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INTRODUCCION

La enfermedad COVID-19 es un problema de salud publica que ocasion6 una
pandemia a nivel mundial, la cual causé aproximadamente 7 millones de
muertes y 700 millones de casos confirmados alrededor del mundo (1), siendo
las personas mayores de 50 anos las mas susceptibles a cursar un estado
grave de la enfermedad, mayor ingreso hospitalario e incluso alta tasa de
mortalidad (2). Los desarrollos de vacunas actuales y particularmente contra
COVID-19 lograron disminuir el numero de casos y de muertes a nivel mundial,
al demostrar una eficacia en el desarrollo de proteccion inmunoldgica mediante
la produccion de anticuerpos. Sin embargo, las constantes mutaciones que
sufre el virus causal desarrollan nuevas variantes con mecanismos de evasion
mas eficaces que han traido como consecuencia rebrotes de la enfermedad

3).

SARS-CoV-2 y su patogénesis

La enfermedad COVID-19 es causada por el coronavirus de tipo Il del sindrome
respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2). El virus es un virus envuelto con un
genoma de RNA monocatenario (ssRNA) de sentido positivo de
aproximadamente 26-32 kilobases de longitud que pertenece a la familia
Coronaviridae y al género Betacoronavirus (3). Entre los Betacoronavirus, se
encuentra el coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) y
el coronavirus del sindrome respiratorio de oriente medio (MERS-CoV), los
cuales presentan una homologia gendmica y estructural con el SARS-CoV-2
del 79% y 50% respectivamente. Estos virus se caracterizan por infectar
exclusivamente a mamiferos, ocasionando enfermedades respiratorias de leves
a moderadas y enfermedades entéricas en humanos (4). La estructura del
SARS-CoV-2 consiste en una cubierta central conformada por la nucleocapside
que protege el RNA del genoma viral y una superficie o envoltura externa que
se asemeja a una corona solar basada en sus 4 principales proteinas
estructurales: espiga (S), membrana (M), envoltura (E) y nucleocapside (N) (3).

La proteina S esta conformada por 2 subunidades denominadas S1 y S2. La
subunidad S1 interacciona y se une al receptor de la enzima convertidora de
angiotensina 2 (ACE2) de la membrana celular mediante el dominio de union al
receptor (RBD), mientras que la subunidad S2 determina la fusion de la
membrana del virus con la membrana de la célula huésped, permitiendo la
entrada viral a la célula huésped. La proteina M es la mas abundante de las
proteinas estructurales y mantiene tanto la curvatura de la membrana como la
unién con la nucleocapside. La proteina E ayuda en el ensamblaje y liberacion
del virus, mientras que la proteina N es el componente de la nucleocapside que
incluye el RNA del genoma (5).
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La patogénesis del COVID-19 se basa en la union del SARS-CoV-2 a las
células epiteliales de las cavidades orales y/o nasales mediante la union de la
proteina S con el receptor ACE2. La captacion y entrada viral incrementa al
escindir la proteina S mediante una enzima proteasa denominada serina
proteasa transmembrana tipo 2 (TMPRSS2), lo cual contribuye a la separacion
de la unién RBD de la subunidad S1 con el receptor ACE2 y a la posterior
fusion de las membranas que facilita el ingreso por endocitosis al citoplasma
(4). Al ingresar, la nucleocapside del virus se libera y permite la salida del RNA
viral que actua como mRNA para la traduccion de sus 4 proteinas estructurales
(S, M, EyN)y 16 proteinas no estructurales (nsp 1-16), asi como también sirve
de molde para replicar su RNA que se asocia con la proteina N para la
formacion de la nucleocapside. Las proteinas virales S, E, M y sus proteinas no
estructurales se elaboran en las membranas del reticulo endoplasmico y
posteriormente, junto con la proteina N, se transportan y ensamblan en el
complejo de Golgi formando nuevas particulas viricas que se fusionan con la
membrana plasmatica, liberandose por exocitosis para infectar nuevas células

(5).
Transmisién de la infeccién por SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 se transmite a través de gotas respiratorias desprendidas de
portadores asintomaticos y sintomaticos al hablar, toser o estornudar (contacto
directo) o mediante el contacto con superficies u objetos contaminados con el
virus (contacto indirecto), siendo el medio mas frecuente de transmisién a
través de portadores (2). Ademas, se han documentado otras vias de
transmision a través de la superficie ocular y de muestras fecales en las que se
ha identificado la presencia prolongada del RNA viral del SARS-CoV-2 (6). El
periodo de incubacion del SARS-CoV-2 en la persona infectada es de 2 a 7
dias, el 97.5% de las personas infectadas presentan sintomas dentro de los
11.5 dias posteriores a la infeccion (2), llegando a desarrollar sintomas graves
de la enfermedad a los 8 dias posteriores al inicio de la sintomatologia. El
periodo de recuperacion de los pacientes que cursaron COVID-19 es de 15
dias posteriores al inicio de sintomas (4).

Presentacion clinica y sintomas de la infeccion por SARS-CoV-2

Con base en su severidad el COVID-19 se clasifica en leve, moderado y grave
o severo, en una enfermedad de COVID-19 leve a moderada los sintomas mas
comunes son la presencia de fiebre, tos seca, dificultad para respirar, fatiga,
mialgias, nauseas/vomito o diarrea, dolor de cabeza, cambios en el gusto u
olfato, debilidad y rinorrea, mientras que en una enfermedad de COVID-19
grave o severo son neumonia, sindrome de dificultad respiratoria aguda, lesion
hepatica aguda, lesion cardiaca, dafio renal agudo y enfermedad
cerebrovascular aguda. Ademas, existen anomalias radiograficas y de
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laboratorio como son la linfopenia, marcadores inflamatorios elevados (Proteina
C reactiva, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 (IL-1) e
interleucina 6 (IL-6)) y parametros de coagulacion anormales (tiempo de
protrombina elevado, trombocitopenia, dimero D elevado y fibrinbgeno bajo)

(2).

En casos graves de COVID-19, cuando existe un aumento de la replicacion
viral superior a la respuesta inmune, la integridad de Ila barrera
epitelio-endotelial se compromete y el SARS-CoV-2 infecta a los neumocitos
alveolares tipo Il del tracto respiratorio provocando su apoptosis, que da lugar a
la liberacion de grandes cantidades del SARS-CoV-2 causando tanto un dafio
alveolar difuso como una respuesta inflamatoria incrementada, principalmente
por macréfagos y neutrofilos, que inducen una tormenta de citocinas o
sindrome de liberacién de citocinas (SLC) provocando un deterioro en el
intercambio de gases, que conducen al sindrome de dificultad respiratoria
aguda (SDRA) de fase temprana caracteristico de los SARS-CoV y el deterioro
de otros 6rganos principales como los rifiones, el higado, el bazo, el cerebro, el
intestino y el tracto urinario. De esta manera, la gravedad de la enfermedad
dependera de la carga viral producida durante el periodo de incubacion del
virus, la eficacia en el mecanismo de infeccion y la respuesta inmune que
produce cada individuo, la cual modifica su funcionamiento y desarrollo debido
a diversos factores (5), como es el caso de la edad, principalmente el
envejecimiento, que ocasiona modificaciones y/o alteraciones en el sistema
inmune, denominandose a este fendmeno como inmunosenescencia (7).

Diagnéstico de COVID-19

El diagnostico temprano de COVID-19 es fundamental para controlar su
propagacion, por lo que se utilizan diversas metodologias para llevar a cabo
este proceso. El estudio de eleccion mas utilizado es la tomografia
computarizada de toérax que identifica rapidamente a un paciente con
COVID-19 al observar opacidades en vidrio despulido o esmerilado
multilobulares bilaterales con una distribucion periférica o posterior (2). Otra
metodologia es la prueba de antigenos que detecta las proteinas N, E 0o S a
través de una muestra nasofaringea. Sin embargo, el método de deteccién
estandar y universal para COVID-19 es la prueba de reaccién en cadena de la
polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR) a través de una muestra
nasofaringea, una muestra faringea o incluso de saliva (4).

Respuesta inmune innata contra SARS-CoV-2

La respuesta inmune contra el SARS-CoV-2 comienza con la inmunidad innata
a través de la interaccion entre los patrones moleculares asociados a
patdgenos (PAMP) del virus (principalmente la proteina S y el genoma viral) y


https://www.zotero.org/google-docs/?nFnm4v
https://www.zotero.org/google-docs/?qSORGo
https://www.zotero.org/google-docs/?MWFCwx
https://www.zotero.org/google-docs/?1mCvaP
https://www.zotero.org/google-docs/?ncu8Na

los receptores de reconocimiento de patrones (PRR). La principal familia de
PRR que reconocen RNA viral en los endosomas son los receptores tipo Toll
(TLR), especificamente TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9, mientras que el RNA viral
del citoplasma es reconocido por los receptores similares del acido retinoico
inducible del gen | (RIG-I) o también denominados receptores tipo RIG-I (RLRs)
(8), los cuales activan vias de sefalizacion y factores de transcripcion como
son el factor nuclear kappa B (NFkB) y la proteina activadora (AP-1) que
estimulan la produccién de proteinas involucradas en la inflamacién, tales como
TNF-q, citocinas (IL-1, IL-6 e IL-12) y quimiocinas (CCL2 y CXCL8), asi como el
factor regulador del interferon 3 y 7 (IRF-3 e IRF-7) que promueven la
activacion de respuestas antivirales mediadas por interferén tipo | (IFN-I). El
IFN-I suprime la replicacion y diseminacion viral en etapas tempranas y actua
como vinculo entre la respuesta inmune innata y la activacién de la respuesta
inmune adaptativa, siendo producido por células dendriticas plasmacitoides
(pDC) que se encuentran en la sangre y en la mucosa (5).

