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Resumen

SARS-CoV-2 es el virus causante de la pandemia de COVID-19. Esta
enfermedad cursa con formas clinicas leves hasta muy graves,
caracterizada por presentar fiebre, tos seca, cefalea, odinofagia,
malestar generalizado, fatiga y dificultad respiratoria. A lo largo de esta
pandemia causada por el SARS-CoV-2, en todo el mundo una de las
prioridades ha sido elaborar pruebas para el diagnéstico.

Este nuevo coronavirus patogénico se a dispersado en casi todos los
continentes y ha afectado a todos los sistemas de salud incluidos los
de primer mundo quienes estan por presenciar la quinta ola de la
pandemia.

En México, a casi dos anos del inicio de la pandemia se ha reportado
un total de 3.85 millones de casos y 292 mil defunciones. Figurando
como el 7mo pais a nivel Latinoamérica con mayor mortalidad por
COVID-19. México implementd las pruebas moleculares RT-PCR para
el diagnostico y confirmacion de los infectados con el nuevo
coronavirus. Sin embargo una de las limitantes de este modelo es la
ventana de utilidad. La necesidad de pruebas serolégica con una
elevada sensibilidad y especificidad para la deteccion de anticuerpos
contra SARS-CoV-2 continla siendo una necesidad urgente para
conocer el numero de casos reales de COVID1-9 a nivel mundial y
nacional. La mayoria de las pruebas serologicas desarrolladas
internacionalmete son de tipo semi cuantitativo por lo que presentan
algunas limitantes, desde la estandarizacion y establecimiento de
punto de corte, hasta no poder comparar los resultados con otras
pruebas semi- cuantitativas.

Nuestro grupo de trabajo evalu6é la utilidad de los antigenos
recombinantes S1, N y RBD para una prueba seroldégica ELISA casera.
Los antigenos se expresaron y purificaron de manera muy eficiente. Se
logré su caracterizacion e identificacion y posteriormente se usaron
para disefiar y validar la prueba casera ELISA cuantitativa indirecta.
Con esta prueba se evaluaron los niveles de anticuerpos en pacientes
con COVID-19 grave y voluntarios convalecientes de COVID-19 leve.
Nuestros andlisis arrojaron niveles de IgG anti S1-S2 y N superiores a



RBD en enfermos graves de COVID-19, de los cuales, los pacientes
hombres, con edades mayores a 40 afios y con obesidad presentaron
los niveles mas altos. Mientras que para el caso de los voluntarios
convalecientes de la COVID-19 leve, la concentracion fue mayor en
mujeres con un IMC normal y con edades mayores a 40 afios.

Una vez que se iniciaron las campanas de vacunacion en nuestro pais
evaluamos a dos pequefios grupos que recibieron un esquema de
vacunacion con tecnologia mRNA (Pfizer) y el otro con tecnologia de
vectores recombinantes (Cansino). Los individuos vacunados
presentaron una respuesta de IgG anti RBD 3 veces mayor que el
grupo de individuos recuperados de una infeccion leve de COVID-19.
Se evidencid la prevalencia de anticuerpos anti RBD aun después de 6
meses posteriores a la vacunacion con Pfizer.

La poblacion vacunada mostré que la concentracion de anticuerpos
que siempre fue superior en el grupo que recibid las vacunas de Pfizer
comparado con el grupo que recibid la vacuna Cansino. Se
identificaron algunas tendencias como que las mujeres presentan
niveles superiores de anticuerpos, que la edad podria influir en los
niveles de anticuerpos si la vacuna aplicada es Cansino y que para
ambas vacunas la concentracion mayor se obtiene en el grupo etario
mayor a 40 anos.

De manera individual se analizaron a los voluntarios vacunados que
habian tenido COVID-19 antes de la vacunacion, lo que mostré la
importancia de la vacunacion aun después de haber sufrido la
enfermedad.

Se concluye que Implementar esta prueba a nivel nacional revelara la
persistencia de los anticuerpos en pacientes recuperados y en
pacientes vacunados y que la comparacion de las vacunas mediante
serologia no tiene el fin de elegir esquemas Unicos para ser aplicados
en nuestra poblacion mas bien, este estudio pretenden ayudan a
conocer la influencia de factores intrinsecos de nuestra poblacion
relacionados con generacion de anticuerpos para conocer la
poblacion de riesgo que podria requerir una vacunacion de refuerzo.



Abstract
SARS-CoV-2 is the virus that causes the COVID-19 pandemic. This

disease presents with mild to very serious clinical forms, characterized
by fever, dry cough, headache, odynophagia, general malaise, fatigue
and respiratory distress. Throughout this SARS-CoV-2 pandemic, one
of the world's priorities has been to develop diagnostic tests.

This new pathogenic coronavirus has spread in almost all continents
and has affected all health systems including those in the first world
who are about to witness the fifth wave of the pandemic.

In Mexico, almost two years after the start of the pandemic, a total of
3.85 million cases and 292 thousand deaths have been reported.
Appearing as the 7th country in Latin America with the highest mortality
from COVID-19. Mexico implemented molecular RT-PCR tests for the
diagnosis and confirmation of those infected with the new coronavirus.
However, one of the limitations of this model is the utility window. The
need for serological tests with high sensitivity and specificity for the
detection of antibodies against SARS-CoV-2 continues to be an urgent
need to know the number of real cases of COVID1-9 globally and
nationally. Most of the serological tests developed internationally are
semi-quantitative and therefore present some limitations, from
standardization and establishment of cut-off points, to not being able to
compare the results with other semi-quantitative tests.

Our working group evaluated the usefulness of the recombinant
antigens S1, N and RBD for a home ELISA serological test. The
antigens were expressed and purified very efficiently. Their
characterization and identification were achieved and were
subsequently used to design and validate the indirect quantitative
ELISA home test.

With this test, antibody levels were evaluated in patients with severe
COVID-19 and volunteers convalescing from mild COVID-19. Our
analyzes yielded anti S1-S2 and N IgG levels higher than RBD in
seriously ill patients with COVID-19, of which male patients, aged over
40 years and with obesity, had the highest levels. While in the case of
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volunteers convalescing from mild COVID-19, the concentration was
higher in women with a normal BMI and aged over 40 years.

Once the vaccination campaigns began in our country, we evaluated
two small groups that received a vaccination scheme with mRNA
technology (Pfizer) and the other with recombinant vector technology
(Cansino). Vaccinated individuals presented an anti-RBD IgG response
3 times greater than the group of individuals recovered from a mild
COVID-19 infection. The prevalence of anti-RBD antibodies was
evidenced even 6 months after vaccination with Pfizer.

The vaccinated population showed that the antibody concentration was
always higher in the group that received the Pfizer vaccines compared
to the group that received the Cansino vaccine. Some trends were
identified such as that women present higher levels of antibodies, that
age could influence the levels of antibodies if the vaccine applied is
Cansino and that for both vaccines the highest concentration is
obtained in the age group over 40 years.

The vaccinated volunteers who had had COVID-19 before vaccination
were individually analyzed, which showed the importance of
vaccination even after having suffered the disease.

It is concluded that Implementing this test at the national level will
reveal the persistence of antibodies in recovered patients and in
vaccinated patients and that the comparison of vaccines through
serology does not have the purpose of choosing unique schemes to be
applied in our population, rather, this study They are intended to help
determine the influence of intrinsic factors in our population related to
the generation of antibodies to determine the population at risk that
may require a booster vaccination.
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Introduccién

A finales del afo 2019 se identific6 un nuevo coronavirus, con
capacidad patogénica para el ser humano, en la region de Wuhan
China causante de un brote de neumonia atipica que escalé a nivel
internacional convirtiéendose en el agente de la pandemia del 2020. [1]
El comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV por sus siglas en
ingles) le dio a este nuevo coronavirus el nombre de SARS-CoV-2 por
sSu relacion con otro coronavirus con capacidad patogénica en
humanos que fue causante de la epidemia del 2002-2003 en la region
del sur de China. [2-4]

SARS-Cov-2 es el agente causal de la denominada enfermedad por
coronavirus 2019, COVID-19, nombre que se le dio en febrero del 2020
por parte de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). [1] La
enfermedad se caracteriza por presentarse como una neumonia
atipica con rapida progresion a un sindrome de dificultad respiratoria
en un 30% de los casos. Al inicio de la enfermedad pueden o no
presentarse sintomas prodrémicos como fiebre, tos seca vy
agotamiento.[5] [6]

El dafio causado por SARS-CoV-2 se ha asociado a su preferencia
tisular la cual esta dada por los receptores y correceptores que le
permiten la entrada a nivel celular y por tanto la posibilidad de infectar
los tejidos.

El virus SARS-CoV-2 utiliza al receptor de la enzima convertidora de
angiotensina 2 (ACE-2) para su entrada a la célula. Este receptor se
encuentra enriquecido en el tejido pulmonar, principalmente a nivel
alveolar pero su distribucion es casi a nivel de todos los tejidos
humanos. Ademas del receptor ACE-2 es necesario un correceptor
denominado TMPRSS2 el cual escinde a la proteina de espiga vy
permite que el subdominio S1 interactle con el receptor de entrada,
ACE-2. La presencia de ACE-2 y su correceptor en las células
permiten una infeccion eficiente y la propagacion en los érganos con
mayor expresion del receptor especifico como en el caso de corneas,
cavidad nasal, pulmones, corazén e intestino. [7][8]
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Al igual que SARS-CoV, este nuevo coronavirus expone en su
superficie 3 de las 4 proteinas estructurales que codifica su RNA. Las
proteinas de membrana y envoltura son las mas conservadas entre
estos dos coronavirus mientras que la proteina de espiga es la mas
variable y mas inmunogénica.

Al inicio de la pandemia en nuestro pais al igual que en el resto del
mundo se ocuparon las pruebas RT-PCR para el diagnéstico, sin
embargo, existid una limitacion en su uso por la disponibilidad
internacional y los costos en ese momento. Como cualquier prueba
diagnostica, la RT-PCR esta limitada en la sensibilidad y especificidad
por una venta de tiempo. El tiempo 6ptimo para realizar la prueba es a
los 5-8 dias posteriores de haberse infectado, después de los cuales la
sensibilidad y especificidad van en decremento y podrian dar falsos
negativos. [9] Dado que un 80% de la poblacién que sufre la COVID-
19 tiene una presentacion asintomatica o leve, el diagnostico del
numero real de infectados se ve sesgado al no ser evidente la
enfermedad y al emplear pruebas RT-PCR en una ventana de tiempo
inadecuada. [10] Estos sesgos fueron esperados y considerados en el
inicio de la pandemia, por lo cual los estudios epidemiologicos
poblacionales se consideraron de importancia para los reportes
internacionales. Para estos estudios se usan pruebas seroldgicas que
reflejan de manera mas realista el nimero de casos de COVID-19. Las
pruebas serolégicas para COVID-19, de manera general, se basan en
la deteccidon de anticuerpos generados posterior a la infeccion y tiene
una ventana de utilidad que va de los 8 dias posteriores al inicio de los
sintomas hasta un promedio de 6 meses. [11-13]

La pandemia causada por el coronavirus SARS-CoV-2 continda siendo
una emergencia sanitaria a nivel global. Con la reciente aparicion de
nuevas variantes del coronavirus circulando en al meno 36 paises,
incluyendo México, los esfuerzos para combatir su diseminacion
siguen siendo prioritarios para mas de 200 paises. [14-16] Para el
control del numero de casos en la pandemia se requirié6 de medidas
efectivas de prevencion de infecciones en grupos vulnerables como
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los mayores de 60 afios, mujeres embarazadas y pacientes con
enfermedades cronicas. Las pruebas serologicas fueron y contintan
siendo una herramienta indispensable para la identificacion de la
poblacién con mayor riesgo de COVID-19. Ademas de las medidas
preventivas se necesita continuar con los programas de vacunacion
masiva de la poblacion.

Los estudios de seroconversion permiten conocer la incidencia real de
la enfermedad por SARS-CoV-2, ademéas de la evaluacion de la
respuesta humoral inducida por la vacunacion. En los paises estos
estudios permitiran detectar grupos de poblacion de riesgo y para el
caso particular de México;, donde se han aplicado 8 diferentes
vacunas a la poblaciéon mexicana; el conocimiento del estado humoral
de la poblacion nos permitira detectar grupos que podrian necesitar un
refuerzo de vacunacion siguiendo el ejemplo de otros paises.
[17]018]19] [1] [2]

La necesidad de pruebas serolégica con una elevada sensibilidad y
especificidad para la deteccion de anticuerpos contra SARS-CoV-2
continda siendo una necesidad urgente para conocer el numero de
casos reales de COVID1-9 a nivel mundial y nacional. Ahora que la
vacuna se ha aplicado en casi todos los paises, el uso de pruebas
serologicas comerciales basadas en la deteccion de anticuerpos
contra la proteina de espiga para la confirmacion diagnodstica de
infeccion por SARS-CoV-2 no es muy Util. La implementacion de otras
proteinas estructurales inmunogénicas, como la nucleoproteina,
permiten la deteccion de los anticuerpos generados durante una
infeccion natural y dado que en este momento ninguna de las vacunas
aprobadas para uso de emergencia emplea este antigeno, también es
posible evaluar a la poblaciéon vacunada. Actualmente se considera
necesario implementar otros ensayos con un espectro mayor de
antigenos de SARS-Cov-2 que confieran por tanto una utilidad mayor
sobre pruebas serologicas comerciales, al poder usarlas no solo para
le diagnoéstico de confirmacion de la enfermedad, sino para la
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evaluacion de la inmunidad humoral generada posterior a un esquema
de vacunacion. [20] [19][18]

La subestimacion de casos de COVID-19 en México es una de las
limitaciones observadas en los sistemas de vigilancia epidemiolégica;
hospitalaria y centinela; aplicados por la mayoria de los paises con
recursos y economia limitada como México y América Latina. En
contraste, paises como Corea del Sur que emplearon estudios masivos
de seroprevalencia desde un inicio, han estado reportando sus
resultados y recientemente paises europeos han arrojado sus primeros
resultados a mas de un ano de la pandemia; por lo que, la experiencia
y la evidencia cientifica de los paises que han tenido éxito para
controlar la diseminacion de la pandemia, nos conmina a tomar
medidas preventivas lo antes posible. [3] [4]

Bajo la evidencia de que la prevalencia estimada en otros paises es
insuficiente para lograr una inmunidad de grupo, [5] [6] [7] la
evaluacion de la inmunidad humoral generada posterior a una
infeccion natural por SARS-CoV-2 o posterior a la vacunacion o ambas
en la poblacion ayudaria a conocer el comportamiento y anticipar la
respuesta humoral, predecir el pronostico de la enfermedad y con ello
mejorar la toma de decisiones para la prevencion de la infeccién con
nuevas variantes, al permitirnos conocer los grupos de riesgo que
podrian necesitar un refuerzo de vacuna, como en el caso de paises
como EUA. [21-23] [3]

1. Epidemiologia de la pandemia causada por SARS-CoV-2

La enfermedad de coronavirus 19 (COVID-19) causada por el nuevo
coronavirus, nombrado SARS-CoV-2 continda siendo una emergencia
sanitaria de caracter internacional a mas de 20 meses de haberse
declarado la pandemia. A nivel global se han reportado un total de 255
millones de casos confirmados y un total de 5,12 millones de
defunciones. [24-26]

En el continente americano el primer caso se reporto el 21 de enero en
USA, mas tarde, 26 de febrero se detectd el primer caso en Brasil y
tardd menos de un mes en dispersarse la COVID-19. En abril del 2021
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la region del Norte de Ameérica empezd a ver sus primeros brotes
importante, mientras que en América Latina se observo un aumento en
el numero de casos confirmados por sus respectivos gobiernos. Se ha
asumido en casi todos los paises de América Latina que el aumento
rapido de contagios y muertes es resultado de una transmision
comunitaria.

