
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO

FACULTAD DE QUÍMICA

“ANÁLISIS DE LA RESPUESTA INMUNE DE LINFOCITOS T Y B EN

SUJETOS VACUNADOS CON LA VACUNA ABDALA”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TÍTULO DE

QUÍMICO FARMACÉUTICO BIÓLOGO

PRESENTA

YAN CARLOS ALVARADO ALVARADO

ASESOR

LORENZO ISLAS VÁZQUEZ

Ciudad Universitaria, CD. MX., 2023



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: DR. LÓPEZ GONZÁLEZ JOSÉ SULLIVAN

VOCAL: DR. LÓPEZ MACÍAS CONSTANTINO III ROBERTO

SECRETARIO: DR. ISLAS VÁZQUEZ LORENZO

1er. SUPLENTE: DRA. PERÉZ TAPIA SONIA MAYRA

2° SUPLENTE: QFB. RAMÍREZ CARRETO RICARDO JAIR

SITIO DONDE SE DESARROLLÓ EL TEMA: UNIDAD DE INVESTIGACIÓN,

DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGÍA, INSTITUTO DE OFTALMOLOGÍA “F.A.P.

CONDE DE VALENCIANA I.A.P.”

ASESOR DEL TEMA:

LORENZO ISLAS VÁZQUEZ ___________________________________________

SUSTENTANTE (S):

YAN CARLOS ALVARADO ALVARADO ___________________________________________



ÍNDICE

INTRODUCCIÓN 1

SARS-CoV-2 y su patogénesis 1

Transmisión de la infección por SARS-CoV-2 2

Presentación clínica y síntomas de la infección por SARS-CoV-2 2

Diagnóstico de COVID-19 3

Respuesta inmune innata contra SARS-CoV-2 3

Mecanismo de evasión del SARS-CoV-2 4

Respuesta inmune adaptativa contra SARS-CoV-2 5

Memoria inmunológica contra SARS-CoV-2 6

Tratamientos contra COVID-19 7

Vacunas contra SARS-CoV-2 9

Vacuna Abdala 11

ANTECEDENTES 12

JUSTIFICACIÓN 15

HIPÓTESIS 16

OBJETIVO GENERAL 17

Objetivos Particulares. 17

MATERIALES Y MÉTODOS 18

Material Biológico. 18

Criterios de selección de los sujetos de estudio. 19

Consumo de anticuerpos en presencia de la proteína RBD del SARS-CoV-2. 19

Determinación de IgG anti-RBD en suero mediante ELISA. 19

Ensayo de estimulación con la proteína RBD del SARS-CoV-2 a partir de sangre
periférica. 20

Fenotipificación de las poblaciones celulares. 20

Tinción de membrana. 21

Adquisición y análisis de datos por citometría de flujo multiparamétrica. 21

Determinación de IL-2 e IFN-γ en sobrenadante. 23

Análisis Estadístico. 23

RESULTADOS 24

Población de estudio. 24



Densidad óptica de anticuerpos neutralizantes IgG anti-RBD inducida por la
vacuna Abdala. 24

Porcentaje de linfocitos B, linfocitos B de memoria y memoria efectora posterior a
la aplicación de la vacuna Abdala. 25

Porcentaje de linfocitos Th, linfocitos TFH, linfocitos T de memoria central y
efectora inducido por la vacuna Abdala. 26

Densidad óptica de anticuerpos IgG anti-RBD neutralizantes posterior a un
encuentro con la proteína RBD recombinante. 28

Porcentaje de plasmablastos posterior a un estímulo con la proteína RBD
recombinante. 28

Porcentaje de linfocitos T activados y producción de IL-2 e IFN-γ posterior a un
estímulo con la proteína RBD recombinante. 29

DISCUSIÓN 31

CONCLUSIÓN 35

FUENTES BIBLIOGRÁFICAS 36

ANEXO 1 45

ANEXO 2 46

2



INTRODUCCIÓN

La enfermedad COVID-19 es un problema de salud pública que ocasionó una
pandemia a nivel mundial, la cual causó aproximadamente 7 millones de
muertes y 700 millones de casos confirmados alrededor del mundo (1), siendo
las personas mayores de 50 años las más 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 número de casos y de muertes a nivel mundial,
al demostrar una eficacia en el desarrollo de protección inmunológica mediante
la producción de anticuerpos. Sin embargo, las constantes mutaciones que
sufre el virus causal desarrollan nuevas variantes con mecanismos de evasión
más eficaces que han traído como consecuencia rebrotes de la enfermedad
(3).

SARS-CoV-2 y su patogénesis

La enfermedad COVID-19 es causada por el coronavirus de tipo II del síndrome
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 síndrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) y
el coronavirus del síndrome respiratorio de oriente medio (MERS-CoV), los
cuales presentan una homología genómica y estructural con el SARS-CoV-2
del 79% y 50% respectivamente. Estos virus se caracterizan por infectar
exclusivamente a mamíferos, 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 nucleocápside
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 proteínas
estructurales: espiga (S), membrana (M), envoltura (E) y nucleocápside (N) (3).

La proteína S está 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 unión al
receptor (RBD), mientras que la subunidad S2 determina la fusión de la
membrana del virus con la membrana de la célula huésped, permitiendo la
entrada viral a la célula huésped. La proteína M es la más abundante de las
proteínas estructurales y mantiene tanto la curvatura de la membrana como la
unión con la nucleocápside. La proteína E ayuda en el ensamblaje y liberación
del virus, mientras que la proteína N es el componente de la nucleocápside que
incluye el RNA del genoma (5).
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La patogénesis del COVID-19 se basa en la unión del SARS-CoV-2 a las
células epiteliales de las cavidades orales y/o nasales mediante la unión de la
proteína S con el receptor ACE2. La captación y entrada viral incrementa al
escindir la proteína S mediante una enzima proteasa denominada serina
proteasa transmembrana tipo 2 (TMPRSS2), lo cual contribuye a la separación
de la unión RBD de la subunidad S1 con el receptor ACE2 y a la posterior
fusión de las membranas que facilita el ingreso por endocitosis al citoplasma
(4). Al ingresar, la nucleocápside del virus se libera y permite la salida del RNA
viral que actúa como mRNA para la traducción de sus 4 proteínas estructurales
(S, M, E y N) y 16 proteínas no estructurales (nsp 1-16), así como también sirve
de molde para replicar su RNA que se asocia con la proteína N para la
formación de la nucleocápside. Las proteínas virales S, E, M y sus proteínas no
estructurales se elaboran en las membranas del retículo endoplásmico y
posteriormente, junto con la proteína N, se transportan y ensamblan en el
complejo de Golgi formando nuevas partículas víricas que se fusionan con la
membrana plasmática, liberándose por exocitosis para infectar nuevas células
(5).

Transmisión de la infección por SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 se transmite a través de gotas respiratorias desprendidas de
portadores asintomáticos y sintomáticos al hablar, toser o estornudar (contacto
directo) o mediante el contacto con superficies u objetos contaminados con el
virus (contacto indirecto), siendo el medio más frecuente de transmisión a
través de portadores (2). Además, se han documentado otras vías de
transmisión 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 incubación del SARS-CoV-2 en la persona infectada es de 2 a 7
días, el 97.5% de las personas infectadas presentan síntomas dentro de los
11.5 días posteriores a la infección (2), llegando a desarrollar síntomas graves
de la enfermedad a los 8 días posteriores al inicio de la sintomatología. El
periodo de recuperación de los pacientes que cursaron COVID-19 es de 15
días posteriores al inicio de síntomas (4).