Asi mismo, el sistema inmune innato cuenta con linfocitos efectores
denominados células asesinas naturales (NK) que secretan perforina, granzima
B y citocinas proinflamatorias (IFN-y, TNF-a, IL-3, IL-8. IL-10 y factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B)) para la eliminacion de células
infectadas por el SARS-CoV-2 en los primeros dias de la infeccion, asi como
posterior a un contacto con el agente viral estas células se unen a las I1gG
mediante el mecanismo denominado citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC). La ADCC es un mecanismo indirecto de las células NK
caracterizado por la formacion de inmunocomplejos a través de la unién y
recubrimiento de anticuerpos de clase IgG, especificamente las subclases IgG1
e 1gG3, en las células infectadas, a los cuales se adhieren las células NK
mediante su receptor CD16 y liberan por exocitosis granulos que eliminan a
dichas células (9). La activacion exitosa de la respuesta inmune innata limita la

entrada, traduccion, replicacion y ensamblaje del virus, lo que favorece el
desarrollo temprano de la respuesta inmune adaptativa y por lo tanto, la
identificacion y eliminacion de las células infectadas. Sin embargo, el
SARS-CoV-2 presenta un mecanismo de evasion de la respuesta inmune que
retrasa la respuesta inmune innata (5).

Mecanismo de evasion del SARS-CoV-2

El mecanismo de evasion del SARS-CoV-2 se basa en bloquear la produccién
y funcion de las respuestas antivirales inducidas por el IFN-I a través de sus
proteinas polifuncionales estructurales, no estructurales y adicionales. El
SARS-CoV-2 inhibe la sintesis de IFN en ribosomas y su transporte
transmembranal para inhibir los efectos antivirales tempranos. Posteriormente,
las proteinas no estructurales modifican el RNA viral para evitar que sea
reconocido por PRR y bloquean la sintesis de PRR, mientras que las proteinas
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estructurales M y N se unen e inhiben a los receptores similares a RIG-| y se
inhibe la activacién de IRF3, provocando una disminucién en la produccion de
IFN-I e IFN-IIl. Finalmente, inhiben directamente la expresién de genes
estimulados por IFN (ISG) que producen el estado antiviral. De esta manera, el
SARS-CoV-2 evade y retrasa la respuesta inmune innata ocasionando que no
se active la respuesta inmune adaptativa y por lo tanto, el virus se replica
constantemente (8).

Respuesta inmune adaptativa contra SARS-CoV-2

Al actuar la respuesta inmune innata, los antigenos virales del SARS-CoV-2
son captados y procesados por células presentadoras de antigeno
profesionales (APC) formando péptidos que son presentados mediante
moléculas de clase Il del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC-II) a
linfocitos T cooperadores (CD4+), las APC expresan moléculas de
co-estimulacion y secretan citocinas como IL-12 e IFN-y que promueven la
polarizacion hacia linfocitos T cooperadores 1 (Th1) e IL-4 e IL-21 que
promueven la polarizacion a linfocitos T foliculares (TFH). Los linfocitos TFH
interaccionan con los linfocitos B de centros germinales y a través de la
produccion de IL-21, llevan a cabo la maduracion de las células B y la
diferenciacidon a células plasmaticas productoras de anticuerpos neutralizantes
con alta afinidad y de larga vida. Los linfocitos Th1 producen IL-2 e IFN-y y
junto con la interaccion de las APC, los linfocitos T citotdxicos (CD8+)
reconocen moléculas de clase | del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC-I) y con la subsecuente coestimulacion de CD80/86 se activan. Los
linfocitos T CD8+ activados inducen la apoptosis de las células infectadas por
el SARS-CoV-2 mediante la union del ligando de FAS (FasL) con su receptor
(Fas) (10). Por otra parte, los linfocitos B al actuar como APC pueden
reconocer y captar la proteina S del SARS-CoV-2 para presentarla en forma de
péptidos a los linfocitos Th1, diferenciandose mediante las moléculas de
co-estimulacion CD40L/CD40 a células plasmaticas secretoras de anticuerpos
neutralizantes, que inhiben la entrada del virus en las células sanas y llevan a
cabo su eliminacion (10).

Después de llevar a cabo la eliminacion del virus y superar la infeccion, los
linfocitos que llevaron a cabo su funcion son eliminados por apoptosis para
regular la respuesta inmune y un conjunto de linfocitos T CD4+, linfocitos T
CD8+, linfocitos B y anticuerpos neutralizantes especificos al SARS-CoV-2 se
conservan para activar de manera mas rapida la respuesta inmune en un
segundo contacto y controlar la infeccion, denominandose a esta caracteristica
de la inmunidad adaptativa como memoria inmunoldgica (10).


https://www.zotero.org/google-docs/?3t3hb4
https://www.zotero.org/google-docs/?DHlUaD
https://www.zotero.org/google-docs/?p5gSFr
https://www.zotero.org/google-docs/?qkixSx

Memoria inmunolégica contra SARS-CoV-2

La memoria inmunoldgica es la capacidad del sistema inmune adaptativo de
reconocer y activar de manera mas rapida la respuesta inmune en contra de un
patdgeno previamente reconocido, siendo la base de la inmunidad protectora
proporcionada por infecciones previas y por la vacunacién. Se desarrolla en 4
componentes principales de la inmunidad adaptativa que estan conformados
por los linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+, linfocitos B y anticuerpos
circulantes (11).

Los linfocitos T de memoria, ya sean T CD4+ o T CD8+, amplifican la respuesta
inmune en contra de un patégeno en un periodo de tiempo corto, mientras que
las clonas de los linfocitos B de memoria se dividen mas rapido y producen
anticuerpos con una mayor afinidad, en comparacion a los linfocitos que no han
reconocido a su antigeno especifico denominandose como linfocitos T y B
naive. Asi mismo, los linfocitos T y B de memoria que presentan el receptor de
quimiocinas CCR7 migran a los ganglios linfaticos, producen respuestas
proliferativas muy rapidas y generan una gran cantidad de células efectoras al
encontrarse nuevamente con el antigeno, denominandose células de memoria
central, mientras que las células T y B de memoria que carecen de CCR7
migran al sitio de inflamacion en tejidos periféricos y representan una poblacion
de células efectoras que producen citocinas o presentan caracteristicas
citotoxicas para responder rapidamente ante un reencuentro con el antigeno,
denominandose células de memoria efectora (11).

La produccion de este tipo de poblaciones con el fenotipo de memoria se da a
partir de una infecciéon (inmunidad natural), vacunacion o inmunidad hibrida
conformada por la combinacion de la inmunidad inducida posterior a una
infeccion y la inmunidad inducida por la vacunacion (11).

En el caso de la infeccion previa, se produce una memoria inmunitaria robusta
que incluye los 4 componentes de la inmunidad adaptativa. Con respecto a la
vacunacion, se producen niveles altos de los 4 componentes de la inmunidad
adaptativa con fenotipo de memoria. Sin embargo, dichos niveles disminuyen
durante un periodo de tiempo corto, generalmente de meses. Finalmente, la
inmunidad hibrida, produce un incremento de la memoria inmunoldgica basada
en los 4 componentes de la inmunidad adaptativa, principalmente los titulos de
anticuerpos neutralizantes especificos contra el patdbgeno causal de la infeccion
previa, manteniendo dicha memoria inmunolégica a lo largo del tiempo
mediante la vacunacion (11).

En COVID-19, la infeccién previa proporciona aproximadamente 80% a 95% de
proteccion contra las reinfecciones sintomaticas de COVID-19 durante mas de
8 meses para la cepa silvestre del SARS-CoV-2. De esta manera, la memoria
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inmunolodgica es una parte fundamental de la respuesta inmune para controlar
la enfermedad de COVID-19 y disminuir el numero de reinfecciones (11).

Tratamientos contra COVID-19

Los tratamientos que se han utilizado y estudiado para combatir la enfermedad
de COVID-19 son muy diversos. Sin embargo, la mayoria se basan en la
inhibicion del SARS-CoV-2 dependiendo de la etapa en que se encuentre su
replicacion viral.

Medicamentos para inhibir la entrada del virus:

a)

Umifenovir (Arbidol): Es un medicamento aprobado en China y Rusia
para el tratamiento de la influenza y otras infecciones virales
respiratorias, el cual ha demostrado en experimentos in vitro que tiene
actividad contra el SARS-CoV-2 al inhibir la interaccidn entre la proteina
S y el receptor ACE2 y evitar la fusiéon de membranas (12,13). Sin
embargo, otros estudios clinicos demostraron que este tratamiento no
mejora el prondstico ni acelera la eliminacion del SARS-CoV-2 en
pacientes con COVID-19 leve a moderado (14,15).

Mesilato de Camostat: Medicamento aprobado en Japon para el
tratamiento de la pancreatitis y la esofagitis por reflujo postoperatorio, el
cual se ha demostrado en estudios en ratones silvestres (WT) infectados
con una cepa de SARS-CoV que puede evitar el ingreso del virus a las
células al bloquear la actividad de TMPRSS2 y asi proteger de la
infeccion letal con SARS-CoV (16,17). Con respecto al SARS-CoV-2, un
estudio reveld que bloquea la entrada del virus en las células
pulmonares humanas, por lo que es considerado un potencial farmaco
antiviral frente a la enfermedad de COVID-19 (18).