El primero de septiembre la organizacion panamericana de la salud
(PAHO) declaro al continente americano como la regién con mayor
numero de muertes por COVID-19 en todo el mundo. Con un 64% de
nuevas muertes en los meses de abril y mayo, México figuré como el
4t0 pais responsable de las nuevas muertes. [8] Actualmente nos
encontramos fuera del grupo de los 10 principales paises con mayor
numero de casos.

Se siguen sumando casos y defunciones que generan la preocupacion
de los gobiernos y sistemas de salud a nivel internacional. México ha
reportado hasta el momento (18.11.2021) 3.85 millones de casos y 292
mil defunciones, encontrandose en el fin de la denominada tercera ola
de la pandemia. [25-27]

Pese a todos los esfuerzos en el desarrollo, produccion y distribucion
de las diferentes vacunas aprobadas de emergencia contra el nuevo
coronavirus a nivel internacional, el control de la pandemia continla
siendo un reto mundial por las variantes del virus y la efectividad de
las vacunas frente a estas.[28-30]

Ahora que estamos a la mitad del segundo afo de la pandemia los
modelos estadisticos que predecian una inmunidad de rebafio han
quedado en el olvido al considerar factores como la distribucion vy
aceptacion de las vacunas, la aparicion de nuevas variantes y el lento
desarrollo de las vacunas para la poblacion infantil. [31]

El estudio de la respuesta humoral inducida por la vacunacion cobra
interés ahora que existe mas de un esquema de vacunacion que
ofrece proteccion contra la forma grave y severa de la COVID-19.
Dentro de las preguntas mas recurrentes en el ambito cientifico y
medico se encuentran las relacionada con el nivel de anticuerpos
inducidos por la vacunacion y la duracion de estos anticuerpos. Fue
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hasta principios de este afo 2021 cuando se reportd que las variantes
del SARS-CoV-2 pueden escapar’ de los anticuerpos en personas
recuperadas de COVID-19 e incluso en personas con esquemas de
vacunacion completo. [32-36] Sin embargo, los numeros reportados
de nuestro pais podrian no reflejan la verdadera transmision del virus,
dadas algunas limitaciones de los sistemas de vigilancia
epidemiologica implementados en México, de manera puntual, al no
considerar a los pacientes que cursan como asintomaticos por lo que
las pruebas serolégicas confirman su importancia. La evaluacion de la
seroconversion es una estrategia que se ha implementado en muchos
paises del mundo y ha sido sugerida reiteradamente en varias
ocasiones por el director de la OMS para poder observar, ademas de
la prevalencia a nivel nacional, la dinamica de la respuesta
inmunolégica humoral contra el coronavirus SARS-CoV-2. [37] Para el
caso de Nueva Zelanda, el primer reporte de infeccion por la nueva
variante, Delta, dio pie a una estrategia epidemiolégica basada en el
cierre de fronteras y cese de actividades en todo el pais, durante 3
dias; después de los cuales se realizaron pruebas moleculares vy
serolégicas a los casos cercanos del paciente infectado y tras la
confirmacion de la ausencia de nuevas infecciones se reactivaron las
actividades.[31]

2. La COVID-19

La OMS le dio el nombre de La COVID-19 a la enfermedad causada
por el virus SARS-CoV-2. El acrdnico esta formado por las palabras en
ingles de Coronavirus Disease of 2019. [37]

La enfermedad causada por este virus puede presentarse de dos
formas, asintomatica o subclinica y sintomatica; conforme se fue
conociendo mas sobre la COVID-19 se observd y clasific como
COVID de larga duracion a la persistencia por mas de seis meses de
sintomas y o alteraciones en pacientes recuperados de una
enfermedad asintomatica o sintomatica; dadas estas implicaciones es
necesario realizar mas estudios ya que sera un parte aguas para la
salud publica futura. [38-42]
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En la poblacion mexicana los signos y sintomas mas comunes
reportados son fiebre, tos seca y cansancio. [43] Solo el 6% de la
poblacion con sintomas requiere de hospitalizacion. El estudio de la
poblacion mexicana hospitalizada evidencio factores asociados a la
gravedad de la enfermedad entre ellos destacaron las comorbilidades
como diabetes mellitus (DM), hipertension arterial (HTA) y obesidad.
[44,45] Se ha reportado a nivel internacional que los pacientes que
cursan con enfermedades metabdlicas como la diabetes, obesidad o
enfermedades cardiacas tienen dos veces mas riesgo de presentar
COVID-19 grave. [44,46,47] Tanto las enfermedades metabdlicas
como el tabaquismo han sido considerados como riesgos de
susceptibilidad para la enfermedad viral. [48-50] Recientemente se
han detectado predisposiciones genéticas para desarrollar la forma
grave de la enfermedad como las mutaciones en los receptores TLR 3,
7, 9 lo que genera una respuesta de interferén deficiente y con ello una
respuesta antiviral andémala. [51-53]

En cuanto a la obesidad y la hipertension se ha estudiado la relacion
entre un incremento en los receptores ACE-2. Interesantemente la
obesidad esta relacionada con la presencia de receptores ACE-2 en el
tejido adiposo; en contraste, en las personas con hipertension los
receptores ACE-2 se encuentran elevados en 6rganos como pulmon,
corazdon y rifndn; por lo que la tienen mayor susceptibilidad a la
infeccion por SARS-CoV-2. Esto es un dato muy alarmante para la
salud publica en México pues el 75% de la poblacion mayor de 20
anos padece sobrepeso u obesidad y las enfermedades como HTA
representan el 35% de las patologias cardiacas en México. También se
han hecho estudios donde se asocia al indice de masa corporal (IMC)
con una respuesta inmune deficiente en enfermedad como influenza o
hepatitis, asi como una pobre respuesta humoral generada tras la
vacunacion contra estas dos infecciones. Por todo o anterior México
representa a una poblacion de riesgo para desarrollar la COVID-19
grave y una mala respuesta a la vacunacion.[49,53-59]
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2.2 El virus de SARS-COV-2

Los coronavirus son una familia amplia de virus que desde los afios
60’s se conoce su capacidad de causar diversas infecciones en el ser
humano, que van desde resfriados comunes hasta enfermedades mas
graves como en el caso de los coronavirus causantes del sindrome
respiratorio de Medio Oriente (MERS-CoV) y el causante del sindrome
respiratorio agudo severo (SARS-CoV). La pandemia actual es
causada por un nuevo coronavirus SARS-CoV-2; el cual pertenece a la
familia Coronaviridae y al género beta coronavirus. Es un virus RNA
envuelto, con un diametro de 60 a 140 nm que expresa 3 de sus 4
proteinas estructurales, en su superficie; las proteinas de espiga,
membrana y envoltura. Y en su interior se encuentra la nucleoproteina
asociada al genoma viral. SARS-CoV-2 al igual que MERS y SARS-CoV,
tiene la capacidad de provocar enfermedades potencialmente
mortales en los seres humanos. [60-62]

El genoma de SARS-CoV2 es un RNA monocatenario, de sentido
positivo de 26 a 32 kb. Estructuralmente el virus tiene un diametro de
60 a 140 nandmetros, y una forma redonda u ovalada. Pueden
distinguirse dos estructuras: la nucleocapside en donde el material
genético se asocia con la nucleoproteina estructural (proteina N) y la
envoltura externa conformada por una bicapa lipidica con las proteinas
estructurales de espiga (S), membrana (M), envoltura (E), y algunas
proteinas accesorias (Figura 1). [60,63]

19



Envoltura externa Nucleocdpside Proteinas
estructurales

"4.— Proteina de membrana (M)

.\(\‘
Proteina de envoltura (E)

RNA viral

Created with BioRender.com

Figura 1. Representacion de la estructura y de las proteinas estructurales del virus
SARS-CoV-2.

La envoltura externa esta conformada por una bicapa lipidica y las proteinas de
envoltura, espiga, y membrana. Internamente se encuentra la nucleocépside
conformada por el genoma viral y la proteina estructural, nucleoproteina.

La organizacion del genoma viral puede dividirse en tercios; en donde
el primer tercio codifica para el gen de la RNA polimerasa dependiente
de RNA tambien llamada replicasa viral. En esta region se presentan
dos marcos de lectura abiertos denominados ORF1a y ORF1b los
cuales son traducidos de a dos poliproteinas denominadas ppla vy
pp1b respectivamente. La poliproteina ppla da origen a 11 proteinas
no estructurales (nsp’s por sus siglas en ingles) mientras que la pp1b
da origen a 5 nsp que estan implicadas en la replicacion del genoma
viral y en la transcripcion de RNA subgendémico. [60] Las proteinas
estructurales de espiga, envoltura y membrana estan codificadas en
los genes del ultimo tercio del genoma viral y comparten funciones
similares con los otros coronavirus (Figura 2). Gracias a los estudios
previos de inmunogenicidad de otras epidemias causadas por
coronavirus patogénicos, sabemos que las proteinas Sy N son las mas
inmunogeénicas.
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Figura 2. Organizacién del genoma viral de SARS-CoV-2. 5’-secuencia lider-region
no codificante UTR-Replicasa viral-Espiga-Envoltura-Memebrana-Nucleoproteina-
3’UTR-poli(A). Los dos primeros tercios del genoma viral codifican para la replicada
vira y ademas para dos poliproteinas pplay pp1b que dan origen a 16 proteinas no
estructurales (nsp). El ultimo tercio del genoma ademas de codificar para las 4
proteinas estructurales tiene intercalados genes de proteinas accesorias.
Imagen tomada y modificada de Biorender nombre original: “Gendmic
organization of SARS-CoV-2”.

2.2.1 Caracteristicas de las proteinas estructurales

La proteina de espiga (S) es una glicoproteina poli funcional que
adquiere una conformacion trimérica. Cada monémero pesa 180 kDa y
presenta dos dominios S1y S2. El sub dominio S1 contiene al dominio
de unién a receptor (RBD por sus siglas en ingles) mientras que el
subdominio S2 contiene al péptido de fusion. [63] La proteina S es la
proteina mas grande del virus y al igual que las proteinas de
membrana My de envoltura E se encuentra en la superficie viral.

El primer paso del ingreso de SARS-CoV2 a la célula blanco esta dado
por la interaccion de la proteina Sy el receptor ACE2, pero la proteina
S debe ser activada a través de la escision proteolitica ejecutada por
una o varias proteasas del huésped, proteasa de la serina
transmembrana-2 (TMPRSS-2) o proteasas serina like. [64] Esta
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proteasa genera una escision que deja expuesta a la subunidad S1 de
la proteina de espiga, lo cual permite a su vez la exposicion del
dominio RBD.

La proteina de espiga tiene una divergencia del 75% con el SARS-CoV
y una divergencia aun mayor con otros coronavirus que infectan
humanos. SARS-CoV-2 y SARS-CoV, sin embargo, ambos virus
interaccionan con ACE2 para ingresar las células huésped. En
contraste los analisis comparativos la subunidad S2 de SARS-CoV2 y
otros coronavirus humanos son mas conservados siendo parcialmente
responsable, de la reactividad cruzada observada en los ensayos que
detectan la proteina S completa. Por el contrario, el grado de similitud
de la subunidad S1; en particular del domino RBD; solo lo comparte
con SARS-CoV y no asi con otros coronavirus humanos como MERS-
CoV, lo que posiciona a S1 como un antigeno candidato con buena
especificidad en los ensayos inmunolégicos de diagndéstico contra
SARS-CoV-2 (Figura 3). [60,65]
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La proteina de membrana es la responsable de la curvatura de la
membrana viral y la unién con la nucleocapside dada su conformacion
dimérica. En SARS-CoV esta proteina tiene una alta capacidad
inmunogénica. [66]

La proteina de envoltura es de tipo transmembrana, tiene una actividad
de canal i6nico, durante el ciclo de replicacion, se expresa de manera
abundante, aunque solo un porcentaje pequefio se incorpora a la
envoltura del virus, diversos autores reportan que sin la secuencia que
codifica para el gen de la proteina E el titulo viral se abate, lo que
evidencia la importancia de esta proteina en la maduracion viral. [66]
La nucleoproteina es una molécula que interacciona con el genoma
viral para protegerlo formando la nucleocapside, es la Unica proteina
que se encuentra libre en el citoplasma al infectar las células y toma
una conformacion de dimero con peso estimado de 114.5 kDa. [67] La
proteina N es una de las mas inmunogénica durante la infeccion por
otros coronavirus patogénicos y no patogénicos. [68] Presenta dos
dominios de union a ARN; el dominio N terminal y el dominio C
terminal; ambos estan unidos por una region pobremente estructurada
a temperatura ambiente. La region N terminal esta altamente
fosforilada y el dominio C terminal de esta proteina se auto ensambla
para quedar como dimero. La nucleoproteina adquiere una
conformacion dimérica cuando se purifica y presenta una estructura
mas estable a 55°C. El analisis de homologia de la proteina N de
SARS.CoV2 con otros coronavirus humanos como MERS muestra una
identidad de 90% y de 28-49% con otra beta coronavirus. [66] Esta
proteina induce una respuesta inmune humoral y celular robusta al
igual que la proteina S.