Presentación clínica y síntomas de la infección 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 síntomas más
comunes son la presencia de fiebre, tos seca, dificultad para respirar, fatiga,
mialgias, náuseas/vómito 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 neumonía, síndrome de dificultad respiratoria aguda, lesión
hepática aguda, lesión cardíaca, daño renal agudo y enfermedad
cerebrovascular aguda. Además, existen anomalías radiográficas y de
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laboratorio como son la linfopenia, marcadores inflamatorios elevados (Proteína
C reactiva, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), interleucina 1 (IL-1) e
interleucina 6 (IL-6)) y parámetros de coagulación anormales (tiempo de
protrombina elevado, trombocitopenia, dímero D elevado y fibrinógeno bajo)
(2).

En casos graves de COVID-19, cuando existe un aumento de la replicación
viral superior a la respuesta inmune, la integridad de la barrera
epitelio-endotelial se compromete y el SARS-CoV-2 infecta a los neumocitos
alveolares tipo II del tracto respiratorio provocando su apoptosis, que da lugar a
la liberación de grandes cantidades del SARS-CoV-2 causando tanto un daño
alveolar difuso como una respuesta inflamatoria incrementada, principalmente
por macrófagos y neutrófilos, que inducen una tormenta de citocinas o
síndrome de liberación de citocinas (SLC) provocando un deterioro en el
intercambio de gases, que conducen al síndrome de dificultad respiratoria
aguda (SDRA) de fase temprana característico de los SARS-CoV y el deterioro
de otros órganos principales como los riñones, el hígado, el bazo, el cerebro, el
intestino y el tracto urinario. De esta manera, la gravedad de la enfermedad
dependerá de la carga viral producida durante el periodo de incubación del
virus, la eficacia en el mecanismo de infección 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, denominándose a este fenómeno como inmunosenescencia (7).

Diagnóstico de COVID-19

El diagnóstico temprano de COVID-19 es fundamental para controlar su
propagación, por lo que se utilizan diversas metodologías para llevar a cabo
este proceso. El estudio de elección más utilizado es la tomografía
computarizada de tórax que identifica rápidamente a un paciente con
COVID-19 al observar opacidades en vidrio despulido o esmerilado
multilobulares bilaterales con una distribución periférica o posterior (2). Otra
metodología es la prueba de antígenos que detecta las proteínas N, E o S a
través de una muestra nasofaríngea. Sin embargo, el método de detección
estándar y universal para COVID-19 es la prueba de reacción en cadena de la
polimerasa con transcripción inversa (RT-PCR) a través de una muestra
nasofaríngea, una muestra faríngea 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 interacción entre los patrones moleculares asociados a
patógenos (PAMP) del virus (principalmente la proteína S y el genoma viral) y
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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), específicamente TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9, mientras que el RNA viral
del citoplasma es reconocido por los receptores similares del ácido retinoico
inducible del gen I (RIG-I) o también denominados receptores tipo RIG-I (RLRs)
(8), los cuales activan vías de señalización y factores de transcripción como
son el factor nuclear kappa B (NFkB) y la proteína activadora (AP-1) que
estimulan la producción de proteínas involucradas en la inflamación, tales como
TNF-α, citocinas (IL-1, IL-6 e IL-12) y quimiocinas (CCL2 y CXCL8), así como el
factor regulador del interferón 3 y 7 (IRF-3 e IRF-7) que promueven la
activación de respuestas antivirales mediadas por interferón tipo I (IFN-I). El
IFN-I suprime la replicación y diseminación viral en etapas tempranas y actúa
como vínculo entre la respuesta inmune innata y la activación de la respuesta
inmune adaptativa, siendo producido por células dendríticas plasmacitoides
(pDC) que se encuentran en la sangre y en la mucosa (5).

Así mismo, el sistema inmune innato cuenta con linfocitos efectores
denominados células asesinas naturales (NK) que secretan perforina, granzima
B y citocinas proinflamatorias (IFN-γ, TNF-α, IL-3, IL-8. IL-10 y factor de
crecimiento transformante beta (TGF-β)) para la eliminación de células
infectadas por el SARS-CoV-2 en los primeros días de la infección, así como
posterior a un contacto con el agente viral estas células se unen a las IgG
mediante el mecanismo denominado citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC). La ADCC es un mecanismo indirecto de las células NK
caracterizado por la formación de inmunocomplejos a través de la unión y
recubrimiento de anticuerpos de clase IgG, específicamente las subclases IgG1
e IgG3, en las células infectadas, a los cuales se adhieren las células NK
mediante su receptor CD16 y liberan por exocitosis gránulos que eliminan a
dichas células (9). La activación exitosa de la respuesta inmune innata limita la
entrada, traducción, replicación y ensamblaje del virus, lo que favorece el
desarrollo temprano de la respuesta inmune adaptativa y por lo tanto, la
identificación y eliminación de las células infectadas. Sin embargo, el
SARS-CoV-2 presenta un mecanismo de evasión de la respuesta inmune que
retrasa la respuesta inmune innata (5).

Mecanismo de evasión del SARS-CoV-2

El mecanismo de evasión del SARS-CoV-2 se basa en bloquear la producción
y función de las respuestas antivirales inducidas por el IFN-I a través de sus
proteínas polifuncionales estructurales, no estructurales y adicionales. El
SARS-CoV-2 inhibe la síntesis de IFN en ribosomas y su transporte
transmembranal para inhibir los efectos antivirales tempranos. Posteriormente,
las proteínas no estructurales modifican el RNA viral para evitar que sea
reconocido por PRR y bloquean la síntesis de PRR, mientras que las proteínas
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estructurales M y N se unen e inhiben a los receptores similares a RIG-I y se
inhibe la activación de IRF3, provocando una disminución en la producción de
IFN-I e IFN-III. Finalmente, inhiben directamente la expresión 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 antígenos virales del SARS-CoV-2
son captados y procesados por células presentadoras de antígeno
profesionales (APC) formando péptidos que son presentados mediante
moléculas de clase II del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC-II) a
linfocitos T cooperadores (CD4+), las APC expresan moléculas de
co-estimulación y secretan citocinas como IL-12 e IFN-γ que promueven la
polarización hacia linfocitos T cooperadores 1 (Th1) e IL-4 e IL-21 que
promueven la polarización a linfocitos T foliculares (TFH). Los linfocitos TFH
interaccionan con los linfocitos B de centros germinales y a través de la
producción de IL-21, llevan a cabo la maduración de las células B y la
diferenciación a células plasmáticas productoras de anticuerpos neutralizantes
con alta afinidad y de larga vida. Los linfocitos Th1 producen IL-2 e IFN-y y
junto con la interacción de las APC, los linfocitos T citotóxicos (CD8+)
reconocen moléculas de clase I del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC-I) y con la subsecuente coestimulación de CD80/86 se activan. Los
linfocitos T CD8+ activados inducen la apoptosis de las células infectadas por
el SARS-CoV-2 mediante la unión 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 proteína S del SARS-CoV-2 para presentarla en forma de
péptidos a los linfocitos Th1, diferenciándose mediante las moléculas de
co-estimulación CD40L/CD40 a células plasmáticas secretoras de anticuerpos
neutralizantes, que inhiben la entrada del virus en las células sanas y llevan a
cabo su eliminación (10).