Medicamentos para inhibir la replicacién del virus:

a)

Remdesivir: Medicamento de primera linea para el tratamiento de
adultos y adolescentes con neumonia que requieren oxigeno
suplementario, estudios in vitro e in vivo han demostrado su actividad
contra el SARS-CoV-2, especificamente inhibiendo a la RNA polimerasa
dependiente de RNA (RdRp) (19), la cual es una enzima crucial en el
ciclo de vida del virus tanto en la replicacion del genoma viral como en la
transcripcion (20). En estudios clinicos, se demostr6 que este
tratamiento acorta el tiempo de recuperacion en adultos hospitalizados
por COVID-19 grave (4).

Favilavir: Medicamento antiviral desarrollado en Japon para tratar la
influenza y ha sido aprobado en Rusia, China e India para el tratamiento
de COVID-19, debido a que un estudio clinico en China reporté una
reduccion significativa de los signos de la enfermedad observados
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mediante imagenes de torax y acorto el tiempo de eliminacion del virus
(21), presentando una mejoria clinica del 87.8% y 60.3% en pacientes
con COVID-19 leve y grave a los 14 dias, respectivamente (22). Sin
embargo, el tamafio de muestra en el estudio fue pequefio, por lo que se
deben llevar a cabo ensayos controlados aleatorios a gran escala (4).

Agentes inmunomoduladores:

a) Dexametasona: Corticosteroide que se usa en una amplia gama de
afecciones para aliviar la inflamacion a través de sus efectos
antiinflamatorios e inmunosupresores, el cual en un ensayo de
recuperacion demostré reducir la mortalidad en un 33% de los pacientes
hospitalizados por COVID-19 que recibieron ventilacibn mecanica
invasiva y en un 20% de pacientes que recibieron oxigeno (23).

b) Tocilizumab y Sarilumab: Anticuerpos especificos del receptor de la
interleucina-6 (IL-6), usados anteriormente para la artritis, demostraron
en un ensayo no controlado ser efectivos para combatir el COVID-19
grave al atenuar la tormenta de citocinas (24).

c) Eculizumab: Anticuerpo monoclonal especifico que inhibe la proteina
proinflamatoria C5 del complemento, demostr6 en resultados
preliminares una caida de los marcadores inflamatorios y los niveles de
proteina C reactiva, por lo cual sugiere ser una opcion para el
tratamiento de COVID-19 grave (25).

d) Interferén de tipo I (IFN I): Datos in vitro mostraron que el SARS-CoV-2
es muy sensible al IFN de tipo |, por lo que sugiere una eficacia potencial
en el tratamiento temprano del COVID-19 (26). Ademas, la inhalacién de
vapor de lopinavir/ritonavir combinado con IFN-a esta incluida en la
pauta de tratamiento del COVID-19 (27).

Otra estrategia es bloquear la uniéon de la proteina S al receptor ACE2
mediante hACE2 recombinante soluble, anticuerpos monoclonales especificos
o inhibidores de fusion que se dirigen a la proteina S (28-30).

Asi mismo, se han utilizado terapias complementarias que tienen como
finalidad acortar el tiempo de recuperacion entre las cuales se encuentra el
plasma de donadores convalecientes de COVID-19 y las inmunoglobulinas
hiperinmunes. Sin embargo, pueden ocasionar diversos efectos adversos
(aumento de la infeccion mediado por anticuerpos, lesion pulmonar aguda
asociada a la transfusion y reacciones alérgicas a la transfusién) o tienen una
disponibilidad limitada debido al alto costo para su desarrollo (2).

Actualmente, dentro de los tratamientos farmacoldgicos principales para
COVID-19 se encuentran el uso de antivirales como el redemsivir que mejora el
tiempo de recuperacion entre 11 a 15 dias en pacientes sin ventilacion
mecanica, el uso de agentes antiinflamatorios como la dexametasona que
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reduce la mortalidad a los 28 dias de tratamiento en pacientes con COVID-19
grave que requieren oxigeno suplementario y en pacientes con una duracion de
los sintomas mayor a los 7 dias, el uso de anticoagulantes (heparina),
inmunomoduladores  (tocilizumab, sarilumab, anakinra, ruxolitinib) y
antifibréticos (inhibidores de la tirosina cinasa). La asignacién de un tratamiento
depende de la etapa de la infeccion y sus complicaciones, siendo los
inhibidores virales los mas efectivos al principio de la infeccion, mientras que
los agentes inmunomoduladores son mas efectivos en pacientes hospitalizados
para prevenir la progresién de la enfermedad y los anticoagulantes son
efectivos para prevenir complicaciones tromboembdlicas. Sin embargo, este
tipo de tratamientos unicamente alivian los sintomas o ayudan en una
recuperaciéon temprana del paciente, pero no generan una proteccidon
inmunoldgica contra el SARS-CoV-2, por lo que la alternativa clinica principal
para disminuir el numero de infecciones y la gravedad por COVID-19 a través
de la generacion de proteccion inmunoldgica por anticuerpos y ceélulas de
memoria especificas contra SARS-CoV-2 son las vacunas (2).

Vacunas contra SARS-CoV-2

Las vacunas tienen como objetivo principal estimular el sistema inmune a
través de la administracion del agente causal o antigenos asociados a una
determinada enfermedad para la producciéon de una respuesta inmune robusta,
especifica y efectiva contra dicho agente, logrando asi controlar o reducir los
efectos patologicos de la enfermedad (31).

Desde el comienzo de la pandemia de COVID-19, una gran diversidad de
vacunas han entrado en proceso de desarrollo biofarmacéutico enfocadas en
contra de la proteina S del SARS-CoV-2, aprobandose para su uso en la
poblacion general después de establecer su seguridad y eficacia. La eficacia se
refiere al grado en que una vacuna previene la infeccion sintomatica o en
algunos casos, la infeccion asintomatica de una determinada enfermedad; en el
caso de las vacunas de COVID-19 el grado en que previene la infeccidn
sintomatica, principalmente el estado grave y la mortalidad de la enfermedad
dentro de un ensayo clinico controlado, mientras que para el caso de la
proteccidon generada por la vacuna en la poblacién en general el término
utilizado es efectividad (32).

Las vacunas contra COVID-19 se diferencian por el tipo de plataforma utilizada
para su desarrollo, las cuales son las siguientes:

a) Virus Inactivado: Son virus completos que no infectan células y no
pueden replicarse (32). Se producen in vitro inactivando el SARS-CoV-2
purificado con formaldehido y mezclandolo con un adyuvante como
alumbre, generando un amplio repertorio de epitopos de células T. Sin
embargo, presentan menor inmunogenicidad debido a la alteracién de la
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d)

estructura del antigeno por el proceso de fijacidon, asi como dificultades
en el proceso de produccion y riesgo de infeccion, asociados con la
inactivaciéon incompleta del virus (33). Entre las vacunas de virus
inactivado aprobadas se encuentra la vacuna Sinovac (Coronavac) y
Covaxin (BBV152Covaxin) que presentaron una eficacia del 50.6% al
92.3% contra el SARS-CoV-2 (32).

Nanoparticulas de subunidades de proteina: Se producen mediante
la incorporacion de la proteina S recombinante o el dominio RBD de la
proteina S purificada en micelas de polisorbato 80 con la adicién del
adyuvante basado en saponina Matrix-M, logrando asi generar una
sdlida inmunidad humoral y mediada por células (33). Por ejemplo, la
vacuna Novavax (Covovax o NVX-CoV2373) presentd una eficacia del
89% al 91.6% contra la cepa silvestre del SARS-CoV-2 (32).

Vectores adenovirales recombinantes no replicantes: Son sistemas
de administracion que contienen acidos nucleicos que codifican un
antigeno (32). Utilizan tecnologias de terapia génica para la produccion
de la proteina S como antigeno en las células huésped (33). Las
principales vacunas aprobadas de este tipo de plataforma son Cansino
(Ad5-nCoVCovidecia), AstraZeneca (AZD1222Covishield) y Sputnik V
(Gam-COVID-Vac), las cuales presentaron una eficacia del 65% al
91.6% contra la cepa silvestre del SARS-CoV-2 (32). La vacuna
AstraZeneca induce la seroconversion de anticuerpos IgG especificos
contra el dominio RBD de la proteina S del SARS-CoV-2 a los 14 y 28
dias (34). La vacuna Janssen (Ad26.COV2-S) presentd una eficacia del
69.4% (32) e induce la produccion de anticuerpos de clase IgG
neutralizantes contra el dominio RBD de la proteina S del SARS-CoV-2 a
los 29 dias (35).

RNA: Se basan en mRNA con la informacién genética para la sintesis
de la proteina S. EIl mRNA es encapsulado en nanoparticulas lipidicas
(principalmente lipidos de polietilenglicol y colesterol) que contribuyen a
controlar el tamano, la forma y la estabilidad de la proteina virica
sintetizada (32,33). Las vacunas Pfizer-BioNTech (BNT162b2) vy
Moderna (mMRNA-1273) fueron las primeras vacunas basadas en mRNA
autorizadas, presentando una eficacia superior al 90% contra la cepa
silvestre del SARS-CoV-2 (32), induciendo la seroconversion de
anticuerpos 1gG especificos contra la proteina S del SARS-CoV-2 a los
21y 28 dias, respectivamente (36,37).