Ambas proteinas virales, S y N, se consideran los principales
inmundgenos y son utilizados ampliamente en inmunoensayos. [69,70]
Diversos autores han evidenciado la presencia de anticuerpos
especificos contra la proteina N en etapas iniciales a la infeccion,
razon por la que su evaluacion y su uso en estudios longitudinales
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durante la infeccion permite comprender mejor la enfermedad de
COVID-19 y disefiar bioldgicos para el diagnostico. [71,72]

Con respecto a las proteinas no estructurales, en la tabla 1 se resumen
algunas de las funciones. [72-75]

Tabla 1. Funcién de algunas de las protefnas no estructurales del SARS-CoV-2.

Nombre de la

proteina Abreviaciéon Funcién

y trascripcion viral.

Proteasa similar a la . .
nsp3 Por su funcion de proteasa, escinde a las nsp 1-3.

papaina

ribosilacion y des-ubiquitinacion. [76]

nsp4 membrana. [77,78]
Proteasa similar a la Proteasa 3CL Componente esencial en la replicacion del RNA viral, ya que
quimiotripsina procesa el extremo carboxilo terminal de nsp4 a nsp16.
nsp6 Formacion de vesiculas de doble membrana. [77]
nsp7 Junto con nsp8 forman un complejo RNA polimerasa para la

replicacion y extension del cebador.

Hixipolimerasa nsp8 necesidad de un cebador.

RNA polimerasa
dependiente de nsp12 RNA polimerasa dependiente de cebador.
RNA

2.2.2 Ciclo de replicacion

Tanto el tropismo celular y tisular, como la patogénesis, estan
controlados el gran parte por las interacciones entre la glicoproteina S
y el receptor de la célula huésped. Investigaciones recientes mostraron
que el receptor ACE2 se encuentra en casi todas las células del
organismo, pero en una mayor proporcion en los tejidos del sistema
respiratorio; particularmente en las células alveolares tipo 2; sistema
vascular, gastrointestinal y renal.

El virus SARS-Cov-2 ingresa a las células mediante la interaccion del
domino RBD; localizado en la subunidad S1 de la glicoproteina S; con
el receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2). La
escision y la activacion proteolitica de la proteina S tienen un papel
esencial. La activacion puede producirse por diferentes tipos de
proteasas del huésped lo que incluye a TMPRSS ya mencionado
arriba. [79,80] Una vez que la proteina S es escindida y la subunidad
S2 es activada, S adquiere una conformacion post fusion que permite
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la fusion de la membrana de la célula huésped con el virus. [79] La
entrada del virus puede llevarse a cabo por endocitosis y por via no
endosoOmica, la primera depende de la clatrina y la ultima es
independiente de clatrina y caveolinas. La fusion de las membranas
tiene como resultado la liberacion del genoma viral al citoplasma
celular. [81]

El genoma viral RNA al ser de sentido positivo, es traducido en dos
poliproteinas que dan lugar a 16 proteinas no estructurales que
conforman el complejo de replicacion viral. Este complejo sintetiza una
copia complementaria de la cadena de RNA, como molde para la
replicacion viral mediante la generacion de RNA subgendmico.
Posteriormente los RNA’s subgendmicos se traducen en las proteinas
estructurales y accesorias.

Una vez sintetizadas las proteinas estructurales espiga S, envoltura E,
membrana M en el reticulo endoplasmico (ER endoplasmic reticulum)
estas pasan al compartimento intermedio del ER y Golgi (ERGIC
endoplasmic reticulum Golgi intermediate compartiment). La proteina
N; Unica que se encuentra libre en el citoplasma; se asocia con la
copia del genoma viral recién sintetizado en el citoplasma y prosigue a
asociarse con las demas proteinas estructurales en el ERGIC para
formar el virion. El virion madura en los endosomas y el proceso de
replicacion finaliza cuando las particulas virales son liberadas al
espacio extracelular por exocitosis (Figura 3). [61,64,75,82]
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espiga del virus con el receptor da paso a la endocitosis. (2) Fusion de las
membranas viral y endosdmica y liberacion del genoma viral en el citoplasma celular.
(8) Traduccion de las poliproteinas y de la polimerasa viral dependiente de RNA. (4-
5) Replicacion del RNA gendémico y subgendmico. (6-7) Traduccion de las proteinas
estructurales. N interactia en el citoplasma con el RNA viral naciente y adquiere la
conformacion de nucleocapside; S, M y E pasan del reticulo endoplasmico (ER) al
compartimento intermedio ER y Golgi (ERGIC) donde interaccionan con la
nucleocapside para formar el virion. (8) El virion maduro es excitado al espacio
extracelular.

Imagen tomada y modificada de Cascella M., et al. Nombre original “evaluation and
treatment coronavirus (COVID-19).

2.3 Infeccién por SARS-CoV-2

Actualmente se conocer mas acerca de la fisiopatologia de la COVID-
19 gracias a los avances tecnologicos en la rama biomédica y al
estudio de otras epidemias por SARS-CoV y MERS. [81] La transmision
del SARS-CoV-2 esta dada por tres mecanismos bien descritos: i)
diseminacion en gotas de mas de 5 micras producidas por los
pacientes infectados, cuando hablan o tosen cerca de una persona
susceptible; ii) por diseminacion mediante aerosoles de menos de 5
micras (frecuente entre personal médico); y iii) por contacto directo
con la persona infectada o indirecto por el contacto con superficies
contaminadas (fémites). La incubacion viral va de 2 a 14 dias dentro
de los cuales se ha descrito que los pacientes pueden diseminar virus
con capacidad replicativa. El tiempo de aparicion de los sintomas es
de aproximadamente 11 dias para mas de 95% de los pacientes. Las
manifestaciones de la COVID-19 en los enfermos pueden variar desde
ser asintomaticos hasta desarrollar enfermedad fulminante secundaria
a el sindrome respiratorio agudo severo y sepsis. [82-84]

2.4 Inmunidad Innata

La respuesta inmune al inicio de la infeccion por SARS-CoV-2 esta
dada por las células del sistema inmune innato. La capacidad de
reconocer patrones asociados a patégenos (PAMP’s), con la
consecuente activacion de la via de interferon (IFN) y la posterior
induccion de la respuesta humoral y celular es el tipo de respuesta
contra el virus SARS-CoV-2. Una activacion moderada, genera una
respuesta de IFN de forma eficiente y temprana, asi como un
reclutamiento del sistema inmune adaptativo e inflamaciéon moderada.

26



Al igual que para SARS-CoV y MERS-CoV este nuevo coronavirus
puede modular la produccion de IFN, induciendo una produccion baja
de interferdn tipo | al inicio de la infeccion como un mecanismo de
evasion a la respuesta inmune innata; como consecuencia, el dano
tisular y la inflamacién es mayor y desproporcionada condicionando
una inmunopatologia sistémica. [85-87] Puede observarse una
tormenta de citocinas, desarrollo de linfopenia a lo largo de la infeccion
y sindrome de activacion de macréfagos. La correlacion de la
desregulacion inmunoldgica y la clinica de la COVID-19 es evidente y
proporcional. [83,87-89]

2.5 Inmunidad adaptativa

La generacion de una respuesta de inmunologica de memoria es un
mecanismo de proteccidon contra las reinfecciones futuras, los
anticuerpos producidos por las células B son parte integral de este
mecanismo de defensa y son la base del éxito de las vacunas. La
infeccion por SARS-CoV-2 desencadena una respuesta de linfocitos,
hay una proliferacion de células B y T pre existentes que reconocen
epitopes de las proteinas estructurales, Sy N con cierta afinidad. Los
anticuerpos IgM e IgG son detectados en pacientes con COVID-19
entre los primeros 7-14 dias después de aparicion de los sintomas. La
presencia de IgM puede observarse antes o al mismo tiempo que 1gG
para la COVID-19 o puede observarse Unicamente la presencia de
IgG. A diferencia de otras infecciones virales que siguen una cinética
de cambio de isotipo, la infeccion por SARS-CoV-2 ha evidenciado la
presencia de IgG contra alguna de las proteinas virales a la par de IgM
y del inicio de los sintomas, esto podria deberse a la presencia de
células B de memoria circulantes generadas posterior a una infeccion
por algun otro coronavirus humano. Después de la infeccion por SARS-
CoV-2 las células TCD4+ activadas por los patdbgenos virales
interactdan con las células B para que estas proliferen y hagan cambio
de clase de su receptor de antigeno, el anticuerpo unido a membrana
de células B; para establecer un centro germinal y para diferenciarse
en células secretoras de anticuerpo (plasmacitoides). Las células B a
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su vez promueven la diferenciacion de las células T en celas
cooperadoras foliculares (Tfh por sus siglas en ingles) las cuales
tendran la funcion de dirigir a las células B. Dentro de los centros
germinales las células B proliferan rapidamente gracias a los estimulos
de las citocinas y mejoran la afinidad de su receptor de unién a
antigeno, la afinidad se mejora hasta que la respuesta antiviral termina
o hasta alcanzar una afinidad maxima.

En los centros germinales se generan dos tipos de anticuerpos, los de
larga duracion, producidos por las células B de memoria circulante y
los producidos por las células plasmacitoides. Estos Ultimos se
encuentran en el bazo o en la medula ¢sea donde pueden sobrevivir
por largos periodos de tiempo, afios o0 décadas secretando
anticuerpos independientemente de la presencia de patdgenos. Para
el caso de SARS-CoV se ha reportado la deteccion de anticuerpos anti
espiga hasta 12 afnos después de la infeccion, recordando que estos
anticuerpos solo son protectores si se encuentra en la cantidad
suficiente para neutralizar al patdégeno y esta cantidad dependera de la
afinidad de los antecuerpos generados y del indculo. Para el caso de
SARS-CoV-2 aun no sabemos la duracién de la memoria, aunque los
primeros reportes del ano 2021 mostraban una duracion de
aproximadamente 6 meses para el caso de la enfermedad moderada y
menor de 6 meses para la enfermedad leve, aunque existe variaciones
en los reportes seroldgicos de los diferentes paises. [90]
Independientemente de los anticuerpos de tipo neutralizante, los
anticuerpos generados por la infeccion por SARS-CoV-2 son
opsonizantes y asi ayudan al reconocimiento por parte de otros
linfocitos para generar una respuesta inmune.

Las células B de memoria circulantes pueden activarse rapidamente
después de la reinfeccion para producir células plasmaticas
secretoras de anticuerpos o iniciar reacciones de centro germinal
secundaria. [91,92]

En el curso y desenlace de la COVID-19 se asocia con una gran
variedad de respuestas inmunitarias innatas y adaptativas, propias de
cada individuo.
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El estudio de la diversidad de anticuerpos en los pacientes
convalecientes de COVID-19 moderado o severo, reveld6 mas de mil
tipos de anticuerpos monoclonales, donde casi la mitad de ellos se
unian a las proteinas S o el RBD recombinantes, pero muy pocos
mostraron actividad en los ensayos de neutralizacion. Sin embargo, 10s
anticuerpos neutralizantes mas potentes van dirigidos hacia el RBD y
solo algunos muestran reaccion cruzada con SARS-CoV o MERS.
[93,94] Curiosamente, las primeras observaciones en los individuos
convalecientes mostraron la presencia de titulos mayores de
anticuerpos en los individuos de mayor edad y una clinica mas grave.
La caracterizacion de estos anticuerpos de pacientes con COVID-19
revel6 que los titulos mas altos y de aparicion mas temprana
correspondian a inmunoglobulinas de tipo G dirigidas contra la
nucleoproteina. Ahora se sabe que los titulos altos de anticuerpos
contra la proteina S, no necesariamente correlacionan con su
capacidad neutralizante, no conducen a una recuperacion acelerada
de los pacientes y que incluso el nivel de anticuerpos neutralizantes
contra SARS-CoV-2 no es tan relevante como su avidez y afinidad por
los epitopes de Sy RBD. [94][95]

Por otra parte, con los antecédete de que SARS-CoV y el nuevo
coronavirus usan al receptor ACE2 para invadir a las células y la
secuencia para la proteina S tiene gran homologia, se pensd en una
posible proteccion cruzada que se descartd en parte al comprobar
que estos virus no comparten los mismo epitopes de neutralizacion.
[94]

Ademas de los anticuerpos neutralizantes, la respuesta inmune celular
mediada por células T CD4+ y CD8+ tienen un papel primordial en la
eliminacion de la infeccion y responde en parte a la pregunta de
porque en los pacientes jovenes con niveles menores de anticuerpos
para S, RBD o N, la enfermedad tiene un curso y un desenlace menos
catastrofico. [96,97]

La activacion de las células T por SARS-CoV-2 se da simultdneamente
en la primera semana de la infeccion y la respuesta celular alcanza un
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pico maximo a las 2 semanas. La deteccion de las células T
permanece, aungque en niveles mas bajos durante mas de 100 dias.
Las células también pueden contribuir a la tormenta de citocinas, pero
en una proporcidon minima debido que la COVID-19 cursa con
linfopenia, lo que refuerza la idea de que los macréfagos células y las
células dendriticas son los principales responsables de esta respuesta
exacerbada que lleva a la destruccion del tejido. [96,98]

3. Anticuerpos contra SARS-Cov-2

Se conoce que la infecciones cursan con un incremento en las células
B de memoria y células plasmaticas durante la primera semana de
infeccion. La aparicion de inmunoglobulinas IgM e IgA neutralizantes a
S y RBD en plasma se observa en los dias 5 a 7 e IgG los dias 7 a 10
después de la aparicion de los sintomas. [99] En contraste, se ha
reportado en numerosas ocasiones que los anticuerpos IgG contra la
proteina N del virus se observan a los 14 dias de la infeccion viral, lo
gue no sigue la dinamica humoral de una primoinfeccion. [99]