Después de llevar a cabo la eliminación del virus y superar la infección, los
linfocitos que llevaron a cabo su función son eliminados por apoptosis para
regular la respuesta inmune y un conjunto de linfocitos T CD4+, linfocitos T
CD8+, linfocitos B y anticuerpos neutralizantes específicos al SARS-CoV-2 se
conservan para activar de manera más rápida la respuesta inmune en un
segundo contacto y controlar la infección, denominándose a esta característica
de la inmunidad adaptativa como memoria inmunológica (10).
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Memoria inmunológica contra SARS-CoV-2

La memoria inmunológica es la capacidad del sistema inmune adaptativo de
reconocer y activar de manera más rápida la respuesta inmune en contra de un
patógeno previamente reconocido, siendo la base de la inmunidad protectora
proporcionada por infecciones previas y por la vacunación. Se desarrolla en 4
componentes principales de la inmunidad adaptativa que están 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 patógeno en un periodo de tiempo corto, mientras que
las clonas de los linfocitos B de memoria se dividen más rápido y producen
anticuerpos con una mayor afinidad, en comparación a los linfocitos que no han
reconocido a su antígeno específico denominándose como linfocitos T y B
naive. Así mismo, los linfocitos T y B de memoria que presentan el receptor de
quimiocinas CCR7 migran a los ganglios linfáticos, producen respuestas
proliferativas muy rápidas y generan una gran cantidad de células efectoras al
encontrarse nuevamente con el antígeno, denominándose células de memoria
central, mientras que las células T y B de memoria que carecen de CCR7
migran al sitio de inflamación en tejidos periféricos y representan una población
de células efectoras que producen citocinas o presentan características
citotóxicas para responder rápidamente ante un reencuentro con el antígeno,
denominándose células de memoria efectora (11).

La producción de este tipo de poblaciones con el fenotipo de memoria se da a
partir de una infección (inmunidad natural), vacunación o inmunidad híbrida
conformada por la combinación de la inmunidad inducida posterior a una
infección y la inmunidad inducida por la vacunación (11).

En el caso de la infección previa, se produce una memoria inmunitaria robusta
que incluye los 4 componentes de la inmunidad adaptativa. Con respecto a la
vacunación, 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 híbrida, produce un incremento de la memoria inmunológica basada
en los 4 componentes de la inmunidad adaptativa, principalmente los títulos de
anticuerpos neutralizantes específicos contra el patógeno causal de la infección
previa, manteniendo dicha memoria inmunológica a lo largo del tiempo
mediante la vacunación (11).

En COVID-19, la infección previa proporciona aproximadamente 80% a 95% de
protección contra las reinfecciones sintomáticas de COVID-19 durante más de
8 meses para la cepa silvestre del SARS-CoV-2. De esta manera, la memoria
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inmunológica es una parte fundamental de la respuesta inmune para controlar
la enfermedad de COVID-19 y disminuir el número 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 mayoría se basan en la
inhibición del SARS-CoV-2 dependiendo de la etapa en que se encuentre su
replicación 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 interacción entre la proteína
S y el receptor ACE2 y evitar la fusión de membranas (12,13). Sin
embargo, otros estudios clínicos demostraron que este tratamiento no
mejora el pronóstico ni acelera la eliminación del SARS-CoV-2 en
pacientes con COVID-19 leve a moderado (14,15).

b) Mesilato de Camostat: Medicamento aprobado en Japón 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 así proteger de la
infección letal con SARS-CoV (16,17). Con respecto al SARS-CoV-2, un
estudio reveló que bloquea la entrada del virus en las células
pulmonares humanas, por lo que es considerado un potencial fármaco
antiviral frente a la enfermedad de COVID-19 (18).

Medicamentos para inhibir la replicación del virus:

a) Remdesivir: Medicamento de primera línea para el tratamiento de
adultos y adolescentes con neumonía que requieren oxígeno
suplementario, estudios in vitro e in vivo han demostrado su actividad
contra el SARS-CoV-2, específicamente 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 replicación del genoma viral como en la
transcripción (20). En estudios clínicos, se demostró que este
tratamiento acorta el tiempo de recuperación en adultos hospitalizados
por COVID-19 grave (4).

b) Favilavir: Medicamento antiviral desarrollado en Japón para tratar la
influenza y ha sido aprobado en Rusia, China e India para el tratamiento
de COVID-19, debido a que un estudio clínico en China reportó una
reducción significativa de los signos de la enfermedad observados
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mediante imágenes de tórax y acortó el tiempo de eliminación del virus
(21), presentando una mejoría clínica del 87.8% y 60.3% en pacientes
con COVID-19 leve y grave a los 14 días, respectivamente (22). Sin
embargo, el tamaño de muestra en el estudio fue pequeño, 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 inflamación a través de sus efectos
antiinflamatorios e inmunosupresores, el cual en un ensayo de
recuperación demostró reducir la mortalidad en un 33% de los pacientes
hospitalizados por COVID-19 que recibieron ventilación mecánica
invasiva y en un 20% de pacientes que recibieron oxígeno (23).

b) Tocilizumab y Sarilumab: Anticuerpos específicos 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 específico que inhibe la proteína
proinflamatoria C5 del complemento, demostró en resultados
preliminares una caída de los marcadores inflamatorios y los niveles de
proteína C reactiva, por lo cual sugiere ser una opción para el
tratamiento de COVID-19 grave (25).

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

Otra estrategia es bloquear la unión de la proteína S al receptor ACE2
mediante hACE2 recombinante soluble, anticuerpos monoclonales específicos
o inhibidores de fusión que se dirigen a la proteína S (28–30).

Así mismo, se han utilizado terapias complementarias que tienen como
finalidad acortar el tiempo de recuperación 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 infección mediado por anticuerpos, lesión pulmonar aguda
asociada a la transfusión y reacciones alérgicas a la transfusión) o tienen una
disponibilidad limitada debido al alto costo para su desarrollo (2).

Actualmente, dentro de los tratamientos farmacológicos principales para
COVID-19 se encuentran el uso de antivirales como el redemsivir que mejora el
tiempo de recuperación entre 11 a 15 días en pacientes sin ventilación
mecánica, el uso de agentes antiinflamatorios como la dexametasona que
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reduce la mortalidad a los 28 días de tratamiento en pacientes con COVID-19
grave que requieren oxígeno suplementario y en pacientes con una duración de
los síntomas mayor a los 7 días, el uso de anticoagulantes (heparina),
inmunomoduladores (tocilizumab, sarilumab, anakinra, ruxolitinib) y
antifibróticos (inhibidores de la tirosina cinasa). La asignación de un tratamiento
depende de la etapa de la infección y sus complicaciones, siendo los
inhibidores virales los más efectivos al principio de la infección, mientras que
los agentes inmunomoduladores son más efectivos en pacientes hospitalizados
para prevenir la progresión de la enfermedad y los anticoagulantes son
efectivos para prevenir complicaciones tromboembólicas. Sin embargo, este
tipo de tratamientos únicamente alivian los síntomas o ayudan en una
recuperación temprana del paciente, pero no generan una protección
inmunológica contra el SARS-CoV-2, por lo que la alternativa clínica principal
para disminuir el número de infecciones y la gravedad por COVID-19 a través
de la generación de protección inmunológica por anticuerpos y células de
memoria específicas 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 administración del agente causal o antígenos asociados a una
determinada enfermedad para la producción de una respuesta inmune robusta,
específica y efectiva contra dicho agente, logrando así controlar o reducir los
efectos patológicos 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 proteína S del SARS-CoV-2, aprobándose para su uso en la
población general después de establecer su seguridad y eficacia. La eficacia se
refiere al grado en que una vacuna previene la infección sintomática o en
algunos casos, la infección asintomática de una determinada enfermedad; en el
caso de las vacunas de COVID-19 el grado en que previene la infección
sintomática, principalmente el estado grave y la mortalidad de la enfermedad
dentro de un ensayo clínico controlado, mientras que para el caso de la
protección generada por la vacuna en la población 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 formaldehído y mezclándolo con un adyuvante como
alumbre, generando un amplio repertorio de epítopos de células T. Sin
embargo, presentan menor inmunogenicidad debido a la alteración de la
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estructura del antígeno por el proceso de fijación, así como dificultades
en el proceso de producción y riesgo de infección, asociados con la
inactivación 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).