La proteccion inmunolégica que inducen las vacunas contra SARS-CoV-2 se
produce a partir de la administracion via intramuscular de cualquier vacuna
mencionada anteriormente, en donde el antigeno (generalmente la proteina S)
es capturado por APCs como lo son las células dendriticas, que se activan a
través de la interaccién con los PRR. Las células dendriticas activadas se
trasladan hacia los ganglios linfaticos y a través de las moléculas MHC-| y

10


https://www.zotero.org/google-docs/?PzWq9H
https://www.zotero.org/google-docs/?LKcl67
https://www.zotero.org/google-docs/?Scz42k
https://www.zotero.org/google-docs/?WNPlAx
https://www.zotero.org/google-docs/?p3vs4K
https://www.zotero.org/google-docs/?ITDrFI
https://www.zotero.org/google-docs/?MiyQFD
https://www.zotero.org/google-docs/?tqLYin
https://www.zotero.org/google-docs/?AsHE52
https://www.zotero.org/google-docs/?u1aRDd
https://www.zotero.org/google-docs/?IgWo87
https://www.zotero.org/google-docs/?kmmRpD
https://www.zotero.org/google-docs/?V0zNxR

MHC-II presentan el péptido antigénico a los linfocitos T CD4+ y a los linfocitos
T CD8+, respectivamente. Por lo tanto, las células dendriticas activan las
células T CD4+ y T CD8+ que comienzan a diferenciarse en diversas
subpoblaciones de linfocitos T y de esta manera, interactuar con las células B
para el desarrollo de células plasmaticas productoras de anticuerpos
especificos y con una elevada afinidad por la proteina de la vacuna. Ademas
de la generacién de células efectoras, las vacunas desarrollan células de
memoria para una proteccion ante un reencuentro con el SARS-CoV-2 (38).

Vacuna Abdala

En el afo 2022, Cuba presentd su primera vacuna basada en una plataforma
subunitaria de proteina recombinante denominada “Abdala”, la cual fue
desarrollada utilizando la levadura Pichia pastoris como microorganismo de
expresion y el gel de hidréxido de aluminio como adyuvante. Su formulacién
incluye el dominio de union al receptor (RBD) de la proteina recombinante del
SARS-CoV-2. En cuestion de eficacia, se demostré una alta efectividad para
prevenir enfermedades graves y la muerte por COVID-19 en la poblacion
cubana (39). Recientemente, a principios del 2023, en México se aprobo su uso
como dosis de refuerzo en la poblacion mexicana. Sin embargo, se desconoce
si induce una proteccion inmunolégica en contra del SARS-CoV-2, por lo que
se requieren llevar a cabo estudios de calidad que permitan conocer la eficacia
de la vacuna Abdala como dosis de refuerzo (40). Por lo tanto, en México las
vacunas aprobadas son Sinovac (Coronavac), Covaxin (BBV152Covaxin),
AstraZeneca (AZD1222Covishield), Sputnik V (Gam-COVID-Vac), Cansino
(Ad5-nCoVCovidecia), Janssen (Ad26.COV2-S), Moderna (MmRNA-1273),
Pfizer-BioNTech (BNT162b2) y Abdala (40).

11


https://www.zotero.org/google-docs/?mK6Uoo
https://www.zotero.org/google-docs/?HBcv84
https://www.zotero.org/google-docs/?HsGsdU
https://www.zotero.org/google-docs/?qq0gjJ

ANTECEDENTES

A partir del 2020, nuestra comprensién del SARS-CoV-2 y del COVID-19 ha
evolucionado rapidamente, principalmente en la comprension de la respuesta
inmune que se produce en contra de este patégeno (41). En diversos estudios
se examino la respuesta de los linfocitos T CD4+ en contra de las proteinas
estructurales del SARS-CoV-2 en pacientes convalecientes de COVID-19,
reportando respuestas de células T CD4+ en contra de las proteinas S, Ny M,
siendo la proteina S el antigeno en inducir una respuesta inmune fuerte
mediada por linfocitos T CD4+ (42-45), lo cual ayudo en el desarrollo de la
mayoria de las vacunas contra SARS-CoV-2, ya que dicha proteina es el
antigeno que utilizan para inducir una respuesta inmune celular y humoral en
contra del SARS-CoV-2 (46).

De acuerdo a la gravedad de la infeccion por COVID-19, se ha reportado un
incremento en las respuestas de linfocitos T CD4+ entre los 2 a 4 dias
posteriores al inicio de los sintomas, asociandose con una eliminacion viral
acelerada y por lo tanto con un mayor control de la infeccion primaria por
SARS-CoV-2 (44). Sin embargo, la ausencia prolongada de linfocitos T CD4+
se asocio con COVID-19 grave o fatal (43,47), lo que sugiere que las
respuestas de linfocitos T CD4+ son importantes para la prevencion de
COVID-19 grave (44). Asi mismo, se ha observado una relacion de los
linfocitos T foliculares circulantes (cTFH) con la producciéon de anticuerpos
neutralizantes especificos contra SARS-CoV-2 y con una gravedad reducida de
la enfermedad (48,49).

La mayoria de las personas infectadas con SARS-CoV-2 producen anticuerpos
neutralizantes de clase IgG a los 19 dias del inicio de los sintomas (50), siendo
la proteina S y el dominio RBD el antigeno principal en mas del 90% de los
anticuerpos neutralizantes producidos (51,52). El desarrollo de anticuerpos
neutralizantes contra el dominio RBD de la proteina S es mediado por células B
extrafoliculares (53). Asi mismo, el incremento de células B extrafoliculares
activadas y el incremento de anticuerpos neutralizantes, se asocia con el
estado grave de la enfermedad (51,54).

En personas recuperadas de COVID-19, se ha reportado la produccion de
células T de memoria especificas contra SARS-CoV-2 (48,55) que persisten al
menos 6 meses posteriores a la infeccidn y se diferencian predominantemente
en linfocitos Th1 y TFH (56). En un estudio de 188 personas previamente
infectadas con SARS-CoV-2, se observd un incremento de los linfocitos B de
memoria conforme transcurria el tiempo, presentando una mayor cantidad de
linfocitos B de memoria especificas a RBD a los 6 meses posterior a los
primeros sintomas comparada al mes de iniciar los sintomas, produciendo
anticuerpos neutralizantes (57). Ademas, en 2 estudios con mas de 1000
personas recuperadas de COVID-19, se reporté que los titulos de anticuerpos
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de clase IgG contra el SARS-CoV-2 en circulacion se mantenian durante 3 a 4
meses (58,59).

Como ya se menciond, la respuesta a la pandemia del SARS-CoV-2 se ha
basado en el desarrollo e implementacion de diversas plataformas de vacunas
contra el SARS-CoV-2 que sean seguras y eficaces para su uso en un gran
numero de personas (32). El objetivo de la vacunacion es la produccion de una
respuesta inmune robusta y protectora contra las proteinas estructurales del
virus (S, M o N) mediante la produccién de anticuerpos especificos contra
SARS-CoV-2 y el desarrollo de memoria inmunoldgica de linfocitos T y B para
reducir tanto la gravedad de la enfermedad como el numero de reinfecciones
(60). De esta manera, se ha disminuido el numero de contagios y de casos
graves por COVID-19 a nivel mundial, ya que la vacunacién induce una
respuesta inmune temprana y eficiente que elimina al virus del SARS-CoV-2
tan pronto como ingresa al huésped (11).

En trabajadores de la salud holandeses que padecieron COVID-19 leve a
moderado y que se vacunaron con plataformas de mRNA o viral, se reporté la
presencia de respuestas de linfocitos T especificos a la proteina S1 y
anticuerpos anti-RBD de clase IgG posterior a la infeccidn, incrementando sus
niveles después de la primera dosis y manteniéndose después de la segunda
dosis, independientemente del tipo de plataforma de vacunacion administrada.
Asi mismo, no existié correlacion entre una respuesta mediada por linfocitos T
y una mediada por anticuerpos especificos a SARS-CoV-2, asociandose a una
heterogeneidad en la durabilidad y produccion de la inmunidad celular y
humoral contra SARS-CoV-2 (61).

Con respecto a la memoria inmunoldgica inducida por la vacunacién contra
SARS-CoV-2, se ha reportado un incremento de linfocitos T CD4+ de memoria
después de la segunda dosis de Pfizer o Moderna, manteniendo sus niveles a
los 6 meses de la vacunacion, mientras que los linfocitos cTFH se mantuvieron
después de la vacunaciéon y disminuyeron después de 6 meses. Ademas,
observaron un incremento de linfocitos B de memoria efectora y una
disminucién de linfocitos B de memoria central después de la vacunacion. Por
otra parte, reportaron un incremento en la produccion de anticuerpos de clase
IgG anti-RBD y anti-S después de la vacunacion con plataformas de mRNA y
vector viral, disminuyendo a los 6 meses de la vacunacion. Finalmente, no
existio correlacion entre los titulos de anticuerpos y los niveles tanto de
linfocitos ¢cTFH como de linfocitos B de memoria a los 6 meses de la
vacunacion, por lo que la proteccidén inmunoldgica después de la vacunacion se
basa en mayor medida en la inmunidad celular que en la humoral (62).

Nuestro grupo de trabajo estudio la produccion de anticuerpos y los cambios en
las proporciones de las subpoblaciones de linfocitos T y B en personas sin
antecedente y con antecedente de COVID-19 vacunadas contra SARS-CoV-2,
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reportando un incremento en la produccion de anticuerpos anti-RBD de clase
IgG después de la primera dosis y manteniéndose después de la segunda
dosis. En el caso de las poblaciones de linfocitos T y B, se reportd un
incremento de las células T CD4+ y una disminucion de los linfocitos TFH
después de la segunda dosis, mientras que los linfocitos B y linfocitos B de
memoria efectora disminuyeron después de la segunda dosis, lo que sugiere
una participacion clave de estas subpoblaciones celulares en la respuesta
temprana y activacion eficiente de linfocitos B que se diferencian en células
plasmaticas productoras de anticuerpos IgG anti-RBD que tienen como
finalidad una proteccién contra posibles re-infecciones y prevenir el estado
grave de la enfermedad (60).