3.1 Antigenos importantes en la induccién de la respuesta inmune

Se ha comprobado que la seroconversion contra la proteina N ocurre
mas rapido que para la proteina S, probablemente por la gran
homologia que gurda la proteina N de otros coronavirus humanos
menos patégenos. [12,13,100]

Los pacientes con una seroconversion temprana para la proteina N,
corresponden en su mayoria a adultos mientras que no es detectable
en la poblacién infantil. Esto puede estar correlacionado por una parte
por el historial de infecciones respiratorias de tipo viral; virus de
influenza, coronavirus estacionarios, virus de gripa comun, a lo largo
de la vida de cada individuo. Se ha demostrado la presencia de
anticuerpos contra la proteina N en sueros pre-pandémicos en una
poblacion que ha tenido una infeccidon tanto con coronavirus
estacionarios como con coronavirus patogénicos, SARS-CoV y MERS.
[101,102]
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Se sabe hasta ahora que, una gran proporciéon de pacientes en todo el
mundo, con una clinica de COVID-19 grave o severa, presentan titulos
de anticuerpos altos, pero muchos de ellos sin capacidad
neutralizante. Esto podria explicarse como consecuencia de la
inmunopatogénesis, donde una potenciacion de la infeccion
dependiente de anticuerpos podria ser la responsable del dafo
sistémico y del posterior desenlace de la enfermedad. [9,13]

La respuesta humoral observada para N ademas de que puede
considerarse como un biomarcador de la infeccion temprana, podria
sugerirnos de manera indirecta si el individuo ha estado en contacto
con otro coronavirus. Y a la par de la evolucion de la pandemia, nos
permitira distinguir en una poblacién abierta entre vacunados e
infectados considerando que ninguna vacuna hasta ahora aprobada
para COVID-19 contiene esta proteina viral. [90,97,101,103-107]

3.2 Diagnéstico serolégico

Para conocer la evolucion de la inmunidad y la proteccion que confiere
la infeccion por SARS-CoV-2 es necesaria la evaluacion vy
cuantificacion de los anticuerpos. [92] A principios de la pandemia la
mayoria de los ensayos serolégicos para la deteccion de anticuerpos
contra SARS-CoV- 2 estaban dirigidos principalmente a la proteina S o
la subunidad S1; con el tiempo se ha mostrado la importancia de la
evaluacion de los anticuerpos dirigidos contra la proteina N.
[90,107,108]

Evaluar los anticuerpos contra la proteina N, Sy el dominio RBD en un
mismo momento permite una ventana diagnéstica mas amplia al
considerar a los anticuerpos contra N como marcadores de infeccion
temprana y a los dirigidos contra S y RBD como componentes
especificos de SARS-COV-2. [104,105]

4. Vacunacioén contra SARS-Cov-2

Después de trascurridos 9 meses de declararse la pandemia de
COVID-19, en diciembre del 2020, la OMS aprobd la primera vacuna
autorizada para uso de emergencia contra la COVID-19, Pfizer
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BioNTech. Esta primera vacuna pertenece al grupo de vacunas
basadas en tecnologia de RNA mensajero. [109]

Al momento de la elaboracion de estas tesis existen en todo el mundo
un total de 121 vacunas en fase clinica y 194 en fase pre clinica. El
desarrollo de vacunas contra la COVID-19 marca un hito en la historia
de la humanidad ya que las nuevas plataformas para generar vacunas,
basadas en acidos nucleicos RNA o DNA, estan siendo evaluadas por
primera vez en la poblacion mundial. Esto constituye una razén de
pPEeso para estar a la expectativa de los efectos colaterales pues pese a
que se ha trabajado con estas tecnologias desde hace ya unos 10
afnos, unicamente se habian aprobado para uso en ensayos de fase |l
en el area de cancer o en enfermedades como Zika y Ebola.

Si los resultados que se observen en la poblacion mundial; con estas
‘nuevas vacunas” genera una robusta respuesta inmune humoral y
celular, si su eficacia es similar a la observada en la fase Ill y si su
tolerabilidad es aceptable; estas tecnologias revolucionaran el campo
de la medicina al asegurarse un lugar dentro de las terapias
moleculares. [110][111][112] Hasta ahora se tiene un registro de 9
diferentes plataformas para el desarrollo de vacunas contra la COVID-
19, estas plataformas se pueden dividir en 5 categorias, a) vacunas
desarrolladas con virus vivos atenuados, b) con virus inactivados, c)
con vectores virales que pueden ser replicantes o no, d) vacunas
basadas en acidos nucleicos (RNA o DNA) y e) vacunas basadas en
proteinas virales pudiendo ser completas, subunidades o péptidos
recombinantes.[113][114][115]

La OMS ha aprobado 7 vacunas a nivel mundial, EUA y Reino Unido se
han aprobado las vacunas de Pfizer, Moderna y Johnson&Johnson
para el primero y Pfizer, Moderna, Johnson&Johnson y AstraZeneca
para el segundo. Sin embargo, ambos paises mantienen un bloqueo
para el uso de vacunas desarrolladas en Rusia (Sputnik); por parte de
EUA; y en China (CanSino y Sinovac); para EUA y Reino Unido.
[116][117] Por su parte Latinoamérica fue de las primeras en aprobar
el uso de estas vacunas en su poblacidon pese a que para ese
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momento ninguna de las dos vacunas se encontraba aprobada por la
OMS y recientemente en el mes de junio de este afio (2021) se aprobd
el uso de Sinovac. [117] [118]

Para el caso particular de México al momento de la elaboracion de la
tesis se cuenta con una aprobacion de ocho vacunas, en orden de
aprobacion: Pfizer BioNtech, AstraZeneca/Oxford, Sputnik, Sinovac,
CanSino, Covaxin, Johnson&Johnson, Moderna.[119] En la figura 5 se
muestran las diferentes plataformas en las que se desarrollan las
vacunas y el porcentaje de las vacunas desarrolladas con cada una de
las plataformas.

Figura 5. Vacunas contra COVID-19 y las plataformas que emplean para su
desarrollo. Imagen tomada de los graficos de la OMS de las diferentes plataformas
de vacunas en desarrollo en todo el mundo. [120]
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4.1 Vacunacioén y respuesta humoral alterada

Existen multiples reportes sobre la variacion de la respuesta inmune
generada post vacunacion en todo el mundo que involucra tanto a la
respuesta celular como a la humoral. En cuanto a la respuesta humoral
se han asociado factores tanto intrinsecos como extrinsecos de cada
individuo. Dentro de los factores intrinsecos se tiene a la edad, el sexo,
la predisposicion genética y las comorbilidades.

La edad se ha correlacionado con una respuesta de anticuerpos post
vacunacion deébil y se ha sugerido en la mayoria de los casos como
una consecuencia de la inmunocenesencia. Con respecto al sexo los
hombres han mostrado niveles inferiores de anticuerpos (1:1.5) en
comparacion con las mujeres. Dentro de las causas de esta variacion
se encuentra el componente hormonal y el fondo genético. Hablando
ahora de las comorbilidades de la poblaciéon vacunada, de los
primeros reportes sefialan que el sobrepeso y la obesidad influyen de
manera directa en la generacion de anticuerpos anti RBD con el
esquema completo de Pfizer. Esta deficiencia en la respuesta humoral
se le atribuye al estado de inflamaciéon crénica, que es compensado
por un estado antiinflamatorio persistente en estos pacientes. [121-
126]
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Justificacion

El control de la diseminacion de pandemia causada por el nuevo
coronavirus sigue representando un reto en nuestro pais al haber
sobrepasados los umbrales pronosticados de contagios y decesos y
encontrarnos ante la aparicion de nuevas variantes por lo que se
requieren mejores estrategias de vigilancia epidemiologicas basadas
en estudios de seroconversion a la par de la estrategia usadas hasta
ahora (hospitalaria y centinela).

Es fundamental conocer el espectro de las formas clinicas de la
enfermedad, la duracion de la infeccion y de la enfermedad leve o
asintomatica. Por lo que se requiere el desarrollo y validacion de
pruebas serolégicas con una alta sensibilidad y especificidad, que
ademas de permitir la caracterizacion de la respuesta inmune humoral,
permita estudiar la prevalencia de la seroconversion.

Mientras que algunos autores sefialan una posible duracion de mas de
6 meses de los anticuerpos neutralizantes contra el nuevo coronavirus,
basandose en los estudios seroepidemioldgicos de SARS-CoV vy
MERS; otros autores menos optimistas, con evidencia de los recientes
estudios seroepidemiolégicos de SARS-CoV-2 en Islandia y Espafa,
sefalan una preocupante duracion en los titulos y de anticuerpos
neutralizante de 3 meses 0 100 dias de la recuperacion de la infeccion.
Lo que podria llevar a una posible reinfeccion y con ello la prevalencia
del ciclo de la enfermedad. [88,94]

Es necesario que cada pais genere sus propios datos de
seroprevalencia y de memoria inmunoldgica, ya que esto puede variar
dependiendo de el fondo genético. Pese a los comunicados de la OMS
sobre la baja tasa de reinfeccion posterior a la recuperacion de la
COVID-19, con los recientes estudios seroepidemioldégico de algunas
naciones se pueden observar poblaciones vulnerables las cuales
reportan ausencia de anticuerpos posterior a cierto tiempo. [127]
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Hipétesis

La sintomatologia y los factores intrinsecos del paciente podrian estar
asociados a los niveles de anticuerpos generados tras la vacunacion
contra SARS-CoV-2

Objetivo general

Validar una prueba de ELISA para el estudio serolégico de la
poblacion mexicana infectada con el virus SARS-CoV-2, recuperada de
la COVID-19 y vacunada contra el virus SARS-CoV-2, utilizando las
proteinas recombinantes de espiga, nucleocapside y dominio RBD del
virus SARS-CoV-2.

Objetivos especificos

1.-Expresar y purificar las proteinas recombinantes de SARS-CoV-2,
dominio 1 de la espiga (S1) dominio de union a receptor (RBD) vy
nucleocéapside (N) en células Expi293.

2.-Disefar y realizar la validacion de un ensayo de ELISA, usando
proteinas recombinantes de SARS-CoV2 como antigenos vy
posteriormente aplicar analisis estadistico ROC para seleccionar el
modelo/disefio Optimo de la prueba.

3.- Evaluar y cuantificar los anticuerpos especificos de clase IgG
contra SARS-CoV-2 en poblaciéon con COVID-19, recuperados y
vacunados.

4.- Analizar la duracion del nivel de anticuerpos en un grupo de
individuos vacunados con los diferentes esquemas de vacunacion

aplicados en México.

5.- Integracion y anélisis no paramétricos de los datos clinicos de cada
grupo participante de nuestro estudio.
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Metodologia

Células Expi 293

Se emplearon las células eucariotas Expi293 (Thermo Fisher, nimero
de catdlogo A14527), estas células estan en suspension y crecen en
ausencia de suero y en agitacion constante, tienen un alto rendimiento
en la produccion de proteinas recombinantes de hasta seis veces mas
en comparacion con la linea celular HEK293. EI cultivo se realizé en
matraces con deflectores en el fondo con capacidad de 250 ml. Las
células se mantuvieron a una temperatura de 37°C en medio Expi293
(Thermo Scientific, EUA, Gibco, A1435101) en agitacion orbital de 160
rom y con una concentracion de 8% de CO2. La transfeccion se
realizo en un volumen de 100 ml al alcanzarse una densidad celular de
3x108/ml.

Diseno de los plasmidos codificantes para las proteinas recombinantes
Las células Expi293 se transfectaron con los plasmidos pCAGGS/RBD
que contiene la secuencia de RBD (donado generosamente por el Dr.
F. Krammer) y con los plasmidos pCDNA3.1/S1 y pCDNA3.1/N que
contienen la secuencia del dominio S1 y la secuencia de N
respectivamente. Estos dos fueron disefiados en nuestro laboratorio
tomando la secuencia del virus SARS-CoV-2 aislado y reportado en
Wuhan a principios del 2020 que se encuentra en GeneBank
(GenBank: MN908947.3). [128] El plasmido pCDNAS3.1 contiene un
promotor de citomegalovirus; la construccion fue optimizado para su
expresion en ceélulas eucariotas y se le agregd en su extremo 3’ una
secuencia que codifica para seis histidinas con la cual puede
purificarse mediante una columna de afinidad.

Las contracciones fueron mandadas a secuenciar y se comprobd su
identidad.

Produccion de las proteinas recombinantes

Se transfectaron 3x10% en 100ml de medio se emplearon 50ug de DNA
de cada uno de los plasmidos. El plasmido correspondiente se mezclo
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con 3ml de expifectamina. El cultivo se dejé incubando por 5 dias a las
condiciones de 37°C con una concentracion de 8% de CO2 en
agitacion orbital a una velocidad del160rpm. Al dia siguiente de la
transfeccion se le adicionaron 600 pl de una solucién “enhancer” 1y 6
ml de una solucion “enhancer 2" de células Expi293 y se regresaron a
la incubacion. Cinco dias post-transfeccion, se cosechd el
sobrenadante, se le agregod inhibidor de proteasas (Thermo Scientific,
78415) posteriormente se centrifugd a 15,000 gravedades para
eliminar las células y restos celulares. El sobrenadante se concentro
usando centricones de 50 KDa hasta obtener un volumen final de 10
ml. Se almacend a 4°C para ser utilizado en los pasos posteriores de
purificacion.

Analisis de la expresion de las proteinas recombinantes

La expresion de las proteinas recombinantes fue analizada a los dias 3
y 5 posteriores a la transfeccion empleado electroforesis en geles de
poliacrilamida SDS-PAGUE a las siguientes concentraciones; para el
dominio RBD al 15% vy para las proteinas S1 y N al 8%. Como control
negativo se uso el sobrenadante sin transfectar de los cultivos
celulares. Ademas, se realizaron analisis mediante Western Blot, se
trasfirid el gel de poliacrilamida a una membrana PVDF (Western
Blotting Membranes), se bloqued la membrana con una solucién de
PBSTween 0.1% caseina al 5% por una hora, posteriormente se incubd
con un anticuerpo conjugado anti histidinas (Mouse anti Histidine Tag
AB_322084) a una dilucion de 1:5,000 en PBSTween 0.1% caseina 3%,
toda la noche a 4°C. Terminada la incubacion se lavo tres veces la
membrana con PBS-Tween 0.1% por espacio de 10 minutos cada
lavado posterior a estos se reveld usando un kit de sustrato de
inmunotransferencia (Western blotting) de ECL (Thermo Scientific,
numero de catalogo 10455145). Se mezclan los reactivos del Kit con
agua en una relacion 1:1:1, con esta solucion se cubrié toda la
membrana y se reveld usando el equipo ChemiDoc XRS+ (Fabricante
Bio Rad, coédigo SF1708265), software Image. De esta manera
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demostramos la presencia de las proteinas recombinantes en el
sobrenadante a los dias indicados.