b) Nanopartículas de subunidades de proteína: Se producen mediante
la incorporación de la proteína S recombinante o el dominio RBD de la
proteína S purificada en micelas de polisorbato 80 con la adición del
adyuvante basado en saponina Matrix-M, logrando así generar una
sólida inmunidad humoral y mediada por células (33). Por ejemplo, la
vacuna Novavax (Covovax o NVX-CoV2373) presentó una eficacia del
89% al 91.6% contra la cepa silvestre del SARS-CoV-2 (32).

c) Vectores adenovirales recombinantes no replicantes: Son sistemas
de administración que contienen ácidos nucleicos que codifican un
antígeno (32). Utilizan tecnologías de terapia génica para la producción
de la proteína S como antígeno 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 seroconversión de anticuerpos IgG específicos
contra el dominio RBD de la proteína S del SARS-CoV-2 a los 14 y 28
días (34). La vacuna Janssen (Ad26.COV2-S) presentó una eficacia del
69.4% (32) e induce la producción de anticuerpos de clase IgG
neutralizantes contra el dominio RBD de la proteína S del SARS-CoV-2 a
los 29 días (35).

d) RNA: Se basan en mRNA con la información genética para la síntesis
de la proteína S. El mRNA es encapsulado en nanopartículas lipídicas
(principalmente lípidos de polietilenglicol y colesterol) que contribuyen a
controlar el tamaño, la forma y la estabilidad de la proteína vírica
sintetizada (32,33). Las vacunas Pfizer-BioNTech (BNT162b2) y
Moderna (mRNA-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 seroconversión de
anticuerpos IgG específicos contra la proteína S del SARS-CoV-2 a los
21 y 28 días, respectivamente (36,37).

La protección inmunológica que inducen las vacunas contra SARS-CoV-2 se
produce a partir de la administración vía intramuscular de cualquier vacuna
mencionada anteriormente, en donde el antígeno (generalmente la proteína S)
es capturado por APCs como lo son las células dendríticas, que se activan a
través de la interacción con los PRR. Las células dendríticas activadas se
trasladan hacia los ganglios linfáticos y a través de las moléculas MHC-I y
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MHC-II presentan el péptido antigénico a los linfocitos T CD4+ y a los linfocitos
T CD8+, respectivamente. Por lo tanto, las células dendríticas 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 plasmáticas productoras de anticuerpos
específicos y con una elevada afinidad por la proteína de la vacuna. Además
de la generación de células efectoras, las vacunas desarrollan células de
memoria para una protección ante un reencuentro con el SARS-CoV-2 (38).

Vacuna Abdala

En el año 2022, Cuba presentó su primera vacuna basada en una plataforma
subunitaria de proteína recombinante denominada “Abdala”, la cual fue
desarrollada utilizando la levadura Pichia pastoris como microorganismo de
expresión y el gel de hidróxido de aluminio como adyuvante. Su formulación
incluye el dominio de unión al receptor (RBD) de la proteína recombinante del
SARS-CoV-2. En cuestión de eficacia, se demostró una alta efectividad para
prevenir enfermedades graves y la muerte por COVID-19 en la población
cubana (39). Recientemente, a principios del 2023, en México se aprobó su uso
como dosis de refuerzo en la población mexicana. Sin embargo, se desconoce
si induce una protección inmunológica 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 (mRNA-1273),
Pfizer-BioNTech (BNT162b2) y Abdala (40).
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ANTECEDENTES

A partir del 2020, nuestra comprensión del SARS-CoV-2 y del COVID-19 ha
evolucionado rápidamente, principalmente en la comprensión de la respuesta
inmune que se produce en contra de este patógeno (41). En diversos estudios
se examinó la respuesta de los linfocitos T CD4+ en contra de las proteínas
estructurales del SARS-CoV-2 en pacientes convalecientes de COVID-19,
reportando respuestas de células T CD4+ en contra de las proteínas S, N y M,
siendo la proteína S el antígeno en inducir una respuesta inmune fuerte
mediada por linfocitos T CD4+ (42–45), lo cual ayudó en el desarrollo de la
mayoría de las vacunas contra SARS-CoV-2, ya que dicha proteína es el
antígeno que utilizan para inducir una respuesta inmune celular y humoral en
contra del SARS-CoV-2 (46).

De acuerdo a la gravedad de la infección por COVID-19, se ha reportado un
incremento en las respuestas de linfocitos T CD4+ entre los 2 a 4 días
posteriores al inicio de los síntomas, asociándose con una eliminación viral
acelerada y por lo tanto con un mayor control de la infección primaria por
SARS-CoV-2 (44). Sin embargo, la ausencia prolongada de linfocitos T CD4+
se asoció con COVID-19 grave o fatal (43,47), lo que sugiere que las
respuestas de linfocitos T CD4+ son importantes para la prevención de
COVID-19 grave (44). Así mismo, se ha observado una relación de los
linfocitos T foliculares circulantes (cTFH) con la producción de anticuerpos
neutralizantes específicos contra SARS-CoV-2 y con una gravedad reducida de
la enfermedad (48,49).

La mayoría de las personas infectadas con SARS-CoV-2 producen anticuerpos
neutralizantes de clase IgG a los 19 días del inicio de los síntomas (50), siendo
la proteína S y el dominio RBD el antígeno principal en más del 90% de los
anticuerpos neutralizantes producidos (51,52). El desarrollo de anticuerpos
neutralizantes contra el dominio RBD de la proteína S es mediado por células B
extrafoliculares (53). Así 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 producción de
células T de memoria específicas contra SARS-CoV-2 (48,55) que persisten al
menos 6 meses posteriores a la infección y se diferencian predominantemente
en linfocitos Th1 y TFH (56). En un estudio de 188 personas previamente
infectadas con SARS-CoV-2, se observó un incremento de los linfocitos B de
memoria conforme transcurría el tiempo, presentando una mayor cantidad de
linfocitos B de memoria específicas a RBD a los 6 meses posterior a los
primeros síntomas comparada al mes de iniciar los síntomas, produciendo
anticuerpos neutralizantes (57). Además, en 2 estudios con más de 1000
personas recuperadas de COVID-19, se reportó que los títulos de anticuerpos
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de clase IgG contra el SARS-CoV-2 en circulación se mantenían durante 3 a 4
meses (58,59).