En el afno 2022, Cuba presentdé su primera vacuna contra SARS-CoV-2
denominada Abdala, la cual en un estudio aleatorizado, doble ciego y
controlado con placebo en personal del hospital “Saturnino Lara” de Santiago
de Cuba, reporté un incremento en los titulos de anticuerpos anti-RBD de clase
IgG y en su porcentaje de inhibicidn a la union de RBD-ACE2 después de las 3
dosis aplicadas, por lo que los anticuerpos producidos por la vacuna Abdala
presentan una actividad funcional capaz de neutralizar al SARS-CoV-2 (39,63).
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JUSTIFICACION

La pandemia de COVID-19 originada por el SARS-CoV-2 ocasion6 millones de
casos y de muertes a nivel mundial, ademas presenta una alta tasa de
mutacién que incrementa la probabilidad de reinfeccion aun con la
administracién de vacunas contra el SARS-CoV-2, por lo que es considerado
un tema de interés clinico en la actualidad.

Las vacunas contra el SARS-CoV-2 han demostrado una alta eficacia (>90%)
para neutralizar al virus, reduciendo tanto el numero de casos como de muertes
en todo el mundo. Las vacunas inducen una respuesta inmune robusta, eficaz y
protectora, basada en la produccion de anticuerpos neutralizantes de clase IgG
y de linfocitos T y B de memoria en contra del SARS-CoV-2. Por tal motivo, el
desarrollo “temprano” y eficaz de las vacunas contra el SARS-CoV-2 basadas
en varias plataformas resulté en una alta demanda de compra global, por lo
que algunos paises decidieron desarrollar su propia vacuna para tener una
mayor accesibilidad a este tratamiento para su poblacién, como es el caso de
Cuba con la vacuna Abdala.

Actualmente se incluyo la vacuna Abdala como parte del esquema de refuerzo
para la poblacion mexicana. Sin embargo, existen pocos reportes acerca de la
eficacia de esta vacuna para generar una proteccion inmune mediada por
anticuerpos y el desarrollo de memoria inmunolégica o mejorar la memoria
inmunoldgica preexistente contra el SARS-CoV-2 cuando se usa como dosis de
refuerzo.
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HIPOTESIS

La vacuna Abdala empleada como dosis de refuerzo incrementara la
produccion de anticuerpos anti-RBD neutralizantes de clase IgG, asi como
inducira cambios en los porcentajes de linfocitos B, linfocitos T y sus
subpoblaciones con fenotipos de memoria.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar la produccién de anticuerpos anti-RBD de clase IgG, linfocitos B,
linfocitos T cooperadores (Th), linfocitos TFH y sus fenotipos de memoria antes
y después de la vacunacién con Abdala.

Objetivos Particulares.
Antes y después de la vacunacioén con Abdala, determinar:

e La presencia de anticuerpos anti-RBD neutralizantes de clase IgG
mediante el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).

e Los porcentajes de linfocitos B (CD19+), linfocitos B de memoria
(CD19+CD21+CD27+) vy linfocitos B de memoria efectora
(CD19+CD21-CD27+) mediante citometria de flujo multiparamétrica.

e Los porcentajes de linfocitos Th (CD3+CD4+), linfocitos TFH
(CD3+CD4+CXCR5+CCR7-), linfocitos T de memoria central
(CD3+CD4+CD45RO+CCR7+) vy linfocitos T de memoria efectora
(CD3+CD4+CD45RO+CCRT7-) mediante citometria de flujo

multiparamétrica.

Después de la vacunacion y en presencia de la proteina RBD recombinante,
determinar:

e La presencia de anticuerpos anti-RBD neutralizantes de clase 1gG
mediante ELISA.

e Los porcentajes de plasmablastos (CD19+CD27+CD38High), linfocitos T
activados (CD3+CD4+CD25+) y la concentracion de IL-2 e IFN-y
mediante citometria de flujo multiparamétrica.
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MATERIALES Y METODOS

Material Biolégico.

Se colectaron muestras sanguineas de 24 personas que laboran en el Instituto
de Oftalmologia “F.A.P. Conde de Valenciana |.A.P.” y recibieron como refuerzo
la vacuna Abdala contra SARS-CoV-2. 1-2 dias antes de la vacunacion
(pre-Abdala), se obtuvieron de 10-12 mL de sangre periférica mediante puncién
venosa en tubos con EDTA como anticoagulante y posterior a los 14 £ 5 dias
de la vacunacion (post-Abdala), se colectaron de 10-12 mL de sangre periférica
en tubos con heparina de litio. Ademas, se colectaron muestras sanguineas
pre-Abdala y post-Abdala en tubos con gel separador y sin aditivo para la
obtencion de suero (Figura 1). El comité cientifico (CIl-055-2021), de
bioseguridad (CB-056-2021) y de bioética (CEI-2020/10/09) del Instituto de
Oftalmologia “F.A.P. Conde de Valenciana |.A.P.” aprobaron este estudio.
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Figura 1. A) Disefio Experimental. Reclutamiento y selecciéon de participantes. Se colectaron
muestras de sangre 1-2 dias antes de la vacunacién con Abdala y 14 + 5 dias después de su
aplicacion, indicandose con la flecha roja. B) Estrategia Experimental. Las muestras de suero
pre y post-Abdala se emplearon para los ensayos de ELISA, mientras que las muestras
post-Abdala se emplearon para el consumo de anticuerpos. Las muestras de sangre pre y
post-Abdala recolectadas en tubo con EDTA se emplearon para las inmunotinciones, mientras
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que las muestras post-Abdala recolectadas en tubo con heparina de litio se emplearon para el
ensayo de estimulacion. Las muestras se adquirieron y analizaron mediante citometria de flujo
multiparamétrica.

Criterios de seleccion de los sujetos de estudio.

Se incluy6 personal del instituto vacunado contra SARS-CoV-2 que decidié
recibir como refuerzo la vacuna Abdala. Dicho personal no presenté COVID-19
en un periodo minimo de 3 meses, sin antecedentes o diagndstico de alguna
enfermedad cronica-degenerativa y que aceptaron participar en el protocolo
mediante firma de consentimiento informado. Se excluyeron aquellas personas
que dieron positivo a COVID-19 tres meses previos a la toma de muestra, con
antecedente o diagndstico de alguna enfermedad cronica-degenerativa, bajo
tratamiento con inmunosupresores y/o que no aceptaron participar en el
protocolo. Se eliminaron a las personas que no cumplieron con las tomas de
muestra solicitadas para el estudio, cuya muestra biolégica fue insuficiente y
aquellas que decidieron retirar su consentimiento para participar en el
protocolo.

Consumo de anticuerpos en presencia de la proteina RBD del
SARS-CoV-2.

Se adicionaron 200 pL de suero post-Abdala por pocillo en placas de 24 pozos
y se adicion6 la proteina RBD recombinante de la cepa Wild Type del
SARS-CoV-2 (0.5 ug/mL) (UDIBI, IPN) en medio RPMI suplementado (10%
Suero Fetal Bovino y 1% de Antibiético) (Gibco), mientras que como control
negativo se adicion6 medio RPMI suplementado (Gibco). Posteriormente, se
incubaron las placas a 36°C durante 24 horas. Al terminar la incubacion, se
recolecto los sueros y centrifugé a 2500 rpm durante 5 minutos, se recuperaron
los sueros en tubos Eppendorf de 0.6 mL y se almacenaron a -80°C hasta su
uso en el ensayo de ELISA.

Determinacién de IgG anti-RBD en suero mediante ELISA.

Se llevdo a cabo la determinacion de anticuerpos de clase IgG anti-RBD
empleando el kit de ELISA UDITEST-V2G (UDIBI, IPN) en las muestras de
suero de personas pre y post vacunadas con Abdala, asi como en las muestras
del ensayo de consumo de anticuerpos, siguiendo las instrucciones
establecidas por el fabricante.

Se removio por inversion el liquido excedente de la placa de 96 pozos y se
adicionaron 100 pL de cada muestra diluida 1:100, asi como del control
negativo y positivo y se incubé por hora y media a temperatura ambiente.
Posteriormente, se lavd 6 veces la placa con 200 pL de solucion amortiguadora
de fosfatos con surfactante (solucién de lavado), removiendo la solucién entre
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cada lavado. Se adicionaron 50 pL del anticuerpo anti-lgG humana acoplada a
HRP (anticuerpo secundario) y se incubd una hora a temperatura ambiente.
Después, se lavdo 6 veces la placa con 200 uyL de solucion de lavado,
removiendo la solucién entre cada lavado y se adicionaron 100 pL de solucién
de peroxido de hidrogeno (A) y 3, 37, 5, 5°, tetrametilbenzidina en solvente
organico (sustrato de revelado), se incub6 durante 20 minutos a temperatura
ambiente en oscuridad. Finalmente, se adicionaron 50 pL de solucion de acido
metanosulfénico (solucién de paro) y se determind la densidad o6ptica (O.D.)
empleando el espectrofotometro Multiskan Ascent (Thermo Scientific) a una
longitud de onda de 450 nm con una correccion a 595 nm. Cada muestra se
analizé por duplicado y se promediaron los valores obtenidos.

Ensayo de estimulacién con la proteina RBD del SARS-CoV-2 a partir de
sangre periférica.

