha hecho uso de terceras dosis, 0 incluir otros grupos
etarios, sin embargo, cada vez es menor la poblacién que sdlo ha recibido la
primera y segunda dosis de estas vacunas, mientras el tiempo transcurrido desde
haber recibido la segunda dosis de la vacuna respectiva y la exposicion al virus

aumentan.

65



11. GLOSARIO

ACEZ2: Angiotensin-Converting Enzyme 2

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

CCPEE: Centro Chino para el Control y Prevencion de enfermedades
CLIA: Chemiluminescence Immunoassay

COVID-19: Coronavirus Disease

DE: Desviacion Estandar

DEIS: Departamento de Estadistica e Informacion en Salud
Fc: Fragment Crystallizing

IAAS: Infecciones Asociadas a la Atencion en Salud

IFN-1: Interferén 1

IgA: Inmunoglobulina A

IgG: Inmunoglobulina G

IgM: Inmunoglobulina M

IL-1: Interleucina 1

IL-12: Interleucina 12

IL-6: Interleucina 6

IRF3: Interferon Regulatory Transciption Factor 3

ISP: Instituto Nacional de Salud
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LOD: Limit of Detection

LOS: Limit of Sensitivity

MDADS: Melanoma Differentiation-Associated Protein 5
MERS-CoV: Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus
MHC-I: Major Histocompatibility Complex |

MHC-I1I: Major Histocompatibility Complex Il

MINSAL: Ministerio de Salud

NFKp: Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

RBD: Receptor-Binding Domain

RIC: Rango Intercuartilico

RIG-1: Retinoic Acid-Inducible Gene |

RLU: Relative Light Units

RRP: Receptor de Reconocimiento de Patrones

rs: Coeficiente de Correlacion de Spearman

RT-PCR: Reverse Transcription Polymerase chain reaction
SARS-CoV: Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus
SARS-CoV-2: Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2
SNIBE: Shenzhen New Industries Biomedical Engineering
S-RBD: Spike-Receptor Binding Domain

TLR: Toll Like Receptor

TNF-a: Tumor Necrosis Factor Alpha

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos

VOMC: Virtual Outpatient Management Clinic
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13. ANEXOS

13.1 Anexo 1: Formulario de Notificaciéon Inmediata 2019-nCOV del

Laboratorio Clinico PreveGen.
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FORMULARIO NOTIFICACION INMEDIATA 2019-nCOV

INFORMACION DEL PACIENTE:

Rut: Direccion:

Nombres: Comuna:

Apellido Paterno: Ciudad:

Apellido Materno: Regidn:

Sexo: _ Femenino/___ Masculino Teléfono:

Fecha de Nacimiento: ___ f_ J Edad: __ (afios)
Correo electronico:

Folio Epivigila: Médico:

DATOS DE PROCEDENCIA:

Profesional Responsahle:

Laboratorio/Hospital: LABORATORIO CLINICO PREVEGEN

Direccidn: CHACABUCO 556, OF 1-2
Correo: secretaria@prevengen.

ANTECEDENTES DE LA MUESTRA:

Fecha de obtencidn: 7

Comuna: CONCERCION
Fono: 41-3132331

Hora:

RT-PCR SARS-COV2

Otros examenes realizados previamente [gj. IF1):

Anticuerpos IgG/lghM anti SARS-COV2
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ANTECEDENTES CLINICOS/EPIDEMIOLOGICOS:

Fecha inicio sintomas: ___ /_ f_ Fecha primera consulta: __ i/
__ trabajador __ embarazo_______ semana __ wiajd al extranjero en los Gitimos 14 dias
SINTOMAS
___ Fiebre sobre 38°C __ Cefalea T2 ACTUAL:
__ Dolor de garganta __ Taguipnea
__ Mialgia __ Hipoxia
__ Neumonia __ Cianosis
__ Encefalitis __ Deshidratacion o rechazo alimentario (lactantes)
_ Tos ___ Compromiso hemodinamical
___ Rinorrea/ congestién nasal __ Consulta repetida por deterioro respiratorio
__ Dificultad Respiratoria ___ Enfermedad de base:
___ Hipotension _ Otros:
Antecedentes de Vacunacion
__ Wacuna contra influenza Fechadevacunacion: __ f_ f
__ Wacuna COVID1S% 1 Dosis: 2 Dosis:
3 Dosis:
Antecedentes COVID19
ATuvo COVID?: 51 NO Fecha: iEs contacto estrecho? 51 NO

Hospitalizacién

Fecha de ingreso: ! ! Fecha de alta: ! /__ Dg

TOMO CONOCIMIENTO DE REALIZAR AISLAMIENTO PREVENTIVO HASTA OBTENER EL RESULTADO
(MO INCLUYE A OPERATIVOS DE BUSQUEDA ACTIVA)

Firma paciente: Firma encargado:
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13.2 Anexo 2: Férmula para el calculo del tamafio muestral de una

poblacion infinita

a
227 Nxpxq

n=

= a

> xpxq+ (N—1)e?
n = Tamafo muestral.
Z? a/2 = Puntuacioén Z para un nivel de confianza de 95%.

N = Tamafio de la poblacion.

p = Proporcion de la poblacion que posee la caracteristica de interés, o sea la
poblacion que posee la segunda dosis de las vacunas BNT162B2 o Coronavac
que pertenece a la Regién del Biobio, Chile.

q =Proporcion de la poblacién que no posee la caracteristica de interés.

e = Error maximo tolerable.
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13.3 Anexo 3: Procedimientos de tratamientos de desechos

biol6gicos o quimicos

En el Laboratorio Clinico PreveGen los desechos biolégicos de tipo
Patoldgicos, Contaminados con sangre y Cortopunzantes, son gestionados y

eliminados de forma segura a través de la empresa Veolia.
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