Como ya se mencionó, la respuesta a la pandemia del SARS-CoV-2 se ha
basado en el desarrollo e implementación de diversas plataformas de vacunas
contra el SARS-CoV-2 que sean seguras y eficaces para su uso en un gran
número de personas (32). El objetivo de la vacunación es la producción de una
respuesta inmune robusta y protectora contra las proteínas estructurales del
virus (S, M o N) mediante la producción de anticuerpos específicos contra
SARS-CoV-2 y el desarrollo de memoria inmunológica de linfocitos T y B para
reducir tanto la gravedad de la enfermedad como el número de reinfecciones
(60). De esta manera, se ha disminuido el número de contagios y de casos
graves por COVID-19 a nivel mundial, ya que la vacunación 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 reportó la
presencia de respuestas de linfocitos T específicos a la proteína S1 y
anticuerpos anti-RBD de clase IgG posterior a la infección, incrementando sus
niveles después de la primera dosis y manteniéndose después de la segunda
dosis, independientemente del tipo de plataforma de vacunación administrada.
Así mismo, no existió correlación entre una respuesta mediada por linfocitos T
y una mediada por anticuerpos específicos a SARS-CoV-2, asociándose a una
heterogeneidad en la durabilidad y producción de la inmunidad celular y
humoral contra SARS-CoV-2 (61).

Con respecto a la memoria inmunológica inducida por la vacunación 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 vacunación, mientras que los linfocitos cTFH se mantuvieron
después de la vacunación y disminuyeron después de 6 meses. Además,
observaron un incremento de linfocitos B de memoria efectora y una
disminución de linfocitos B de memoria central después de la vacunación. Por
otra parte, reportaron un incremento en la producción de anticuerpos de clase
IgG anti-RBD y anti-S después de la vacunación con plataformas de mRNA y
vector viral, disminuyendo a los 6 meses de la vacunación. Finalmente, no
existió correlación entre los títulos de anticuerpos y los niveles tanto de
linfocitos cTFH como de linfocitos B de memoria a los 6 meses de la
vacunación, por lo que la protección inmunológica después de la vacunación se
basa en mayor medida en la inmunidad celular que en la humoral (62).

Nuestro grupo de trabajo estudió la producción 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 producción 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 reportó un
incremento de las células T CD4+ y una disminución 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 participación clave de estas subpoblaciones celulares en la respuesta
temprana y activación eficiente de linfocitos B que se diferencian en células
plasmáticas productoras de anticuerpos IgG anti-RBD que tienen como
finalidad una protección contra posibles re-infecciones y prevenir el estado
grave de la enfermedad (60).

En el año 2022, Cuba presentó 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, reportó un incremento en los títulos de anticuerpos anti-RBD de clase
IgG y en su porcentaje de inhibición a la unión 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).

14

https://www.zotero.org/google-docs/?CIUeAW
https://www.zotero.org/google-docs/?g9SbrJ


JUSTIFICACIÓN

La pandemia de COVID-19 originada por el SARS-CoV-2 ocasionó millones de
casos y de muertes a nivel mundial, además presenta una alta tasa de
mutación que incrementa la probabilidad de reinfección aun con la
administración de vacunas contra el SARS-CoV-2, por lo que es considerado
un tema de interés clínico en la actualidad.

Las vacunas contra el SARS-CoV-2 han demostrado una alta eficacia (>90%)
para neutralizar al virus, reduciendo tanto el número de casos como de muertes
en todo el mundo. Las vacunas inducen una respuesta inmune robusta, eficaz y
protectora, basada en la producción 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 resultó en una alta demanda de compra global, por lo
que algunos países decidieron desarrollar su propia vacuna para tener una
mayor accesibilidad a este tratamiento para su población, como es el caso de
Cuba con la vacuna Abdala.

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

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

Analizar la producción 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 vacunación con Abdala.

Objetivos Particulares.

Antes y después de la vacunación con Abdala, determinar:

● La presencia de anticuerpos anti-RBD neutralizantes de clase IgG

mediante el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).

● Los porcentajes de linfocitos B (CD19+), linfocitos B de memoria

(CD19+CD21+CD27+) y linfocitos B de memoria efectora

(CD19+CD21-CD27+) mediante citometría de flujo multiparamétrica.

● Los porcentajes de linfocitos Th (CD3+CD4+), linfocitos TFH

(CD3+CD4+CXCR5+CCR7-), linfocitos T de memoria central

(CD3+CD4+CD45RO+CCR7+) y linfocitos T de memoria efectora

(CD3+CD4+CD45RO+CCR7-) mediante citometría de flujo

multiparamétrica.

Después de la vacunación y en presencia de la proteína RBD recombinante,
determinar:

● La presencia de anticuerpos anti-RBD neutralizantes de clase IgG
mediante ELISA.

● Los porcentajes de plasmablastos (CD19+CD27+CD38High), linfocitos T
activados (CD3+CD4+CD25+) y la concentración de IL-2 e IFN-γ
mediante citometría de flujo multiparamétrica.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Material Biológico.

Se colectaron muestras sanguíneas de 24 personas que laboran en el Instituto
de Oftalmología “F.A.P. Conde de Valenciana I.A.P.” y recibieron como refuerzo
la vacuna Abdala contra SARS-CoV-2. 1-2 días antes de la vacunación
(pre-Abdala), se obtuvieron de 10-12 mL de sangre periférica mediante punción
venosa en tubos con EDTA como anticoagulante y posterior a los 14 ± 5 días
de la vacunación (post-Abdala), se colectaron de 10-12 mL de sangre periférica
en tubos con heparina de litio. Además, se colectaron muestras sanguíneas
pre-Abdala y post-Abdala en tubos con gel separador y sin aditivo para la
obtención de suero (Figura 1). El comité científico (CI-055-2021), de
bioseguridad (CB-056-2021) y de bioética (CEI-2020/10/09) del Instituto de
Oftalmología “F.A.P. Conde de Valenciana I.A.P.” aprobaron este estudio.

Figura 1. A) Diseño Experimental. Reclutamiento y selección de participantes. Se colectaron
muestras de sangre 1-2 días antes de la vacunación con Abdala y 14 ± 5 días después de su
aplicación, indicándose 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 estimulación. Las muestras se adquirieron y analizaron mediante citometría de flujo
multiparamétrica.

Criterios de selección de los sujetos de estudio.

Se incluyó personal del instituto vacunado contra SARS-CoV-2 que decidió
recibir como refuerzo la vacuna Abdala. Dicho personal no presentó COVID-19
en un periodo mínimo de 3 meses, sin antecedentes o diagnóstico de alguna
enfermedad crónica-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 diagnóstico de alguna enfermedad crónica-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 biológica fue insuficiente y
aquellas que decidieron retirar su consentimiento para participar en el
protocolo.

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

Se adicionaron 200 µL de suero post-Abdala por pocillo en placas de 24 pozos
y se adicionó la proteína RBD recombinante de la cepa Wild Type del
SARS-CoV-2 (0.5 µg/mL) (UDIBI, IPN) en medio RPMI suplementado (10%
Suero Fetal Bovino y 1% de Antibiótico) (Gibco), mientras que como control
negativo se adicionó medio RPMI suplementado (Gibco). Posteriormente, se
incubaron las placas a 36ºC durante 24 horas. Al terminar la incubación, se
recolectó los sueros y centrifugó 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.

Determinación de IgG anti-RBD en suero mediante ELISA.

Se llevó a cabo la determinación 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, así como en las muestras
del ensayo de consumo de anticuerpos, siguiendo las instrucciones
establecidas por el fabricante.