El ensayo de estimulacién se llevd a cabo en muestras de sangre periférica
post-Abdala, se adicionaron 400 pyL de sangre periférica por pocillo en placas
de 24 pozos y como estimulo se empled la proteina RBD recombinante de la
cepa Wild Type del SARS-CoV-2 (0.5 pg/mL) (UDIBI, IPN) en medio RPMI
suplementado (10% Suero Fetal Bovino y 1% de Antibiotico) (Gibco). Como
control negativo se empleé medio RPMI suplementado (Gibco) y como control
positivo se empled medio RPMI suplementado (Gibco), lonomicina (0.3 mg/mL)
y Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) (30 ug/mL). Posteriormente, se
incubaron las placas a 36°C y 5% CO, durante 24 horas. Al terminar la
incubacion, se recolectd la suspension celular y centrifugd a 2500 rpm durante
5 minutos, se recolectaron los sobrenadantes en tubos Eppendorf de 0.6 mL y
se almacenaron a -80°C hasta su uso en la determinacion de citocinas,
mientras que la porcion celular se recuperd con 300 pL de medio RPMI (Gibco)
para su fenotipificacion por citometria de flujo multiparamétrica.

Fenotipificacion de las poblaciones celulares.

Para llevar a cabo la fenotipificacion de las muestras pre y post Abdala se
emplearon anticuerpos monoclonales acoplados a fluoréforos. Para identificar
los linfocitos B, linfocitos B de memoria y linfocitos B de memoria efectora, se
adicionaron los anticuerpos: a-CD19 FITC (Clona: HIB19, BD Pharmingen),
a-CD21 PE (Clona: B-ly4, BD Pharmingen) y a-CD27 APC-H7 (Clona: M-T271,
BD Pharmingen). Para los linfocitos Th, linfocitos TFH, linfocitos T de memoria
central y linfocitos T de memoria efectora, se empled la combinacion de
anticuerpos: a-CD3 BV421 (Clona: UCHT1, BD Horizon), a-CD4 PECy5 (Clona:
RPA-T4, BD Pharmingen), a-CXCR5 Alexa Fluor 488 (Clona: RF8B2, BD
Pharmingen), a-CCR7 PE (Clona: 3D12, BD Pharmingen) y a-CD45R0O PECy7
(Clona: UCHL1, BD Pharmingen).
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En las células colectadas del ensayo de estimulacion, se emplearon los
anticuerpos a-CD19 FITC (Clona: HIB19, BD Pharmingen), a-CD27 APC-H7
(Clona: M-T271, BD Pharmingen) y a-CD38 PECy7 (Clona: HB-7, BioLegend)
para la identificacién de plasmablastos y, los anticuerpos a-CD3 BV421 (Clona:
UCHT1, BD Horizon), a-CD4 PECy5 (Clona: RPA-T4, BD Pharmingen) y
a-CD25 APC (Clona: M-A251, BD Pharmingen) para la identificacion de los
linfocitos T activados.

Tincion de membrana.

A 100 pL de sangre total o 100 pL de células estimuladas, se adicionaron las
siguientes combinaciones de anticuerpos: anticuerpos a-CD19, a-CD21 y
a-CD27, anticuerpos a-CD3, a-CD4, a-CXCR5, a-CD45RO y a-CCR7,
anticuerpos a-CD19, a-CD27 y a-CD38 o anticuerpos a-CD3, a-CD4 y a-CD25.
Se incubaron en oscuridad a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Posteriormente, se realizd la lisis de los eritrocitos presentes en las muestras
adicionando 1 mL de Lysing Solution (BD, Catalogo: 349202), se incubaron en
oscuridad por 10 minutos y se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 minutos. Se
retiro el sobrenadante y se realiz6 un lavado con 1mL de PBS/BSA/Azida de
sodio (ScienCell, Catalogo: 0303) y se centrifugaron a 2500 rpm durante 5
minutos. Finalmente, se retird el sobrenadante y las células se resuspendieron
y fijaron en 300 pL de solucién Stabilizing Fixative (BD, Catalogo: 338036). Las
muestras se adquirieron en el citdmetro de flujo FACS Lyrics cell sorter (BD
Biosciences) empleando el software BD FACSuite (BD), posteriormente se
analizaron en el software FlowJo v10.8.1 (BD FlowJo Software). Finalmente,
los resultados fueron analizados con el software GraphPad Prism 9 (GraphPad
Software).

Adquisicion y analisis de datos por citometria de flujo multiparamétrica.

Se realizdé la grafica de tamafio area (FSC-A) vs tamafo altura (FSC-H),
delimitando la region correspondiente a las células individuales (Singlets) y a
partir de esa region se realizé la grafica de tamano (FSC) vs granularidad
(SSC), donde se seleccion6 la region correspondiente a los linfocitos. Se
adquirieron 20,000 eventos de la region de linfocitos. A continuacion, se realizd
un grafico de SSC-A vs CD3 para delimitar la regidon correspondiente a los
linfocitos T y a partir de esta region, se realizé un grafico de CD3 vs CD4 para
seleccionar la region de los linfocitos Th (CD3+CD4+). En muestras pre y
post-Abdala, a partir de la poblacion de linfocitos Th, se realizé un grafico de
CXCR5 vs CCR7 para identificar y cuantificar los linfocitos TFH
(CD3+CD4+CXCR5+CCR7-), asi como un grafico de CD45RO vs CCR7 para
identificar 'y  cuantificar los linfocitos T de memoria central
(CD3+CD4+CD45RO+CCR7+) y memoria efectora
(CD3+CD4+CD45RO+CCRT7-) (Figura 2A). En muestras estimuladas, a partir
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de la regidén de linfocitos Th, se empleé un grafico de CD25 vs CD4 para
identificar y cuantificar los linfocitos T activados (CD3+CD4+CD25+) (Figura
2B). Por otra parte, se realiz6 un grafico de SSC-A vs CD19 para delimitar la
region correspondiente a los linfocitos B. En muestras pre y post-Abdala, a
partir de esta region, se empleé un grafico de CD27 vs CD21 para identificar y
cuantificar los linfocitos B de memoria (CD19+CD21+CD27+) y de memoria
efectora (CD19+CD21-CD27+) (Figura 2A). En muestras estimuladas, a partir
de la region de linfocitos B, se realizd un grafico de CD27 vs CD38 para
identificar y cuantificar los plasmablastos (CD19+CD27+CD38High) (Figura
2B). Las regiones positivas y negativas de cada poblacion se verificaron con
base en el control de fluorescencia menos uno (FMO) (Anexo 1y 2).
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Figura 2. Estrategia representativa del analisis por citometria de flujo multiparamétrica. A)
Andlisis de las poblaciones de linfocitos B, linfocitos Th, linfocitos TFH y sus subpoblaciones de
memoria central y memoria efectora. Muestra post-Abdala. B) Analisis de las poblaciones de
plasmablastos y linfocitos T activados. Muestra post-Abdala posterior al ensayo de
estimulacion.

Determinacién de IL-2 e IFN-y en sobrenadante.

Se realizo6 la cuantificacion de IL-2 e IFN-y en los sobrenadantes obtenidos del
ensayo de estimulacién, empleando el kit BD Cytometric Bead Array (CBA)
Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (BD), siguiendo las instrucciones
establecidas por el fabricante.

Se adicionaron 50 uyL de las perlas de captura a los tubos de citometria.
Posteriormente, se anadieron 50 yL de las diluciones del estandar de citocinas
Th1/Th2/Th17 humanas a los tubos marcados como control o se afiadieron 50
ML de los sobrenadantes a los tubos. Posteriormente, se adicionaron 50 pL del
reactivo de deteccion PE Th1/Th2/Th17 humana y se incub6 por 3 horas a
temperatura ambiente, protegidos de la luz. Después, se adicion6 1 mL de
solucion de lavado y se centrifugé a 2500 rpm durante 5 minutos. Se retir6 el
sobrenadante y se adicionaron 300 uL de solucion de lavado. Las muestras se
adquirieron en el citdmetro de flujo FACS Lyrics (BD) empleando el software BD
FACSuite (BD), posteriormente se analizaron en el software FlowJo v10.8.1
(BD FlowJo Software). Finalmente, los resultados fueron graficados con el
software GraphPad Prism 9 (GraphPad Software).

Anadlisis Estadistico.

El analisis estadistico de los datos obtenidos se realizd con el software
GraphPad Prism 9. Se realizé la prueba Shapiro-Wilks para obtener la
distribucion de los datos, la cual dio como resultado una distribucién no
Gaussiana, por lo que se empled la prueba de Wilcoxon para la comparacion
de dos grupos pareados. Los resultados se muestran como media £ desviacién
estandar. Se consideré un valor de p menor a 0.05 como estadisticamente
significativo.
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RESULTADOS

Poblacion de estudio.

Se analizaron muestras de 24 personas, tomadas 1-2 dias antes de la
vacunaciéon (pre-Abdala) y a los 14 + 5 dias posterior a la vacunacion (post
Abdala) con Abdala. La distribucién con respecto al género fue de 3 personas
masculinas y de 21 personas femeninas. La edad promedio del grupo de
estudio fue de 39 afos con un rango de 23 a 58 anos. El grupo tenia el
esquema completo de vacunaciéon contra SARS-CoV-2 y al menos una dosis de
refuerzo aplicada entre 5 y 13 meses antes de la vacuna Abdala. Ningun
participante refirid haber cursado con COVID-19 durante los ultimos 6 meses.
Posterior a la vacunacién con Abdala, no presentaron reacciones adversas
(Tabla 1).

[HembreiNujer)

Densidad éptica de anticuerpos neutralizantes IgG anti-RBD inducida por
la vacuna Abdala.

Se ha demostrado que la vacuna Abdala induce la produccion de anticuerpos
IgG neutralizantes contra el dominio RBD en poblacion cubana. Sin embargo,
es necesario conocer si esta vacuna es capaz de producir anticuerpos cuando
se utiliza como dosis de refuerzo. Se determino la O.D. antes y después de la
vacunacién con Abdala y observamos un incremento significativo en las
muestras post-Abdala comparada con las muestras pre-Abdala (1.1826 vs
1.0664; p< 0.0001) (Figura 3). Este resultado demuestra que la vacuna Abdala
es capaz de inducir la produccién de anticuerpos de clase IgG anti-RBD
neutralizantes por lo que se sugiere que puede brindar proteccion contra el
SARS-CoV-2.
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Figura 3. Densidad 6ptica (O.D.) de anticuerpos IgG anti-RBD neutralizantes pre y post Abdala.
n=24. Los valores de referencia positivo y negativo se representan con las lineas punteadas.
Media £ desviacién estandar.