Purificacion de proteinas

Para la purificacion de las proteinas recombinantes provenientes de los
sobrenadantes, se utilizd el método de cromatografia liquida de
proteinas a alta velocidad (por sus siglas en ingles FPLC), empleando
el equipo AKTA Pure, en colaboracién con el laboratorio del Doctor
Edgar Morales del departamento de Bioquimica. La purificacion de las
proteinas se realiz6 en dos pasos, la primera purificacion se hiso
mediante cromatografia de afinidad y la segunda purificacion mediante
cromatografia de exclusiéon molecular.

Como primer paso se inyectd el sobrenadante en una columna de
niquel (FF HisTrap 5x5 ml, cddigo del producto 10571680) que se
equilibré previamente con 5 volumenes de la columna (1 volumen= 5
ml) de buffer A. Posterior al equilibrio se realizo la elucion por
gradiente; se recolectaron las fracciones y se analiz6 la presencia de
las proteinas por medio de geles SDS-PAGE al 8 % para el dominio
RBD y al 10% para las proteinas S1 y N. Los geles se tifieron por 10
minutos a 37°C en agitacion con solucion de tincion Coomassie, se
destind con solucion destefiidora. Las fracciones donde se observaban
las bandas con el peso estimado de cada proteina se mezclaron y se
concentraron empleando centricones de 30 kDa (Millipore Amicon
Ultra, UFC901096) para RBD y 50 kDa (Millipore Amicon Ultra,
UFC905096) para S1y N. Las fracciones obtenidas se colocaron en los
centricones y se centrifugaron a 3,000 gravedades por 15 minutos a un
volumen final de 500ul. Una vez que se obtuvo el concentrado de
proteina se inyectaron los 500ul en una columna de exclusion
molecular Superdex; Superdex 75 para RBD y Superdex 200 para S1y
N (Sigma-Aldrich, coédigo de referencia GE28-9909-44); que se
equilibré previamente. Se colectaron y analizaron las fracciones
obtenidas mediante geles SDS-PAGE al 8 y 12% segun las proteinas
purificadas. Las fracciones obtenidas de esta purificacion final se
cuantificaron mediante método de Bradford (Bradford 1976) posterior a
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la cuantificacion se alicuotaron a 50ul por vial y se almacenaron a -
20°C hasta su uso.

Evaluacion de las proteinas recombinantes como antigenos para el
desarrollo de inmunodiagndstico (ELISA) de humanos.

Se evalud el reconocimiento de las proteinas recombinantes con
sueros de pacientes convalecientes de COVID-19, mediante técnica
de inmunofluorescencia y Western Blot.

Inmunofluorescencia

Se plaguearon las células Vero en placas de 24 pozos, y se
transfectaron con los diferentes plasmidos, cada pozo contenia un
cubreobjetos con las células transfectadas. Las células de los
cubreobjetos se fijaron con 300ul de paraformaldehido (Sigma-Aldrich,
numero de catalogo 30525-89-4) a una concentracion de 4% durante
20 minutos, temperatura ambiente y protegido de la luz. Los pozos de
las placas con los cubreobjetos se lavaron con 500ml de PBS Triton
0.1%. Posteriormente se permeabilizo por 30 minutos con 300ul de
PBS Triton 0.1% gelatina 0.2% a temperatura ambiente, protegido de la
luz y en agitacion. Se realizaron 2 lavados con 500ul de PBS Triton
0.1% posteriores a la permeabilizacion y se bloqued por una hora con
300ul de PBS Triton 0.1% suero de chivo 1% en las mismas
condiciones de temperatura ambiente, agitacion y protegido de la luz.
A la par del bloqueo se prepard una camara humeda en donde se
colocaron los cubreobjetos al terminar el blogqueo cuidando que la cara
donde se encuentran las células fijadas, este expuesta. Se agrego
entonces el suero de un paciente convaleciente de COVID-19 a una
dilucién de 1:100-sobre las células Vero transfectadas durante una
hora bajo las mismas condiciones de temperatura ambiente vy
protegidas de la luz. Al terminar la incubacion se lavaron los
cubreobjetos en las cajas de 24 pozos y se adicionaron los
anticuerpos secundarios (Goat anti human IgG- Biotin (Jackson
Immunoresearch, catalogo: 109-066-088) y FITC- Streptavidin
(Invitrogen catalogo:43-4311) por una hora y bajo las mismas
condiciones de temperatura, agitacion y protegidos de la luz. Posterior
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a esta ultima incubacion se colocaron 3 gotas, en cada cubreobijetos,
de Vectashield H1200 DAPI (Sigma-Aldrich, catalogo: 10236276001) y
se posiciond un cubreobjetos sobre cada uno de los cubre objetos con
células, cuidando que las gotas quedaran bien distribuidas. Se
sellaron con barniz y se procedio a analizar empleando un microscopio
confocal Stellaris Sted (Leica microsystems)

Western Blot

Se realizaron geles SDS-PAGE a diferentes concentraciones. Se
transfirié el gel una membrana PDV previamente activada con metanol.
Terminada la trasferencia se bloqueo con PBS-Tween 0.1% caseina
3% por una hora a temperatura ambiente y en agitacion. Al terminar el
blogueo se lavd la membrana 3 veces con PBS-Tween 0.1% y se
incubo con una mezcla de sueros, provenientes de individuos
convalecientes de COVID-19, a una dilucion de 1:500 en PBD Tween
0.1% caseina 5% por una hora a temperatura ambiente y en agitacion
continua. Al terminar la incubacion con la mezcla de sueros se
realizaron 3 lavados con PBS-Tween 0.1% y se realizd el mismo
procedimiento de incubacion ahora con el anticuerpo secundario
conjugado con HRP anti IgG humanos (Sigma-Aldrich, numero de
catalogo MFCD00162436). Finalmente se realizé un ultimo lavado de la
membrana al terminar la incubacion con el anticuerpo secundario y se
reveld la membrana en el equipo ChemiDoc XRS+ (Fabricante Bio Rad,
codigo del producto SF1708265), software Image. Demostramos el
reconocimiento de nuestras proteinas por parte de los anticuerpos
naturales generados por los infectados de COVID-19.

Disefio y validacion de ELISA casera para virus SARS-CoV-2

Para el disefio del ELISA se consideraron las siguientes variables: a)
sensibilizacion de la placa, b) dilucién de los sueros humanos, c)
dilucion de los anticuerpos monoclonales usados para la curva de
concentracion y d) la dilucion de los anticuerpos secundarios
conjugados con HRP.
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Como primer paso se evaluaron las condiciones optimas de adsorcion
pasiva de los antigenos recombinantes (proteinas recombinantes
purificadas) a las placas de 96 pozos (Greiner Bio-One,
Fisherscientific, numero de catalogo 10252711). Se determind la
concentracion necesaria para sensibilizar las placas con cada uno de
los antigenos recombinantes, empleando cuatro diferentes
concentraciones: 2, 4, 7.5y 10 yg/ml, se representa la sensibilizacion
en la figura 6. Las distintas concentraciones se hicieron diluyendo los
antigenos recombinantes en PBS1X (buffer de fosfatos pH7,4). Con
cada una de las cuatro diluciones del antigeno, se sensibilizaron los
pozos correspondientes con 50 pl cuidando que cada pozo quedara
totalmente recubierto y sin burbujas.

Las placas se incubaron por 24 horas, a una temperatura de 4°C y
protegidas de la luz, posterior a la incubacion se desechod el
sobrenadante y se realizaron 4 lavados con solucion de lavado (PBS
1x, Tween20 0.1%), se bloquearon las placas por una hora en
agitacion leve continua con 100ul de solucién de bloqueo (PBS1x,
Tween20 0.1%, caseina 3%). Al terminar el bloqueo se realizaron tres
lavados y se procedi6é a agregar los sueros humanos.

Para establecer las condiciones optimas a las cuales se usarian los
sueros de pacientes, se emplearon los sueros de pacientes con un
diagnostico molecular RT-PCR POSITIVO para SARS-CoV-2 y como
control negativo sueros histéricos del 2018, a diferentes diluciones:
1:50, 1:100, 1:200, 1:400.

A la par del blogueo de las placas se realizé la dilucidon e inactivacion
de los sueros con PBS 1x Tween20 0.1% caseina 1% y Triton 1x
(Sigma Aldrich, USA, catalogo 9036-19-5). Este procedimiento se
realizé en la campana de extraccion. En microtubos eppenforff de 1.5
ml se coloco la cantidad del suero necesaria para cada dilucion, el
PBS Tween 0.1% caseina 1% como diluyente y el Triton 1x para la
inactivacion, los tubos se mezclaron gentilmente y se incubaron por
una hora a 37°C posterior a la cual se mezclaron gentilmente y se
agregaron 50ul por pozo. Cada dilucion de sueros se agrego por
duplicado y en cada una de las regiones de la placa con diferente

42



concentracion de antigeno. Una distribucion analoga a un tablero de
ajedrez.

Figura 6. Sensibilizacién de placas a diferentes concentraciones de antigeno y
diferentes diluciones de sueros.
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Las placas se incubaron con los sueros por 1 hora a temperatura
ambiente, en agitacion leve constate y protegidas de la luz.
Posteriormente se desecho el sobrenadante, se lavaron las placas tres
veces con PBS Tween 0.1% y se realizd una incubacion con el
anticuerpo secundario conjugado anti IgG Humana (Goat anti Human
IgG (H+L) Secondary antibody, catalogo: 31410).

Para establecer la dilucion optima a la cual se usaria el anticuerpo
secundario se ocuparon placas ya sensibilizadas que respetaban el
mismo esquema de concentracion de antigeno y diluciones de sueros
anteriormente descrito. Se realizaron dos diluciones 1:2,000 y 1:5000.
Las diluciones se hicieron en PBS Tween 0.1% caseina 1%.

Se agregaron 50yl en cada pozo de la dilucién de anticuerpo
secundario y las placas se incubaron por una hora a temperatura
ambiente en agitacion constante y protegidas de la luz. Finalmente se
lavaron las placas 3 veces con PBS Tween 0.1% para eliminar el
exceso de anticuerpo secundario al terminar la incubacion y se
agregaron 50ul de solucion reveladora por pozo (buffer citratos, OPD,
perdxido de hidrogeno), se incubaron las placas a 37°C por 15 minutos
posteriores a los cuales se adicionaron 50ul de acido sulfurico 2N para
detener la reaccion y se realizo la lectura en un lector de multiplacas
(marca) con un filtro de 450 nm.
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Los resultados de estos ensayos se analizaron mediante el ensayo de
saturacion. Representacion de Scatchard para cada condicion de
concentracion de antigeno y dilucion de los sueros; se dividieron los
valores de densidad optica de los sueros positivos entre el valor de la
mezcla de sueros negativos.

Estandarizacion de la curva de concentracion de anticuerpos IgG

Para la cuantificacion de la concentracion de anticuerpos IgG anti ST,
RBD y N en los sueros humanos se realizo una curva de concentracion
empleando anticuerpos monoclonales quiméricos dirigidos hacia las
proteinas S, N y el dominio RBD.

Con las condiciones optimas ya establecidas para el ensayo de ELISA
indirecto, se sensibilizaron placas con cada uno de los antigenos
recombinantes, se incubaron por 24 horas a 4°C protegidas de la luz.
Se decanto el exceso de antigeno al dia siguiente y se realizaron 4
lavados con 250ul de PBS Tween 0.1% por pozo, se adicionaron 100yl
de soluciéon de bloqueo, PBS Tween 0.1% caseina 3% por pozo y se
incubo por 1 hora a temperatura ambiente en agitacion leve constante.
Posterior a la incubacion se realizaron 3 lavados con 250 pl de PBS
Tween 0.1% por pozo y se agregaron 50ul de la dilucion de
anticuerpos monoclonales a las concentraciones iniciales siguientes:
anti RBD 1ug/ml, anti S 5pug/ml, anti N 5ug/ml.

Para la curva de concentracion se realizaron 8 diluciones seriadas por
duplicado. Cada curva de concentracion de anticuerpos tuvo control
de curva por duplicado que consistia en un control positivo (diluciéon 4
de la curva de concentracion), un control negativo (dilucion 1:50 de
suero humano histérico), fondo (pozos sin antigeno a los que se les
agreg6 50ul del control positivo y 50ul del anticuerpo secundario) y un
control primario (pozos con antigeno a los que se les agrego
unicamente 50ul de control positivo). En la figura 7 se representa la
forma en como se realizé la curva de concentracion.

Las placas se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente en
agitacion constante, se lavaron 3 veces y se incubaron con el
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anticuerpo secundario conjugado a una dilucién 1:5,000. Finalmente se
lavaron las placas 3 veces con PBS Tween 0.1% para eliminar el
exceso de anticuerpo secundario al terminar la incubacion y se
agregaron 50ul de solucion reveladora por pozo, se incubaron las
placas a 37°C por 15 minutos posteriores a los cuales se adicionaron
50ul de &cido sulfurico 2 normal para detener la reaccion y se realizo la
lectura en un lector de multiplacas con filtro de 450 nm.

Los anticuerpos monoclonales empleados para cada placa
sensibilizada con los antigenos recombinates S1, RBD y N fueron:
SARS-CoV-2 (2019-nCoV) Spike antibody, Chimeric MAb (IgG) (Marca:

Sino Biological, catéalogo: 40150), Anti-Spike-RBD Human mAb (IgG)

(Marca: Sanyou Biopharmaceuticals, catalogo: AHAOO1), Anti-SARS-
CoV-2 (2019-nCov) Nucleocapsid Human Chimeric Monoclonal
Antibody, Clone RMHO3 (IgG) (Marca: RevMAb Biosciences USA,
catalogo: 54-1306-00) respectivamente.