Se removió por inversión el líquido excedente de la placa de 96 pozos y se
adicionaron 100 µL de cada muestra diluida 1:100, así como del control
negativo y positivo y se incubó por hora y media a temperatura ambiente.
Posteriormente, se lavó 6 veces la placa con 200 µL de solución amortiguadora
de fosfatos con surfactante (solución de lavado), removiendo la solución entre
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cada lavado. Se adicionaron 50 µL del anticuerpo anti-IgG humana acoplada a
HRP (anticuerpo secundario) y se incubó una hora a temperatura ambiente.
Después, se lavó 6 veces la placa con 200 µL de solución de lavado,
removiendo la solución entre cada lavado y se adicionaron 100 µL de solución
de peróxido de hidrógeno (A) y 3, 3´, 5, 5´, tetrametilbenzidina en solvente
orgánico (sustrato de revelado), se incubó durante 20 minutos a temperatura
ambiente en oscuridad. Finalmente, se adicionaron 50 µL de solución de ácido
metanosulfónico (solución de paro) y se determinó la densidad óptica (O.D.)
empleando el espectrofotómetro Multiskan Ascent (Thermo Scientific) a una
longitud de onda de 450 nm con una corrección a 595 nm. Cada muestra se
analizó por duplicado y se promediaron los valores obtenidos.

Ensayo de estimulación con la proteína RBD del SARS-CoV-2 a partir de
sangre periférica.

El ensayo de estimulación se llevó a cabo en muestras de sangre periférica
post-Abdala, se adicionaron 400 μL de sangre periférica por pocillo en placas
de 24 pozos y como estímulo se empleó la proteína RBD recombinante de la
cepa Wild Type del SARS-CoV-2 (0.5 µg/mL) (UDIBI, IPN) en medio RPMI
suplementado (10% Suero Fetal Bovino y 1% de Antibiótico) (Gibco). Como
control negativo se empleó medio RPMI suplementado (Gibco) y como control
positivo se empleó medio RPMI suplementado (Gibco), Ionomicina (0.3 mg/mL)
y Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) (30 µg/mL). Posteriormente, se
incubaron las placas a 36ºC y 5% CO2 durante 24 horas. Al terminar la
incubación, se recolectó la suspensión celular y centrifugó 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 determinación de citocinas,
mientras que la porción celular se recuperó con 300 μL de medio RPMI (Gibco)
para su fenotipificación por citometría de flujo multiparamétrica.

Fenotipificación de las poblaciones celulares.

Para llevar a cabo la fenotipificación de las muestras pre y post Abdala se
emplearon anticuerpos monoclonales acoplados a fluoróforos. Para identificar
los linfocitos B, linfocitos B de memoria y linfocitos B de memoria efectora, se
adicionaron los anticuerpos: α-CD19 FITC (Clona: HIB19, BD Pharmingen),
α-CD21 PE (Clona: B-ly4, BD Pharmingen) y α-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 empleó la combinación de
anticuerpos: α-CD3 BV421 (Clona: UCHT1, BD Horizon), α-CD4 PECy5 (Clona:
RPA-T4, BD Pharmingen), α-CXCR5 Alexa Fluor 488 (Clona: RF8B2, BD
Pharmingen), α-CCR7 PE (Clona: 3D12, BD Pharmingen) y α-CD45RO PECy7
(Clona: UCHL1, BD Pharmingen).
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En las células colectadas del ensayo de estimulación, se emplearon los
anticuerpos α-CD19 FITC (Clona: HIB19, BD Pharmingen), α-CD27 APC-H7
(Clona: M-T271, BD Pharmingen) y α-CD38 PECy7 (Clona: HB-7, BioLegend)
para la identificación de plasmablastos y, los anticuerpos α-CD3 BV421 (Clona:
UCHT1, BD Horizon), α-CD4 PECy5 (Clona: RPA-T4, BD Pharmingen) y
α-CD25 APC (Clona: M-A251, BD Pharmingen) para la identificación de los
linfocitos T activados.

Tinción de membrana.

A 100 µL de sangre total o 100 µL de células estimuladas, se adicionaron las
siguientes combinaciones de anticuerpos: anticuerpos α-CD19, α-CD21 y
α-CD27, anticuerpos α-CD3, α-CD4, α-CXCR5, α-CD45RO y α-CCR7,
anticuerpos α-CD19, α-CD27 y α-CD38 o anticuerpos α-CD3, α-CD4 y α-CD25.
Se incubaron en oscuridad a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Posteriormente, se realizó la lisis de los eritrocitos presentes en las muestras
adicionando 1 mL de Lysing Solution (BD, Catálogo: 349202), se incubaron en
oscuridad por 10 minutos y se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 minutos. Se
retiró el sobrenadante y se realizó un lavado con 1mL de PBS/BSA/Azida de
sodio (ScienCell, Catálogo: 0303) y se centrifugaron a 2500 rpm durante 5
minutos. Finalmente, se retiró el sobrenadante y las células se resuspendieron
y fijaron en 300 μL de solución Stabilizing Fixative (BD, Catálogo: 338036). Las
muestras se adquirieron en el citómetro 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).

Adquisición y análisis de datos por citometría de flujo multiparamétrica.

Se realizó la gráfica de tamaño área (FSC-A) vs tamaño altura (FSC-H),
delimitando la región correspondiente a las células individuales (Singlets) y a
partir de esa región se realizó la gráfica de tamaño (FSC) vs granularidad
(SSC), donde se seleccionó la región correspondiente a los linfocitos. Se
adquirieron 20,000 eventos de la región de linfocitos. A continuación, se realizó
un gráfico de SSC-A vs CD3 para delimitar la región correspondiente a los
linfocitos T y a partir de esta región, se realizó un gráfico de CD3 vs CD4 para
seleccionar la región de los linfocitos Th (CD3+CD4+). En muestras pre y
post-Abdala, a partir de la población de linfocitos Th, se realizó un gráfico de
CXCR5 vs CCR7 para identificar y cuantificar los linfocitos TFH
(CD3+CD4+CXCR5+CCR7-), así como un gráfico de CD45RO vs CCR7 para
identificar y cuantificar los linfocitos T de memoria central
(CD3+CD4+CD45RO+CCR7+) y memoria efectora
(CD3+CD4+CD45RO+CCR7-) (Figura 2A). En muestras estimuladas, a partir
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de la región de linfocitos Th, se empleó un gráfico de CD25 vs CD4 para
identificar y cuantificar los linfocitos T activados (CD3+CD4+CD25+) (Figura
2B). Por otra parte, se realizó un gráfico de SSC-A vs CD19 para delimitar la
región correspondiente a los linfocitos B. En muestras pre y post-Abdala, a
partir de esta región, se empleó un gráfico 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 región de linfocitos B, se realizó un gráfico de CD27 vs CD38 para
identificar y cuantificar los plasmablastos (CD19+CD27+CD38High) (Figura
2B). Las regiones positivas y negativas de cada población se verificaron con
base en el control de fluorescencia menos uno (FMO) (Anexo 1 y 2).
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Figura 2. Estrategia representativa del análisis por citometría de flujo multiparamétrica. A)
Análisis de las poblaciones de linfocitos B, linfocitos Th, linfocitos TFH y sus subpoblaciones de
memoria central y memoria efectora. Muestra post-Abdala. B) Análisis de las poblaciones de
plasmablastos y linfocitos T activados. Muestra post-Abdala posterior al ensayo de
estimulación.

Determinación de IL-2 e IFN-γ en sobrenadante.