Porcentaje de linfocitos B, linfocitos B de memoria y memoria efectora
posterior a la aplicacion de la vacuna Abdala.

Como se observd que la vacuna Abdala induce la produccion de anticuerpos
IgG anti-RBD, analizamos el porcentaje de linfocitos B (CD19+) ya que se
relacionan con la produccion de anticuerpos. Observamos una disminucion en
el porcentaje de linfocitos B en las muestras post-Abdala comparado con las
muestras pre-Abdala (12.545% vs 14.467%, p=0.0103) (Figura 4A). Ademas,
evaluamos los porcentajes de linfocitos B de memoria ya que son importantes
para mantener una proteccion a largo plazo. Analizamos tanto los linfocitos B
de memoria (CD19+CD21+CD27+), como Ilos de memoria efectora
(CD19+CD21-CD27+). Detectamos un incremento en los linfocitos B de
memoria, mientras que en los linfocitos B de memoria efectora, detectamos una
disminucién en las muestras post-Abdala comparado con las muestras
pre-Abdala (23.4083% vs 17.2208%; p< 0.0001 y 2.2687% vs 3.4462%; p<
0.0001), respectivamente (Figura 4B y 4C). Estos resultados sugieren que la
vacuna Abdala incrementa el porcentaje de linfocitos B de memoria que
podrian ser capaces de mantener la proteccion a largo plazo. En el caso de los
linfocitos B de memoria efectora pudieron haber disminuido debido a que cierto
porcentaje de linfocitos B probablemente se activo.
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Figura 4. Comparacion de los porcentajes de A) linfocitos B, B) linfocitos B de memoria y C)
linfocitos B de memoria efectora antes y después de la vacunacion con Abdala. n=24. Media +
desviacién estandar.

Porcentaje de linfocitos Th, linfocitos TFH, linfocitos T de memoria central
y efectora inducido por la vacuna Abdala.

Otro componente importante en la proteccion contra el SARS-CoV-2 son los
linfocitos Th (CD3+CD4+), por lo que determinamos el porcentaje de estos
linfocitos. Observamos un incremento en el porcentaje de linfocitos Th en las
muestras post-Abdala comparado con las muestras pre-Abdala (65.0875% vs
57.7542%, p< 0.0001) (Figura 5A). Entre las subpoblaciones de linfocitos Th,
determinamos a los linfocitos TFH (CD4+CXCR5+CCR7-) ya que entre sus
funciones se encuentra la de activar a los linfocitos B y polarizar a células
plasmaticas productoras de anticuerpos. Observamos un incremento en el
porcentaje de linfocitos TFH posterior a la vacunaciéon con Abdala comparado
con antes de la vacunacion (7.645% vs 5.4371%, p=0.0064) (Figura 5B). Este
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resultado sugiere que estos linfocitos TFH podrian ayudar a la activacion de los
linfocitos B para la produccion de anticuerpos posterior a la vacunacion. Por
otra parte, para conocer si hay una proteccién a largo plazo posterior a la
vacuna estudiamos los porcentajes de linfocitos T de memoria efectora
(CD4+CD45R0O+CCRT7-) y linfocitos T de memoria central
(CD4+CD45R0O+CCR7+). Observamos un incremento en el porcentaje de
linfocitos T de memoria efectora en las muestras post-Abdala con respecto a
las muestras previas a la vacunacion (34.0458% vs 21.6904%, p< 0.0001)
(Figura 5C). Mientras que el porcentaje de linfocitos T de memoria central fue
similar en ambas muestras (32.6125% vs 33.3167%) (Figura 5D). Estos
resultados sugieren que posterior a la vacunacion se mantiene una respuesta a
largo plazo, la cual podria actuar de manera temprana en un reencuentro con el
SARS-CoV-2.
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Figura 5. Comparacién de linfocitos T pre y post-Abdala. A) Porcentaje de linfocitos Th. B)
Porcentaje de linfocitos TFH. C) Porcentaje de linfocitos T de memoria efectora. D) Porcentaje
de linfocitos T de memoria central. n=24. Media * desviacion estandar.
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Densidad 6ptica de anticuerpos IgG anti-RBD neutralizantes posterior a
un encuentro con la proteina RBD recombinante.

La eficacia de los anticuerpos IgG anti-RBD producidos por la vacuna Abdala
se basa en la capacidad de reconocer especificamente y con una determinada
afinidad al dominio RBD de la proteina S del SARS-CoV-2. Después de la
vacunacion, se determiné la O.D. de anticuerpos IgG anti-RBD posterior a una
incubacion con la proteina RBD recombinante. Observamos una disminucion
de la O.D. en las muestras incubadas con la proteina comparadas con el
control negativo (1.0069 vs 1.1201; p<0.0048) (Figura 6). Este resultado
sugiere que los anticuerpos reconocen a la proteina RBD del SARS-CoV-2.
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Figura 6. Densidad éptica de anticuerpos IgG anti-RBD neutralizantes en muestras incubadas
con RBD recombinante y control negativo. n=24. Los valores de referencia positivo y negativo
se representan con las lineas punteadas. Media + desviacion estandar.

Porcentaje de plasmablastos posterior a un estimulo con la proteina RBD
recombinante.

Los plasmablastos son células que se producen al activarse los linfocitos B y
tienen la capacidad de producir anticuerpos en una respuesta temprana en
contra de un patégeno. Se determinaron los porcentajes de plasmablastos
(CD19+CD27+CD38High) y observamos su incremento posterior al estimulo
con respecto al control negativo (2.9817% vs 2.5746%, p=0.0126) (Figura 7).
Este resultado sugiere que los linfocitos B que se han generado a lo largo de
las inmunizaciones son capaces de activarse en contra de la proteina RBD,
manteniendo asi la proteccion a largo plazo.
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Figura 7. Comparacion de los porcentajes de plasmablastos antes y después del estimulo con
la proteina RBD recombinante. n=24. Media * desviacién estandar.

Porcentaje de linfocitos T activados y produccién de IL-2 e IFN-y posterior
a un estimulo con la proteina RBD recombinante.

Los linfocitos T al activarse llevan a cabo sus funciones efectoras entre las
cuales se encuentra la produccién de citocinas, por lo que se determind el
porcentaje de linfocitos T activados (CD3+CD4+CD25+) y la concentracion de
IL-2 e IFN-y. Observamos un incremento tanto en los porcentajes de linfocitos
T activados como en la concentracion de IL-2 e IFN-y posterior al estimulo con
respecto al control negativo (2.895% vs 1.5096%, p < 0.0001, 12.33 pg/mL vs
3.06 pg/mL, p<0.0001 y 13.8277 pg/mL vs 3.9735 pg/mL, p< 0.0001,
respectivamente) (Figura 8A, 8B y 8C). Estos resultados demuestran que los
linfocitos T tienen la capacidad de activarse y producir IL-2 e IFN-y, por lo que
podria participar en una respuesta en contra del SARS-CoV-2.
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DISCUSION

Las vacunas contra COVID-19 han demostrado una alta eficacia para
neutralizar el SARS-CoV-2 y asi disminuir tanto el numero de casos como el
numero de muertes a nivel mundial, debido a que inducen una respuesta
inmune robusta, eficaz y protectora, basada principalmente en la produccion de
anticuerpos neutralizantes contra el dominio RBD de la proteina S del
SARS-CoV-2. Sin embargo, su autorizacion de emergencia otorgada por parte
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha ocasionado una alta
demanda para su adquisicion a nivel mundial.

Algunos paises decidieron desarrollar sus propias vacunas para tener una
mayor accesibilidad de este tratamiento en su poblacién y reducir costos de
adquisicién, como es el caso de la vacuna cubana Abdala, la cual se basa en
una plataforma subunitaria de proteina recombinante y al igual que las demas
vacunas, va dirigida hacia el dominio RBD de la proteina S del SARS-CoV-2.
Sin embargo, los reportes que existen relacionados a esta vacuna no abordan
la inmunidad celular, por lo que es necesario estudiar mas a fondo dicha
inmunidad y la respuesta a largo plazo a través de la memoria inmunoldgica.
Por lo anterior, en este estudio evaluamos la produccion de anticuerpos IgG
anti-RBD neutralizantes, los porcentajes de linfocitos B, linfocitos T y sus
fenotipos de memoria.

La vacunacién tiene como objetivo la produccion de anticuerpos neutralizantes,
que corresponden al componente de la respuesta inmune con el cual evaluan
la eficacia de las vacunas. En el caso de la vacuna Abdala, Hernandez et al.
reportd un incremento en la produccion de anticuerpos de la clase IgG en
contra de la proteina RBD del SARS-CoV-2 en sujetos no vacunados (63). En
nuestro estudio, la vacuna se utilizd como dosis de refuerzo en poblacién que
ya contaba con el esquema de vacunacion completo y al menos una dosis de
refuerzo, a pesar de este hecho, observamos un incremento en la produccion
de anticuerpos IgG anti-RBD posterior a la vacunacién, por lo que este
incremento podria deberse a la activacion de la inmunidad preexistente
causada por las dosis anteriores. Ademas, este incremento fue similar al
reportado previamente en la 2da dosis con respecto a los sujetos no vacunados
(60), lo que nos indicaria que llegamos a una meseta en la produccion de
anticuerpos.