El anticuerpo secundario anti IgG empleado para detectar los
anticuerpos monoclonales anti S y anti RBD fue: Goat anti-Human I1gG
(H+L) Secondary Antibody, HRP (Thermo Fisher Scientific, USA,
Catalog # 31410)

El anticuerpo secundario anti IgG empleado para detectar los
anticuerpos monoclonales anti N fue: Goat anti-mouse IgG (H+L)
Secondary Antibody, HRP (Thermo Fisher Scientific, USA, Catalog

# 3143).
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Figura 7. Representacion del disefio de las placas con curva de concentracién.
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Las densidades obtenidas diferentes concentraciones de anticuerpos
monoclonales se normalizaron y se analizaron los coeficientes de
variacion y concordancia.

Estandarizacion y validacion de la ELISA indirecta

Después de establecer el disefio de la ELISA indirecta; se considero la
concentracion oOptima de los antigenos para la sensibilizacion de la
placa, la dilucion de los sueros y la dilucion de anticuerpos
secundarios, Con lo cual se establecié el punto de corte con mayor
sensibilidad y especificidad para cada antigeno recombinante.
Adicionalmente, se describen las muestras para la estandarizacion,
validacion y determinacion de punto de corte de ELISA indirecta.

Grupos positivos
e Positivo (enfermo): Sueros de individuos con prueba de RT-
PCR positiva para SARS-CoV-2 (siguiendo el protocolo Berlin)
gue hayan manifestado algun sintoma de la enfermedad (dolor
de garganta, tos, fiebre, dificultad respiratoria, dolor de
cabeza, anosmia y ageusia). Procedentes del
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Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran, INCMNSZ.

e Positivo (convaleciente): Sueros de voluntarios convalecientes
de COVID-19 leve con antecedente diagnéstico RT-PCR
positivo para SARS-CoV-2.

e Vacunado: Suero de voluntarios con esquema completo de
vacunacion con vacuna Pfizer o CanSino.

Grupo negativo
Negativos histéricos: Sueros tomados en el afo 2018, previo a la
pandemia por el actual SARS-CoV-2. Procedentes del banco de
sueros histéricos del laboratorio de la Dra. Cedillo Barrén.

Los criterios de inclusion y exclusion para las muestras se encuentran

en el anexo 1.

Repetibilidad intra placa

Para el ensayo de La repetibilidad intra placa se usaron 20 sueros de
cada grupo: a) voluntarios RT-PCR positivos para SARS-CoV-2, b)
voluntarios convalecientes de SARS-CoV-2, c¢) voluntarios con
esquema de vacunacion completo y d) histéricos de 2018 como
control negativo.

Las muestras de cada grupo se colocaron por duplicado en la misma
placa. Se determind el coeficiente de variacion (CV=desviacion
estandar de los duplicados/ medias de los duplicados), el coeficiente
fue menor a 10%.

Para el caso de la evaluacion de la curva de concentracion
anticuerpos, se evalud la repetibilidad realizando por triplicado las
curvas de concentracion en una misma placa. A los resultados
obtenidos de la estandarizacion de ELISA indirecta y de la
estandarizacion de la curva de concentracion se les determind el
coeficiente de variacion que para ambos casos fue menor a 10%. Este
porcentaje demuestra que nuestro ensayo tiene una buena precision.
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Repetibilidad intra laboratorio

Se realizaron los mismos ensayos y determinaciones arriba
mencionadas en otro momento y a la par con otro laboratorio
perteneciente al mismo departamento de Biomedicina Molecular con
ayuda del Doctor en ciencias Erick Saul Sanchez.

Determinacion de punto de corte de ELISA casera indirecta

Para la determinacion del punto de corte se empleo la metodologia
estadistica de curvas ROC para cada uno antigeno recombinante. Se
evaluaron 50 sueros positivos de pacientes con un diagnostico
molecular RT-PCR positiva para SARS-CoV-2 y 50 sueros verdaderos
negativos, sueros historicos del 2018. Esta metodologia estadistica
generd una tabla de “pares” sensibilidad-especificidad a diferentes
valores de corte y una curva ROC para cada antigeno recombinante.
De la primera se seleccionaron los valores de corte con mayor
porcentaje de sensibilidad y especificidad, lo cual considerd el mayor
numero de pruebas correctamente identificadas como positivas o
negativas segun el caso.

Evaluacion de la respuesta humoral generada tras la infeccion natural
con SARS-CoV-2

Una vez estandarizadas y validadas las pruebas para determinacion
de la concentracion de anticuerpos, se realizé un estudio de deteccion
de anticuerpos a dos grupos positivos a SARS-CoV-2 y un grupo
negativo. Los resultados obtenidos se analizaron considerando las
caracteristicas clinicas de edad, sexo, peso y enfermedades cronico
degenerativas; hipertension, diabetes, enfermedades autoinmunes.

Grupos positivos
e Positivo a enfermedad: Sueros de individuos con prueba de
RT-PCR positiva para SARS-CoV-2 (siguiendo el protocolo
Berlin) que hayan manifestado algun sintoma de la
enfermedad (dolor de garganta, tos, fiebre, dificultad
respiratoria, dolor de cabeza, anosmia y ageusia).
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Procedentes del Instituto Nacional de Ciencias Médicas vy
Nutricion Salvador Zubiran, INCMNSZ.

e Positivo convaleciente: Sueros de voluntarios convalecientes
de COVID-19 que no sufrieron una enfermedad grave y con
diagnostico RT-PCR positivo para SARS-CoV-2.

Grupo negativo
Negativos historicos: Sueros tomados en el afio 2018,
procedentes del banco de sueros historicos del laboratorio de la
Dra. Cedillo Barrén.

Evaluacion de la respuesta humoral generada post esquema de
vacunacion

Se evaluo la concentracion de anticuerpos anti RBD de individuos con
un esquema de vacunacion completo. Se consideraron dos grupos A)
grupo vacunado con Pfizer y B) grupo vacunados con CanSino. A
estos dos grupos se les realizé un estudio transversal a los 20 dias
posteriores el esquema completo de vacunacion y a los 180 dias
posteriores para el grupo de Pfizer o 90 dias posteriores para el grupo
CanSino. Los resultados obtenidos se analizaron considerando las
caracteristicas clinicas de edad, sexo, peso, antecedentes de COVID-
19 previo y enfermedades cronico degenerativas; hipertension,
diabetes, enfermedades autoinmunes.

Descripcion de las muestras para evaluar la respuesta humoral
generada post vacunacion y su duracion

e Grupo Pfizer: 120 sueros de voluntarios del Hospital Regional
numero 2 de Coyoacan se analizaron a diferentes tiempos 20,
140 y a los 180 dias posteriores al esquema completo de
vacunacion
e Grupo Cansino: 60 sueros evaluados antes del esquema de
vacunacion y 20 y 90 dias Post-vacunacion
Para el caso particular de estos grupos evaluados se ajusto la curva de
concentracion de anticuerpos. Se inici6 la curva con una
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concentracion de 5 pg/ml y se realizaron las diluciones de la manera
previamente descrita.

Analisis estadisticos

La validacion de la prueba se hizo siguiendo las recomendaciones de
la OIE para pruebas diagnostica de enfermedades infecciosas. [129]

El analisis de las caracteristicas clinicas y las concentraciones de
anticuerpos de las muestras evaluadas se hizo mediante estadistica
parametrica y no paramétrica segun el caso. Los célculos estadisticos
de los resultados se realizaron empleando el software Prism 8
GraphPad.
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Resultados obtenidos

Expresién y purificacién de las proteinas recombinantes en el sistema
de expresion Expi293

El sistema de expresion con células Expi 293 se empled para la
produccion de las tres proteinas, S1, RBD, N ya que es un sistema de
expresion eucariota (células de riidbn embrionario humano) con alta
eficiencia en transfeccion y con alto rendimiento en la expresion de
proteinas; seis veces superior a sistemas eucariontes similares como
HEK293. Debido a que las células Expi293 tienen la capacidad de
crecer en suspension y alcanzar una densidad celular mayor por ml de
medio de cultivo y por lo que es mas eficiente la expresion de las
proteinas.

Antes de cada transfeccion se tomé una alicuota del medio de cultivo
como control sin induccién y otra a los cinco dias post transfeccion
para evaluar la expresion de cada proteinas.

Las tres proteinas S1, RBD y N se observaron en los geles SDS-PAGE
y se identificaron con un ensayo de WB usando un anticuerpo
especifico anti-HIS. La electroforesis reveld la presencia de estas
proteinas recombinantes. La Figura 8 A) muestra la presencia de las
bandas con el peso molecular esperado de cada proteina, columna 3.
El peso de la proteina S1 fue de 120 KDa, el de RBD de 35 KDa, el de
N de 58 KDa y no se detectd ninguna banda en la columna
correspondiente al sobrenadante sin transfectar (CN) al tefiir los geles
con azul de Coomassie. La figura 8 B) El andlisis por Western Blot
evidencia la presencia y el reconocimiento de las proteinas
recombinantes por los anticuerpos anti histidinas en el carril “5”. El
peso de la proteina S1 fue de 120 KDa, el de RBD de 35 KDa, el de N
de 58 KDa. En la tabla 2 se muestran las concentraciones de los geles
SDS-PAGE vy el peso de las proteinas recombinantes
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Las imagenes fueron modificadas del articulo publicado por nuestro
grupo de trabajo [128]

Tabla 2. Pesos estimados de las proteinas recombinantes

Proteina Concentracién gel  Peso kDa
S1 12% 120
RBD 8% 35
N 12% 58
A) MP  CN 5 B) MP CN 5

130 |~ < 120 kDa

100 | ..

MP CN 5 MP CN 5
35 35 [
RBD ke q
25
MP CN 5 MP CN 5
100 [ 100 [==
N 70 <« 58 kDa 70 .
55 | o 55 | .-

130 < 120 kDa
1
100 -

<« 35kDa

<« 58 kDa

Figura 8. Andlisis de las proteinas recombinantes S1, RBD y N producidas en el
sistema de expresién Expi293. A) Geles SDS-PAGE:12% (S1 y N) y 8% (RBD),
tefiidos con azul Coomassie. B) Western Blot de las proteinas recombinantes con el
tag de histidina expresadas en Carril 1: (MP) marcador de peso molecular, carril 2;
(CN) sobrenadante de medio de cultivo Expi293 sin transfectar, carril 3:
sobrenadante del medio de cultivo 5 dias posteriores a la transfeccion.

La cantidad de las proteinas recombinantes S1 y N expresadas en el
sistema de células Expi resulté inferior que la cantidad expresada de la
proteina RBD, ademas, para los casos de S1y N se pueden observar
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algunas bandas que corresponden a las proteinas parcialmente
glicosiladas como se ha sido reportado por otros autores. [103]
Nuestro grupo de trabajo estableci¢ las condiciones de purificacion de
cada proteina recombinante. Para los tres casos la elucion de la
columna de niquel se realiz6 con 500mM de imidazol usando 5
volumenes por columna y posteriormente se realizd una purificacion
por exclusion molecular con columnas Superdex 75 (RBD y N) vy
Superdex 200 (S1) lo cual aumentd la pureza, el rendimiento vy
concentracion de cada una de nuestras proteinas. Se analizaron las
fracciones obtenidas de esta ultima purificacion por geles SDS-PAGE
donde se observaron algunas bandas de pesos inferiores a los
esperados para las proteinas S1y N que corresponden a las proteinas
sin glicosilaciones, pero en menor numero y concentracion. Las
fracciones obtenidas de esta ultima purificacion se unieron
considerando las que presentaban mayor concentracion y se
cuantificaron por método de Bradford.

El rendimiento de los cultivos celulares a los 5 dias post transfeccion
fue de 15ug/L, para S1, 30ug/L para RBD y 14ug/L para N. El
rendimiento siempre fue mayor para la proteina RBD. [128]

Andlisis de las proteinas recombinantes como antigenos para
diagndstico serolégico

Para comprobar si las proteinas recombinantes podian ser detectadas
por los sueros provenientes de pacientes con una infecciéon natural por
SARS-CoV-2, transfectamos células Vero con nuestros plasmidos y se
usaron los sueros de pacientes convalecientes de COVID-19 para los
ensayos de inmunofluorescencia.

Se observo el reconocimiento de las proteinas recombinantes por los
sueros de convalecientes y no asi por los sueros histéricos del 2018.
En la Figura 9, el primer panel muestra las células Vero transfectadas
con el plasmido que codifica para proteina S1, con una clara sefial
positiva. Los paneles de en medio muestran las células transfectadas
con la construccion que codifica a la proteina N y de nueva cuenta se
observa la sefial positiva. Finalmente, en la Ultima hilera de paneles, se
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observa una clara sefial de las células transfectadas con el plasmido
que codifica para la proteina RBD. Para el control negativo usamos
sueros pre pandémicos, en la columna uno se observa la sefal de
nucleo y en el carril 2, FITC, no se observa sefial en ausencia de
anticuerpos dirigidos hacia estas proteinas en los sueros.

Suero Convaleciente (+) Suero pre-pandémico

Dominio (S1)

Nucleocéapside (N)

BN

Figura 9. Las proteinas recombinantes S1, RBD, N son reconocidas por los
anticuerpos generados tras una infeccién natural por SARS-CoV-2. Los anticuerpos
presentes en el suero de un paciente convaleciente de COVID-19 detectan las
protefinas recombinantes S1, N. RBD. El suero pre pandémico no mostro sefial en
ninguno de los paneles transfectados con las construcciones y tefiidos con un
anticuerpo secundario acoplado con FITC.

Dominio de unién al

receptor (RBD)

Este resultado es valioso ya que las proteinas que expresan las células
a partir de genes sintéticos son reconocidas, por los anticuerpos
generados en la COVID-19. Este resultado sugiere que la
conformacion de proteinas recombinantes podria ser similar a la que
tendrian las proteinas que se expresan durante la infeccién con el virus
SARS-CoV-2 y muestra la factibilidad de usarlas como antigenos
recombinantes para los estudios serolégicos en individuos infectados.