Se realizó la cuantificación de IL-2 e IFN-γ en los sobrenadantes obtenidos del
ensayo de estimulación, 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 µL de las perlas de captura a los tubos de citometría.
Posteriormente, se añadieron 50 µL de las diluciones del estándar de citocinas
Th1/Th2/Th17 humanas a los tubos marcados como control o se añadieron 50
µL de los sobrenadantes a los tubos. Posteriormente, se adicionaron 50 µL del
reactivo de detección PE Th1/Th2/Th17 humana y se incubó por 3 horas a
temperatura ambiente, protegidos de la luz. Después, se adicionó 1 mL de
solución de lavado y se centrifugó a 2500 rpm durante 5 minutos. Se retiró el
sobrenadante y se adicionaron 300 µL de solución de lavado. Las muestras se
adquirieron en el citómetro 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).

Análisis Estadístico.

El análisis estadístico de los datos obtenidos se realizó con el software
GraphPad Prism 9. Se realizó la prueba Shapiro-Wilks para obtener la
distribución de los datos, la cual dio como resultado una distribución no
Gaussiana, por lo que se empleó la prueba de Wilcoxon para la comparación
de dos grupos pareados. Los resultados se muestran como media ± desviación
estándar. Se consideró un valor de p menor a 0.05 como estadísticamente
significativo.
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RESULTADOS

Población de estudio.

Se analizaron muestras de 24 personas, tomadas 1-2 días antes de la
vacunación (pre-Abdala) y a los 14 ± 5 días posterior a la vacunación (post
Abdala) con Abdala. La distribución con respecto al género fue de 3 personas
masculinas y de 21 personas femeninas. La edad promedio del grupo de
estudio fue de 39 años con un rango de 23 a 58 años. El grupo tenía el
esquema completo de vacunación contra SARS-CoV-2 y al menos una dosis de
refuerzo aplicada entre 5 y 13 meses antes de la vacuna Abdala. Ningún
participante refirió haber cursado con COVID-19 durante los últimos 6 meses.
Posterior a la vacunación con Abdala, no presentaron reacciones adversas
(Tabla 1).

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

Se ha demostrado que la vacuna Abdala induce la producción de anticuerpos
IgG neutralizantes contra el dominio RBD en población cubana. Sin embargo,
es necesario conocer si esta vacuna es capaz de producir anticuerpos cuando
se utiliza como dosis de refuerzo. Se determinó la O.D. antes y después de la
vacunación con Abdala y observamos un incremento significativo en las
muestras post-Abdala comparada con las muestras pre-Abdala (1.1826 vs
1.0664; pく0.0001) (Figura 3). Este resultado demuestra que la vacuna Abdala
es capaz de inducir la producción de anticuerpos de clase IgG anti-RBD
neutralizantes por lo que se sugiere que puede brindar protección contra el
SARS-CoV-2.

24



Figura 3. Densidad óptica (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 líneas punteadas.
Media ± desviación estándar.

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

Como se observó que la vacuna Abdala induce la producción de anticuerpos
IgG anti-RBD, analizamos el porcentaje de linfocitos B (CD19+) ya que se
relacionan con la producción de anticuerpos. Observamos una disminución 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). Además,
evaluamos los porcentajes de linfocitos B de memoria ya que son importantes
para mantener una protección a largo plazo. Analizamos tanto los linfocitos B
de memoria (CD19+CD21+CD27+), como los 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
disminución en las muestras post-Abdala comparado con las muestras
pre-Abdala (23.4083% vs 17.2208%; pく0.0001 y 2.2687% vs 3.4462%; pく
0.0001), respectivamente (Figura 4B y 4C). Estos resultados sugieren que la
vacuna Abdala incrementa el porcentaje de linfocitos B de memoria que
podrían ser capaces de mantener la protección 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 activó.
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Figura 4. Comparación de los porcentajes de A) linfocitos B, B) linfocitos B de memoria y C)
linfocitos B de memoria efectora antes y después de la vacunación con Abdala. n=24. Media ±
desviación estándar.

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

Otro componente importante en la protección 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く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
plasmáticas productoras de anticuerpos. Observamos un incremento en el
porcentaje de linfocitos TFH posterior a la vacunación con Abdala comparado
con antes de la vacunación (7.645% vs 5.4371%, p=0.0064) (Figura 5B). Este
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resultado sugiere que estos linfocitos TFH podrían ayudar a la activación de los
linfocitos B para la producción de anticuerpos posterior a la vacunación. Por
otra parte, para conocer si hay una protección a largo plazo posterior a la
vacuna estudiamos los porcentajes de linfocitos T de memoria efectora
(CD4+CD45RO+CCR7-) y linfocitos T de memoria central
(CD4+CD45RO+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 vacunación (34.0458% vs 21.6904%, pく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 vacunación se mantiene una respuesta a
largo plazo, la cual podría actuar de manera temprana en un reencuentro con el
SARS-CoV-2.

Figura 5. Comparación 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 ± desviación estándar.
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Densidad óptica de anticuerpos IgG anti-RBD neutralizantes posterior a
un encuentro con la proteína RBD recombinante.

La eficacia de los anticuerpos IgG anti-RBD producidos por la vacuna Abdala
se basa en la capacidad de reconocer específicamente y con una determinada
afinidad al dominio RBD de la proteína S del SARS-CoV-2. Después de la
vacunación, se determinó la O.D. de anticuerpos IgG anti-RBD posterior a una
incubación con la proteína RBD recombinante. Observamos una disminución
de la O.D. en las muestras incubadas con la proteína comparadas con el
control negativo (1.0069 vs 1.1201; pく0.0048) (Figura 6). Este resultado
sugiere que los anticuerpos reconocen a la proteína RBD del SARS-CoV-2.

Figura 6. Densidad óptica 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 líneas punteadas. Media ± desviación estándar.

Porcentaje de plasmablastos posterior a un estímulo con la proteína 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 patógeno. Se determinaron los porcentajes de plasmablastos
(CD19+CD27+CD38High) y observamos su incremento posterior al estímulo
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 proteína RBD,
manteniendo así la protección a largo plazo.
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Figura 7. Comparación de los porcentajes de plasmablastos antes y después del estímulo con
la proteína RBD recombinante. n=24. Media ± desviación estándar.

Porcentaje de linfocitos T activados y producción de IL-2 e IFN-γ posterior
a un estímulo con la proteína RBD recombinante.

Los linfocitos T al activarse llevan a cabo sus funciones efectoras entre las
cuales se encuentra la producción de citocinas, por lo que se determinó el
porcentaje de linfocitos T activados (CD3+CD4+CD25+) y la concentración de
IL-2 e IFN-γ. Observamos un incremento tanto en los porcentajes de linfocitos
T activados como en la concentración de IL-2 e IFN-γ posterior al estímulo con
respecto al control negativo (2.895% vs 1.5096%, pく0.0001, 12.33 pg/mL vs
3.06 pg/mL, pく0.0001 y 13.8277 pg/mL vs 3.9735 pg/mL, pく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-γ, por lo que
podría participar en una respuesta en contra del SARS-CoV-2.
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Figura 8. Comparación de A) linfocitos T activados y concentración de B) IL-2 e C) IFN-γ antes
y después del estímulo con la proteína RBD recombinante. n=23. Media ± desviación estándar.
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DISCUSIÓN

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

Algunos países decidieron desarrollar sus propias vacunas para tener una
mayor accesibilidad de este tratamiento en su población y reducir costos de
adquisición, como es el caso de la vacuna cubana Abdala, la cual se basa en
una plataforma subunitaria de proteína recombinante y al igual que las demás
vacunas, va dirigida hacia el dominio RBD de la proteína 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 más a fondo dicha
inmunidad y la respuesta a largo plazo a través de la memoria inmunológica.
Por lo anterior, en este estudio evaluamos la producción de anticuerpos IgG
anti-RBD neutralizantes, los porcentajes de linfocitos B, linfocitos T y sus
fenotipos de memoria.