A pesar de que los anticuerpos neutralizantes son el componente con el cual se
evalua la eficacia de las vacunas, los linfocitos B son fundamentales para la
produccion de estos. En nuestro estudio, observamos una disminucion en el
porcentaje de linfocitos B posterior a la vacunacion con Abdala, previamente
nosotros reportamos una disminucion en el porcentaje de linfocitos B posterior
a la 2da dosis independientemente del tipo de vacuna (60), por lo que cierto
porcentaje de linfocitos B podria diferenciarse a linfocitos B de memoria y
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linfocitos B foliculares que se caracterizan por localizarse en centro germinal
(64). Los linfocitos B de memoria tienen la capacidad de reconocer al agente
causal de una manera rapida, se clasifican en linfocitos B de memoria (de
reposo) que preferentemente se encuentran en centro germinal y de memoria
efectora (activada) que se encuentran en circulacion (65), debido a lo anterior,
estudiamos a los linfocitos B de memoria para evaluar la proteccion
inmunoldgica a largo plazo.

Dan et al. report6é un incremento en los linfocitos B de memoria a los 6 meses
posteriores al inicio de los sintomas, asociandolo con una produccion eficaz de
anticuerpos neutralizantes y por lo tanto con una inmunidad protectora humoral
contra el SARS-CoV-2 (57). En el caso de las vacunas, diversos estudios
mencionan que la vacunacion de refuerzo reactiva los linfocitos B de memoria
preexistentes incrementando su porcentaje (66-74). En nuestro caso
observamos un incremento en los porcentajes de linfocitos B de memoria
después de la vacunacion, por lo que la vacuna Abdala como dosis de refuerzo
podria inducir la proliferacion de los linfocitos B de memoria preexistentes de
los participantes del estudio. Por otra parte, Hartley et al. observo en personas
vacunadas con dosis de refuerzo posterior a los 6 o hasta 12 meses, un
porcentaje menor de linfocitos B de memoria en circulacion (65). Debido a que
evaluamos los cambios en los porcentajes de linfocitos B de memoria a las 2
semanas, desconocemos si estos linfocitos B de memoria disminuiran después
de 6 meses, por lo cual tendriamos que realizar la determinacion de estos
linfocitos B a los 6 meses posterior a la vacuna Abdala en el mismo grupo de
estudio. Por otra parte, en el caso de los linfocitos B de memoria efectora,
observamos una disminucion en su porcentaje, esta disminucion también ha
sido reportada posterior a la 2da dosis de vacunacion contra COVID-19 (60), lo
cual podria deberse a que cierto porcentaje de estos linfocitos B se
diferenciacion a células plasmaticas o plasmablastos (75).

Ademas de la participacion de los anticuerpos y de linfocitos B, para controlar y
eliminar una infeccion viral de manera eficaz se requiere de la induccion vy
activacion de la respuesta inmune mediada por linfocitos T. En diversos
estudios enfocados en la respuesta inmune adaptativa posterior a una infeccién
de SARS-CoV-2, mencionan que la presencia e incremento de los porcentajes
de linfocitos T CD4+ se asocia con un mayor control de la infeccidn primaria, al
disminuir tanto los sintomas como la gravedad de la enfermedad, asi como con
una eliminacion viral rapida (43,44,47). En el caso de las vacunas contra
COVID-19 han reportado un incremento en el porcentaje de linfocitos T CD4+
posterior a cada dosis (44,60,61). En personas vacunadas con Abdala
observamos un incremento en los porcentajes de linfocitos T CD4+. Entre las
funciones principales de los linfocitos T CD4+ se encuentra la diferenciacion
hacia distintas subpoblaciones que brindan proteccién contra enfermedades
infecciosas. Entre estas subpoblaciones, se encuentran los linfocitos TFH que
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facilitan las respuestas de centro germinal, anticuerpos y células plasmaticas
de larga duracion tanto en infecciones virales como en el caso de las vacunas
(64). Se ha reportado que en pacientes previamente infectados, la participacion
e incremento de esta subpoblacién se asocia con una disminucion de la
gravedad de COVID-19 (48,49,56). En nuestro estudio, encontramos un
incremento en el porcentaje de linfocitos TFH posterior a la vacunacion, por lo
que este incremento puede ser debido a que se esta favoreciendo la
diferenciacion hacia esta subpoblacion para ayudar en la activacion de los
linfocitos B o linfocitos B de memoria para su diferenciacion a células
plasmaticas productoras de anticuerpos. Es necesario evaluar las citocinas
relacionadas a la diferenciacion de esta subpoblacién a fin de corroborar esta
propuesta.

En el caso de los linfocitos T, es importante la presencia de memoria
inmunoldgica para actuar de manera temprana y eficaz en una reinfeccion.
Estos linfocitos se dividen en linfocitos T de memoria central (TCM) que se
dirigen a los ganglios linfaticos y linfocitos T de memoria efectora (TEM) que se
encuentran en la sangre y tejidos periféricos (41,76). En nuestro estudio,
posterior a la vacunacion con Abdala observamos un valor similar en los
porcentajes de linfocitos TCM, debido a que como se menciond anteriormente
estos se encuentran preferentemente en ganglio linfatico, mientras que el
incremento en los linfocitos TEM puede deberse a que la vacuna induce su
proliferacion para posteriormente llevar a cabo sus funciones efectoras (41,77).
En contraste, Goel et al. reportd en personas vacunadas con Pfizer y Moderna,
una disminucién de linfocitos TCM y porcentajes similares de linfocitos TEM a
lo largo de 6 meses posteriores a la vacunacion (78). Sin embargo, ambos
hallazgos pueden asociarse con una proteccion a largo plazo contra la
enfermedad grave o reinfeccion en individuos vacunados

Una de las caracteristicas con la cual se evalua la eficacia de los anticuerpos
es la afinidad o capacidad que tienen para reconocer a un antigeno. Diversos
reportes han analizado la afinidad de los anticuerpos generados tanto en
pacientes convalecientes de COVID-19, como en personas vacunadas con
distintas plataformas vacunales en contra del SARS-CoV-2 (75,79). En este
sentido, para evaluar si los anticuerpos inducidos por Abdala tenian la
capacidad de reconocer la proteina RBD, incubamos los sueros obtenidos
post-Abdala con la proteina RBD recombinante, observamos una disminucion
en los niveles de anticuerpos, por lo que estos anticuerpos podrian generar una
proteccion inmunoldgica al reconocer dicho antigeno y llevar a cabo su
actividad neutralizante. Sin embargo, desconocemos la afinidad de estos
anticuerpos por el antigeno RBD, por lo que seria necesario llevar a cabo
ensayos de afinidad.
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Por otra parte, para conocer si los linfocitos B conservan la capacidad de
activarse en presencia de la proteina RBD después de la vacuna, los
estimulamos con la proteina RBD recombinante. Los linfocitos B al activarse se
diferencian en wuna poblacién productora de anticuerpos denominada
plasmablastos, los cuales actian en una respuesta inmune temprana (75).
Diversos estudios reportan que los plasmablastos incrementan dentro de los 7
a 10 dias posteriores al inicio de la infeccién o posterior a la vacunacién
(75,80,81). En nuestro caso, observamos un incremento en el porcentaje de
plasmablastos, por lo que los linfocitos B conservan su capacidad de activarse
e inducir una proteccion a largo plazo. Sin embargo, se ha reportado que los
plasmablastos son de vida corta y disminuyen después de la eliminacién viral o
un mes después de la vacunacion (65,75,80,82), por lo que podriamos realizar
un seguimiento en nuestro grupo de estudio para conocer los cambios en esta
poblacion.

Ademas, debido a que la respuesta de linfocitos T es importante en infecciones
virales, analizamos si la proteina RBD induce la activacion de linfocitos T.
Algunos estudios han reportado un incremento en los porcentajes de linfocitos
T activados posterior a la vacunacion contra SARS-CoV-2 (43,77). En nuestro
estudio, observamos un incremento en el porcentaje de linfocitos T activados,
mediante la expresion de la molécula CD25 que actua como receptor de alta
afinidad de la IL-2, la cual se caracteriza por inducir la proliferacion de linfocitos
T (83). Ademas, observamos un incremento en la concentracién de IL-2 e
IFN-y, las cuales son secretadas principalmente por los linfocitos T
cooperadores 1 (Th1) y se relacionan con la induccion de una respuesta
inmune mediada por linfocitos T (42). Se ha reportado en pacientes con
COVID-19 y en personas vacunadas posterior a la 1ra dosis el incremento de
IL-2 e IFN-y, manteniendo sus niveles posterior a la 2da dosis (42,55,77,84).
Estos resultados, refuerzan que la inmunidad adaptativa mediada por linfocitos
T conserva la capacidad de actuar en contra del antigeno, manteniendo la
proteccion inmunologica a largo plazo.

En conclusidon, la vacuna Abdala induce la produccién de anticuerpos y
mantiene la memoria inmunoldgica. Ademas, los linfocitos T y B mantienen la
capacidad de reconocer al antigeno en encuentros posteriores. Finalmente,
nuestros hallazgos pueden usarse como un primer acercamiento para
demostrar los cambios que induce la vacuna Abdala en el sistema
inmunoldgico cuando se utiliza como dosis de refuerzo.
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CONCLUSION

La vacuna Abdala induce la produccion de anticuerpos IgG e incrementa la
memoria inmunolégica en personas previamente vacunadas con esquema
completo y al menos una dosis de refuerzo. Ademas, los linfocitos T y B
mantienen la capacidad de activarse en presencia del dominio RBD del
SARS-CoV-2 posterior a la vacunacion, por lo que la vacuna funciona como
refuerzo.
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