Disefio y validacién de ELISA casera para virus SARS-CoV-2
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Para el disefio de la ELISA indirecta se evaluaron 5 concentraciones
diferentes de los antigenos recombinantes y 4 diluciones de los sueros
de pacientes COVID-19 como un primer acercamiento.

Se considero como controles negativos tres grupos, sueros de
voluntarios clinicamente sanos del 2020, sueros histéricos del 2018 y
sueros de pacientes con antecedente de una infecciéon viral no
respiratorio del 2018. Como controles positivos se emplearon sueros
de pacientes con COVID-19 (Figura 10 A). Se disefié un ensayo donde
a medida que aumenta la concentracion de antigeno recombinante
fijado en la placa aumente la sefial y a medida que disminuye la
dilucion de los sueros, aumenta la sefal. Se graficaron estos
resultados en unidades de densidad optica (Figura 10 B).

Los valores de la densidad Optica obtenidos de los controles negativos
y positivos se promediaron y se calculd y graficé la desviacion
estandar para cada condicion de concentracion del antigeno y las
diferentes diluciones del suero. Con estos primeros resultados se
establecid el punto de corte siguiendo las recomendaciones de la
organizacion panamericana de la salud para pruebas serolégicas.
[129] El punto de corte se establecié sumandole a la media obtenida
en el grupo controles negativos 2 veces su desviacion estandar. El
promedio de la sefial fue de (0.0684) y la desviacion estandar de estos
fue de (0.0163).

Punto de corte ELISA RBD= (media de controles negativos) +
2*(desviacion estandar)

Punto de corte= 0.0684+ 2*(0.0163)

Punto de corte ELISA RBD=0.101

En la gréafica de la figura 10 B, se observa que los valores de densidad
Optica para los controles negativos se mantienen agrupados en niveles
muy bajos, independientemente de la concentracion a la que se
sensibilizd la placa lo cual permite establecer un punto de corte igual
para todas las condiciones. Se observan falsos positivos a partir de la
dilucion 1:200 de los sueros bajo las condiciones de sensibilizacion
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4ug/ml, 1ug/ml, 0.5ug/ml, 0.25ug/ml de RBD. Arriba de las diluciones
1:100 y en las condiciones de sensibilizacion 4ug/ml y 7.5ug/ml el
100% de los controles positivos dan por arriba del punto de corte. Este
ensayo se realizd por duplicado y se observo un coeficiente de
variacion menor a 1, lo cual indica poca variabilidad de nuestros
resultados y adecuada precision del ensayo.

A) S. Sanos 2020
Controles () g Histéricos 2018 30
S. Virus No Respiratorio

Controles (+)  S- Enfermos COVID-19(+) 10

B)

(1:50)

(1:100)

(1:200) |S. RT-PCR(+)
(1:400)

S. Sano 2020 (1:50)

S. Histdrico 2018 (1:50)
S. Dengue (1:50)

D.0. 450 nm
ookt

a_

7.5 4 2 1 0.5
Sensibilizacion pg/ml

Figura 10. Disefio de ELISA indirecta IgG anti RBD, Para ello se uso la concentracion
6ptima de antigeno para sensibilizacién de placa y la dilucién de sueros. En el eje de
las X se muestran las concentraciones a las que se sensibilizd la placa y en el eje de
las Y la sefial obtenida en unidades de densidad o¢ptica (D.O.) a 450 nm. Las
diluciones de los sueros COVID-19 (con una prueba RT-PCR (+) previa) que se
evaluaron fueron 1:50, 1:100, 1:200, 1:400. La dilucion a la que se evaluaron los
controles negativos; sueros 2020, histéricos, enfermedad viral no respiratoria
(dengue); fue de 1:50. Todos los sueros fueron inactivados por una hora con Triton1x.
La linea punteada representa el punto de corte establecido.

En general podemos observar que las diluciones de los sueros
mayores a 1:200 producen una senal baja incluso a la concentracion
de sensibilizacion mas alta 7.5ug/ml. Tomando en cuenta que los

56



sueros pertenecen a pacientes que se encuentran en la fase inicial de
la COVID-19 era esperado que los niveles de anticuerpos anti RBD
sean bajos como se ha reportado en otros estudios. Las condiciones
donde el 100% de los controles positivos se encontraban arriba del
punto de corte estan descritas en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de ELISA indirecta IgG anti RBD con el 100% de
controles positivos correctamente identificados.

Concentracion de o Porcentaje arriba del
Dilucion de sueros
sensibilizacion RBD punto de corte
7.5ug/ml 1:50, 1:100, 1:200, 1:400 100%
4ug/mi 1:50, 1:100 100%
2ug/ml 1:50 100%

La concentracion Optima para sensibilizar la placa con antigeno RBD
fue de 7.5ug/mly la diluciéon de los sueros 1:50.

Dado que para la determinacion de las condiciones Optimas de
sensibilizacion de placa y de sueros se necesita una cantidad
considerable de antigeno del que no se disponia, no fue posible
realizar esta evaluacion con los otros antigenos recombinantes S1y N.

Determinacién de punto de corte de ELISA casera indirecta

Una vez establecidas las condiciones de trabajo 6ptimas para el
ensayo se procedié a determinar el punto de corte 6ptimo de nuestra
ELISA anti RBD. Para ello se realizé un analisis por curvas ROC. Se
consideraron 50 muestras verdaderas positivas (RT-PCR+ a SARS-
Cov-2) y 50 muestras verdaderas negativas (Sueros pre-pandémicos
2018).

Las curvas ROC permiten elegir un punto de corte que maximice la
utilidad de la prueba, es decir un punto con mayor sensibilidad vy
especificidad. [129] La curva ROC se realizo con el programa abierto
‘ROC Analysis Web-based Calculator for ROC Curves” de la
Universidad de Johns Hopkins.
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El punto de corte para ELISA indirecta IgG anti RBD fue de 0.109 (D.O.
450nm) con una sensibilidad de 96% (95% intervalo de confianza 86-
99%) y una especificidad del 100% (95% intervalo de confianza 92-
100). Unicamente dos sueros verdaderos positivos fueron clasificados
como falsos negativos. Con un intervalo de confianza de 95% (0.1660-
0.1990) la media de densidad Optica del grupo de verdaderos
positivos fue de 0.1825. En la gréfica de dispersion se representa el
punto de corte establecido por la curva ROC (Figura 11)

0.4

e
ind

DO 450 nm
o
N

e
-

0.0 T T

Figura 11. Curva ROC ELISA indirecta y gréfico de dispersion de sueros verdaderos
positivos y verdaderos negativos. Grafico de dispersion de DO de verdaderos
negativos (VN, N=50) media 0.05845, desviacion estandar 0.008214. Verdaderos
positivos (VP, N=50) media 0.1825, desviacion estandar 0.05812. Se representa el
punto de corte con la linea punteada. Dos valores de DO del grupo de verdadero
positivo estan por debajo del punto de corte, todos los valores de los verdaderos
negativos se mantienen por debajo del punto de corte.

Sabemos que ninguna prueba diagnostica es 100% confiable, el valor
del 100% de especificidad de nuestra prueba ird disminuyendo a
razén del aumento de numero de muestras a evaluar. [129]
Conociendo el punto de corte 6ptimo para establecer positividad, el
valor del punto de corte se les resta a los valores de densidad Optica
obtenidos en las muestras problemas; o que depura sefales

inespecificas o de fondo.

Estandarizacion de la curva de concentracién de anticuerpos IgG

Para la estandarizacion de la curva de concentracion de anticuerpos
IgG anti S1, RBD, N se emple6 como referencia concentraciones
conocida de anticuerpos monoclonales dirigido hacia las proteinas S1,
RBD y N de SARS-CoV-2 que dan una sefial en DO con la que se
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calcula indirectamente la concentracion de anticuerpos en las
muestras problemas interpolando el resultado del suero problema en
las graficas de concentraciones conocidas.

Como primer paso se determind la concentracion a la que se inicia la
curva estandar considerando que todos los valores de las muestras
deben de entrar en la curva.

Teniendo como antecedente los datos de la curva ROC, sabemos que
la media de DO a 450 nm de los sueros de pacientes con COVID-19 es
de 0.1745, una méaxima de 0.301 y 0.101 de valor minimo. Estos
valores de media maximos y minimos varian dependiendo el tipo de
muestra que se analice. Para el caso de las muestras de pacientes que
han sido vacunados es necesario ajustar la curva de concentracion
estandar para que todos los posibles valores de las muestras entren en
la curvay se pueda calcular la concentracion de manera confiable.
Para el caso de la curva de S1 la concentracion a la que se inicio fue
de 1 nanogramo por ml, para RBD fue de 0.5 nanogramos por ml y
para N de 3 nanogramos por ml. La curva se construyé con 6 puntos,
seis diluciones seriadas de 1:1.25 para que el rango de diferencia
entre las densidades opticas obtenidas se ampliara.

Para evaluar la exactitud de la ELISA cuantitativa indirecta se realizé
una ELISA con curva de concentracion de seis puntos por duplicado.
La muestra a evaluar fue un suero con una concentraciéon conocida de
anticuerpos 1gG anti RBD. Esta muestra se evalud seis veces a ocho
diluciones dobles seriadas por duplicado. De los datos obtenidos se
calculdé para cada repeticion de las diluciones el valor de
concentracion obtenido. Este valor se dividid entre el valor de
concentracion esperado y se multiplico por 100. EI método de
cuantificacion tuvo una exactitud de entre 95%.

Procesamiento de datos.

Las curvas de concentracion de anticuerpos anti S1, RBD y N se
corrieron para cada evaluacion de la concentracion de anticuerpos
problema, por duplicado y para cada una de ellas se realizé un control
de curva del cual se obtienen los valores de fondo. A los valores de
densidad Optica obtenidos de esta curva estandar se les hizo un ajuste
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lineal restando los valores promedios del fondo. Posteriormente se
realiz6 un analisis de regresion lineal que generd; cada vez; una
formula para calcular la concentracion estimada de anticuerpos IgG de
las muestras problema. El valor de R2 aceptable debe ser mayor a
0.98 para cada analisis de regresion lineal.

Una vez que se ha calculado la concentracion de anticuerpos de las
muestras, se realiza una correccion de la concentracion multiplicando
los valores obtenidos por el factor de dilucion (1:50).

El intervalo de deteccion de la curva de concentracion de IgG anti S1
va de 520 ng a 50 ug por ml de suero; para RBD va de 260 ng a 25 ug
por ml de suero y para N va de 49.5 ug a 150 pg por mililitro de suero.
Existe una relacion lineal entre las variables de densidad optica y la
concentracion de anticuerpos. Para evaluar si el comportamiento de la
concentracion de anticuerpos anti RBD vy la densidad Optica es lineal,
se realizd un ensayo de diluciones dobles seriadas tanto de la curva
estandar (curva de concentraciéon) como de los sueros de pacientes
con COVID-19. EI coeficiente de determinacion o R2 establece el
porcentaje de variacion de la variable, en este caso, la densidad 6ptica
a concentracion seriadas. En una regresion lineal, la relacion entre la
concentracion y la densidad optica obtenida guardaran una relacion
lineal y podra predecirse su comportamiento. La R2 se calcula con el
programa Excel y fue de 0.97, el cual se considera un limite adecuado
para las pruebas serolégicas. El valor de la R2 nos indica que tan bien
puede predecirse la concentracion de anticuerpos.

Para evaluar muestras con mayor concentracion de anticuerpos como
en el caso de pacientes que presenten una sintomatologia grave de
COVID-19 o individuos que hayan sido vacunados, se podran evaluar
siempre que todos los valores caigan dentro de la curva estandar. Esto
se logra al aumentar el factor de dilucion de los sueros que deseamos
evaluar. Al resultado obtenido se corrige la concentracion
multiplicandolo por el factor de dilucion.
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Evaluacion de la respuesta humoral generada tras la infecciébn con
SARS-CoV-2

Con el objetivo de estudiar el nivel de anticuerpos IgG anti S1, RBD y N
en los pacientes que iniciaban con la COVID-19 se evaluaron los
sueros de 50 pacientes que tenian de 5 a 15 dias de inicio de los
sintomas, cuyas caracteristicas en comun fue que se encontraban
hospitalizados debido a la gravedad de la enfermedad y un
diagndstico molecular RT-PCR positivo (Figura 12 A 'y B). Estos sueros
fueron proporcionados por el Dr. Maravillas del Hospital Salvador
Zubiran. La media de edad de este grupo es de 45 afios +/- 13 afos,
18 mujeres y 32 hombres. Todos con una o mas comorbilidades y en
comun comparten el sobrepeso. De acuerdo a la clasificacion de la
OMS para gravedad de la COVID-19, este grupo se clasific6 con
enfermedad grave y se encontraban hospitalizados.

Dado que no contabamos con los antigenos recombinantes S1y N al
memento de esta evaluacion, se emplearon los antigenos
recombinantes comerciales de S1-S2 y N (casa comercial
SinoBiological).

Los resultados muestran que el96% de estos pacientes con COVID-19
grave hospitalizados (48/50) presentaron concentraciones detectables
de anticuerpos de clase IgG especificos; anti S1-S2, N y RBD; durante
la primera semana de aparicion de los sintomas. La concentracion de
anticuerpos IgG anti S1-S2 y N muestra una alta concentracion

con una media de 350ng/ml, desviacion estandar 12.19 y 335 ng/ml,
desviacion estandar 16.92 respectivamente. No se encontré una
diferencia estadisticamente significativa entre las concentraciones de
IgG anti S1-S2 y N. La concentracion media de 1gG contra RBD en
pacientes con COVID-19 grave fue de 91 ng/ml, desviacion estandar
64 (Figura 12 A). Existe una diferencia estadisticamente significativa
entre S1-S2 vs RBD y entre N vs RBD estadisticamente significativa
con un valor de p<0.0001. Las concentraciones observadas
concuerdan con las reportadas internacionalmente para los casos de
COVID-19 grave. [130] En la figura 12 B se observan los perfiles de
concentracion de anticuerpos de los 50 pacientes analizados donde
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casi todos los pacientes; a excepcion de 2; presentaron niveles
detectables de anticuerpos anti RBD. El perfil de anticuerpos IgG anti
S1, N y RBD de los buenos respondedores muestra concentraciones
elevadas para los tres antigenos y de manera contraria para los poco
respondedores.