La vacunación tiene como objetivo la producción de anticuerpos neutralizantes,
que corresponden al componente de la respuesta inmune con el cual evalúan
la eficacia de las vacunas. En el caso de la vacuna Abdala, Hernández et al.
reportó un incremento en la producción de anticuerpos de la clase IgG en
contra de la proteína RBD del SARS-CoV-2 en sujetos no vacunados (63). En
nuestro estudio, la vacuna se utilizó como dosis de refuerzo en población que
ya contaba con el esquema de vacunación completo y al menos una dosis de
refuerzo, a pesar de este hecho, observamos un incremento en la producción
de anticuerpos IgG anti-RBD posterior a la vacunación, por lo que este
incremento podría deberse a la activación de la inmunidad preexistente
causada por las dosis anteriores. Además, este incremento fue similar al
reportado previamente en la 2da dosis con respecto a los sujetos no vacunados
(60), lo que nos indicaría que llegamos a una meseta en la producción de
anticuerpos.

A pesar de que los anticuerpos neutralizantes son el componente con el cual se
evalúa la eficacia de las vacunas, los linfocitos B son fundamentales para la
producción de estos. En nuestro estudio, observamos una disminución en el
porcentaje de linfocitos B posterior a la vacunación con Abdala, previamente
nosotros reportamos una disminución 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 podría 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 rápida, 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 circulación (65), debido a lo anterior,
estudiamos a los linfocitos B de memoria para evaluar la protección
inmunológica a largo plazo.

Dan et al. reportó un incremento en los linfocitos B de memoria a los 6 meses
posteriores al inicio de los síntomas, asociándolo con una producción 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 vacunación 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 vacunación, por lo que la vacuna Abdala como dosis de refuerzo
podría inducir la proliferación de los linfocitos B de memoria preexistentes de
los participantes del estudio. Por otra parte, Hartley et al. observó en personas
vacunadas con dosis de refuerzo posterior a los 6 o hasta 12 meses, un
porcentaje menor de linfocitos B de memoria en circulación (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 disminuirán después
de 6 meses, por lo cual tendríamos que realizar la determinación 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 disminución en su porcentaje, esta disminución también ha
sido reportada posterior a la 2da dosis de vacunación contra COVID-19 (60), lo
cual podría deberse a que cierto porcentaje de estos linfocitos B se
diferenciación a células plasmáticas o plasmablastos (75).

Además de la participación de los anticuerpos y de linfocitos B, para controlar y
eliminar una infección viral de manera eficaz se requiere de la inducción y
activación de la respuesta inmune mediada por linfocitos T. En diversos
estudios enfocados en la respuesta inmune adaptativa posterior a una infección
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 infección primaria, al
disminuir tanto los síntomas como la gravedad de la enfermedad, así como con
una eliminación viral rápida (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 diferenciación
hacia distintas subpoblaciones que brindan protección 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 plasmáticas
de larga duración tanto en infecciones virales como en el caso de las vacunas
(64). Se ha reportado que en pacientes previamente infectados, la participación
e incremento de esta subpoblación se asocia con una disminución de la
gravedad de COVID-19 (48,49,56). En nuestro estudio, encontramos un
incremento en el porcentaje de linfocitos TFH posterior a la vacunación, por lo
que este incremento puede ser debido a que se está favoreciendo la
diferenciación hacia esta subpoblación para ayudar en la activación de los
linfocitos B o linfocitos B de memoria para su diferenciación a células
plasmáticas productoras de anticuerpos. Es necesario evaluar las citocinas
relacionadas a la diferenciación de esta subpoblación a fin de corroborar esta
propuesta.

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

Una de las características con la cual se evalúa la eficacia de los anticuerpos
es la afinidad o capacidad que tienen para reconocer a un antígeno. 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 tenían la
capacidad de reconocer la proteína RBD, incubamos los sueros obtenidos
post-Abdala con la proteína RBD recombinante, observamos una disminución
en los niveles de anticuerpos, por lo que estos anticuerpos podrían generar una
protección inmunológica al reconocer dicho antígeno y llevar a cabo su
actividad neutralizante. Sin embargo, desconocemos la afinidad de estos
anticuerpos por el antígeno RBD, por lo que sería 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 proteína RBD después de la vacuna, los
estimulamos con la proteína RBD recombinante. Los linfocitos B al activarse se
diferencian en una población productora de anticuerpos denominada
plasmablastos, los cuales actúan en una respuesta inmune temprana (75).
Diversos estudios reportan que los plasmablastos incrementan dentro de los 7
a 10 días posteriores al inicio de la infección o posterior a la vacunación
(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 protección a largo plazo. Sin embargo, se ha reportado que los
plasmablastos son de vida corta y disminuyen después de la eliminación viral o
un mes después de la vacunación (65,75,80,82), por lo que podríamos realizar
un seguimiento en nuestro grupo de estudio para conocer los cambios en esta
población.

Además, debido a que la respuesta de linfocitos T es importante en infecciones
virales, analizamos si la proteína RBD induce la activación de linfocitos T.
Algunos estudios han reportado un incremento en los porcentajes de linfocitos
T activados posterior a la vacunación contra SARS-CoV-2 (43,77). En nuestro
estudio, observamos un incremento en el porcentaje de linfocitos T activados,
mediante la expresión de la molécula CD25 que actúa como receptor de alta
afinidad de la IL-2, la cual se caracteriza por inducir la proliferación de linfocitos
T (83). Además, observamos un incremento en la concentración de IL-2 e
IFN-γ, las cuales son secretadas principalmente por los linfocitos T
cooperadores 1 (Th1) y se relacionan con la inducción 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-γ, 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 antígeno, manteniendo la
protección inmunológica a largo plazo.

En conclusión, la vacuna Abdala induce la producción de anticuerpos y
mantiene la memoria inmunológica. Además, los linfocitos T y B mantienen la
capacidad de reconocer al antígeno en encuentros posteriores. Finalmente,
nuestros hallazgos pueden usarse como un primer acercamiento para
demostrar los cambios que induce la vacuna Abdala en el sistema
inmunológico cuando se utiliza como dosis de refuerzo.
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CONCLUSIÓN

La vacuna Abdala induce la producción de anticuerpos IgG e incrementa la
memoria inmunológica en personas previamente vacunadas con esquema
completo y al menos una dosis de refuerzo. Además, los linfocitos T y B
mantienen la capacidad de activarse en presencia del dominio RBD del
SARS-CoV-2 posterior a la vacunación, por lo que la vacuna funciona como
refuerzo.
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ANEXO 1

Fluorescencia menos uno (FMO) de CD21 y CD27 para definir los A) linfocitos B de memoria,

CCR7 y CXCR5 para definir los B) linfocitos TFH y CCR7 y CD45RO para definir los C)
linfocitos T de memoria.
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ANEXO 2

Fluorescencia menos uno (FMO) de CD38 y CD27 para definir los A) plasmablastos y CD4 y
CD25 para definir los B) linfocitos T activados.
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