Los dos pacientes con concentraciones indetectables por nuestra
prueba IgG anti RBD son hombres. Ambos requirieron ventilacion
mecanica avanzada y uno de ellos fallecié posterior a 20 dias de
hospitalizacion. A todos los pacientes se les realizé una historia clinica
completa. En el anexo 2 se muestra el formato de la historia clinica.
Posteriormente se evalud la concentracion de anticuerpos IgG anti S1-
S2, Ny RBD en un grupo de 23 voluntarios (11 hombres y 12 mujeres)
con una infeccion leve por COVID-19, media de edad 55 anos. La
concentracion media de IgG anti RBD, S1-S2 y N fue de 233 ng/ml y
de 367 ng/ml, 290 ng/ml respectivamente (Figura 12 C). En la Figura 12
D se representan las concentraciones de anticuerpos IgG anti S1-S2, N
y RBD de los 29 pacientes convalecientes de COVID-19 leve de
manera individual; se observa que el perfil de los buenos
respondedores y malos respondedores es similar al observado en los
pacientes con COVID-19 grave, donde existe una respuesta robusta o
leve contra los tres antigenos respetivamente.

Entre el grupo de convalecientes se observaron dos que, por nuestra
prueba, no presentaron niveles detectables de anticuerpos anti RBD,
un hombre y una mujer. Ambos tenian una edad mayor a 70 anos y
mas de una comorbilidad, o que podria estar relacionado con una
alteracion en la produccion de anticuerpos.
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Figura 12. Dinamica de anticuerpos IgG anti S1, N y RBD en pacientes con COVID-
19 hospitalizados y convalecientes de COVID-19 leve. A) Se muestran las
concentraciones IgG contra los tres antigenos virales S1-S2, N y RBD de pacientes
hospitalizados con COVID-19 moderado/grave. Como control se evaluaron 10 sueros
historicos del 2018. Existe una diferencia estadisticamente significativa entre S1-S2
vs RBD p<0.0001 y entre N vs RBD p<0.0001. No hay diferencia estadisticamente
significativa entre S1-S2 vs N p>.478. B) Patron de la concentracion de anticuerpos
IgG anti S1-S2, N y RBD de los 50 pacientes hospitalizados. Las graficas representan
de manera individual a los pacientes del 1 al 50, para su adecuada visualizacion se
repartieron en cuatro graficas C) Concentraciones de los anticuerpos IgG contra los
tres antigenos virales S1-S2, N y RBD de los voluntarios convalecientes de COVID-19
leve. Como control se evaluaron 10 sueros histéricos del 2018. D) Patréon de la
concentracion de anticuerpos IgG anti S1-S2, N y RBD de los 23 convalecientes de
COVID-19 leve. Las gréficas representan de manera individual a los pacientes del 1
al 23, para su adecuada visualizacion se repartieron en dos graficas. Concentracion
en ng/ml.
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Ambos grupos de enfermos por COVID-19 tienen niveles detectables
de S1-S2 y N. Para el caso de los recuperados de COVID-19 leve
existe una diferencia estadisticamente significativa entre los niveles de
S1-S2 y N, siendo mayor para el primer caso. Esta diferencia no se
aprecia en el grupo de los hospitalizados por COVID-19.

Las concentraciones inferiores de IgG anti N podrian explicarse por el
decaimiento de los anticuerpos posterior a la resolucion de la
infeccion.

Para el caso particular de los anticuerpos dirigidos a RBD, algunos
tendran capacidad neutralizante y estos a su vez tendran una actividad
neutralizante o muy alta o muy baja. Entre los grupos de COVID-19
grave y convalecientes de COVID-19 leve se observa una mayor
concentracion de IgG anti RBD en el grupo de recuperados
comparado con l0s que apenas iniciaban con la enfermedad grave.
Esta observacion era la esperada para una respuesta primaria contra
el virus donde en un principio el nivel de anticuerpos circulantes es
bajo, pero conforme pasa el tiempo aumenta la concentracion y la
afinidad de estos anticuerpos.

En el caso de los pacientes donde no se detectaron anticuerpos IgG
anti RBD posterior a la enfermedad leve, podria explicarse como un
sesgo de nuestra prueba de ELISA la cual tiene limites de deteccion ya
mencionaos.

Sexo

La pandemia por COVID-19 ha mostrado un sesgo en la mortalidad
donde es mayor para los hombres que para las mujeres, el sexo afecta
la respuesta inmune adaptativa lo que resulta en una respuesta
diferente ante las infecciones. [131] Es por ello que nuestro siguiente
analisis fue evaluar la diferencia entre la concentracion de anticuerpos
especificos anti S1-S2, N y RBD en relacion al sexo en los grupos de
pacientes con COVID-19 grave y los convalecientes de CODIV-19 leve
(Figura 13). El grupo de pacientes con COVID-19 grave presenta una
diferencia estadisticamente significativa entre hombres y mujeres. Las
concentraciones de anticuerpos anti S1-S2 y N son mayores en los
hombres; la media de concentracion para hombres es de 370 y 369
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ng/ml mientras que para mujeres es de 318 y 291 ng/ml
respectivamente. No se observa diferencia significativa entre las
concentraciones de IgG anti RBD p= 0.180, la media de concentracion
es de 65ng/ml para hombres y de 38ng/ml para mujeres (Figura 13 A).

Para el grupo de convalecientes de COVID-19 leve la concentracion de
anticuerpos anti RBD es mayor para las mujeres, con una media de
concentracion de 217 ng/ml para mujeres y de 191 ng/ml para
hombres. Para las mujeres los valores de concentracion se mantienen
agrupados mientras que para los hombres se observa una mayor
desviacion estandar. La media de concentracion de S1-S2 para
hombres y mujeres es de 384 ng/ml, 351 ng/ml respectivamente
mientras que la media de concentracion de N es de 311 ng/ml, 251
ng/ml respectivamente (Figura 13 B).

65



A)
GRAVES
Gw-
= Hombres
' . ) Bl Mujeres
400+ - - - } ns {
E
o
c
2004
0 s1s2 N RBD $1-S2 N RBD
B)
CONVALECIENTES
sw- L * 1
' . ' = Hombres
b i Bl Mujeres
L ns ']
4004 _ T
E T
zw- T
o L} U
$1-S2 N RBD

Figura 13. Contraccién de anticuerpos IgG anti RBD similar en los pacientes graves
independientemente del sexo y mayor en mujeres convalecientes de COVID-19. A)
Concentracion de anticuerpos IgG anti S1-S2, N y RBD de hombres (azul) y mujeres
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(gris) con COVID-19 grave. Hay una diferencia estadisticamente significativa de los
IgG anti S1-S2 y anti N entre hombres y mujeres. * = Valor de p <0.022.
B) Concentracion de anticuerpos 1gG anti S1-S2 y N de hombres (azul) y mujeres

*

(gris) convalecientes de COVID-19 leve. Concentraciones en ng/ml de suero. * =
Valor de p <0.05.

Los anticuerpos dirigidos hacia la nucleoproteina no tienen una funcion
neutralizante. [12] La grafica de los convalecientes de COVID-19 leve
(Figura 13 B) evidencia diferencias estadisticamente significativas
entre géneros, sin embargo, somos consientes de que la N de este
grupo es pequefia por lo que tomamos con cautela los resultados
arrojados. Se observa un decaimiento de IgG anti N mayor para las
mujeres que para los hombres lo cual podria sugerir la eliminacion del
virus mucho mas rapido para ellas.

Siendo la proteina de espiga la mas inmunogénica de las proteinas
estructurales, su decaimiento se ve pospuesto y no se observan
diferencias por sexo. La diferencia observada en la concentracion de
IgG anti RBD con los hombres nos siguieren que las mujeres generan
niveles mas altos de anticuerpos por tanto podrian tener una con
mayor posibilidad de resolver una infeccion secundaria mucho mas
rapido, sin embargo, sabemos que es necesario conocer la capacidad
neutralizante de los anticuerpos.

Edad

Otra de las caracteristicas clinicas consideradas como factores que
predisponen a desarrollar COVID-19 grave es la edad. [126,132]
Nosotros evaluamos como influye la edad en la generacion de
anticuerpos.

Dentro del grupo de pacientes que presentaban COVID-19 grave, las
concentraciones de anticuerpos anti S1-S2 y N de clase IgG, fueron
superiores para los que se encontraban en el rango de edad de >40
anos. Sin embargo, para el caso de los IgG anti RBD no existié una
diferencia estadisticamente significativa entre los rangos de edad
(Figura 14 A). Las concentraciones medias de anticuerpos IgG anti
RBD en este grupo por rangos de edad fueron de 55ng/ml de 20 a 30
anos, de 63ng/ml de 31 a 40 afios y de 63ng/ml de >40 afios (Figura

67



14 A). Para el caso de los convalecientes de COVID-19 leve el grupo
de edad que presentd una mayor concentracion de anticuerpos IgG
anti RBD fue el de mayor edad salvo por dos voluntarios, que tuvieron
niveles indetectables de anticuerpos por nuestra prueba y que como
caracteristica clinica en comun tenian mas de 70 afos. Las
concentraciones medias de anticuerpos IgG anti RBD para los rangos
de edad fueron de 256ng/ml de 20 a 30 afios, de 163ng/ml de 31 a 40
afios y de 186ng/ml de >40 afios. Las concentraciones de S1-S2 de los
tres grupos de edad fueron de 378,444,343ng/ml y de N las medias
fueron de 280, 226, 310ng/ml (Figura 14 B). Las concentraciones
medias de S1-S2 fueron mayores que las de N para los tres rangos de
edad. Estos resultados nos siguieren cierto comportamiento sin
embargo e la limitacion de este analisis es el tamafio de muestra (N)
que es pequena.
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Figura 14. Niveles de anticuerpos similares en el grupo con COVID-19 grave y
diferentes en los pacientes convalecientes de COVID-19 leve dependiendo el grupo
de edad. Concentracion de anticuerpos IgG anti S1-S2, N y RBD en tres rangos
etarios 20-30, 31-40 y >40 afios A) Grupo de pacientes COVID-19 grave, grupos
etarios 20 a 30 afios (N=7), 31 a 40 afos (N=8) y >40 afos (N=31). B) Grupos de
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convalecientes COVID-19 leves grupos etarios 20 a 30 afios (N=7), 31 a 40 afios
(N=3) y >40 afios (N=13).

Al inicio de la enfermad grave (<10 dias de aparicion de los sintomas)
no se observa una diferencia significativa con relacion a la edad lo que
se evidencia en la gréfica de la figura 14 A.

El grupo etario de mayor edad, convaleciente de COVID-19 leve
(Figura 14 B), presenta concentraciones superiores de IgG anti S1-S2 y
N, lo cual se asociaria a que pese ha haberse resuelto la infecciéon aun
quedan inmunocomplejos que siguen siendo presentados por las
células detriticas a los plasmocitos, los que entonces se mantiene
produciendo anticuerpos.

Obesidad

Considerando los factores de riesgo para el desarrollo de COVID-19
grave, se analizaron distintas comorbilidades en los dos grupos. Sin
embargo y pese que nuestro pais ocupa el primer lugar a nivel mundial
con Diabetes en la poblacion adulta, en los dos grupos que
analizamos, no era la comorbilidad mas representada, pero si la
obesidad. Ya se ha relacionado a la obesidad en otras infecciones
virales como un factor de riego para el desarrollo de enfermedades
virales severas. [50,54,59]

En el grupo de pacientes con COVID-19 grave llama la atenciéon que el
sobrepeso y la obesidad estaba presente en los 50 pacientes, ninguno
de ellos presentaba un indice de masa corporal normal. Es por ello que
los pacientes se agruparon en pacientes con sobrepeso y pacientes
con obesidad, de acuerdo a los criterios de la OMS. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones
de anticuerpos IgG (Figura 15 A). Las medias de concentracion de I1gG
anti S1-S2, N y RBD para el grupo con sobrepeso fue de 344, 335, 66
ng/ml respectivamente y para el grupo con obesidad fue de 362, 351,
43 ng/ml.

En el caso de los individuos convalecientes de COVID-19 leve se
interesantemente se observo que la mayoria se encontraba en su peso
ideal, y solo algunos presentaban niveles elevados de IMC que no
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llegaba a obesidad. De esta forma fue como se agruparon para su
analisis (Figura 15 B). Las medias de concentracion de IgG anti S1-S2,
N y RBD para el grupo con IMC normal fue de 363, 335, 237 ng/ml
respectivamente y para el grupo con IMC elevado fue de 365, 264, 148
ng/ml. Se observd que en los voluntarios convalecientes que
presentaban un IMC elevado, la concentracion de anticuerpos anti
RBD y N era inferior en comparacion con los voluntarios que
presentaban un IMC normal.

71



A
) Graves

S$1-S2 N RBD $1-§2 N RBD

Sobrepeso Obesidad

B) Convelecientes

g
:

g

ng/ml
N w
S 8

0
S1-82 N RBD S$1-82 N RBD

IMC
Normal Elevado

Figura 15. Pacientes con COVID-19 grave y obesidad presentan niveles inferiores de
anticuerpos IgG anti RBD, asf como los convalecientes con un IMC elevado.
Concentracion de anticuerpos IgG anti S1-S2, N y RBD A) Grupo de pacientes
COVID-19 grave con sobrepeso (N=34) y obesidad (N=16) de acuerdo a su IMC. No
hay diferencia en entre ambos grupos B) Grupo de convalecientes de COVID-19
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leve. Dos clasificaciones IMC normal (N=9) y elevado (N=11). Niveles mayores se
observan en el grupo con IMC normal. IMC, indice de masa corporal. Valor de *p
<0.05. Concentraciones en ng/ml de suero.

En el grupo de enfermos graves de COVID-19 los pacientes comparten
la caracteristica de tener in IMC elevado y por tanto no pudimos
comparar los niveles de anticuerpos generados en pacientes con un
IMC normal. Sin embargo, estos datos nos muestran que tanto con
sobrepeso como con obesidad los niveles de anticuerpos generados
tras la infeccion son similares.

Las implicaciones de la obesidad en la generacion de anticuerpos se
ven mejor representadas en el grupo de convalecientes de la infeccion
leve donde podemos observar que los niveles superiores los
generaran los voluntarios con un IMC normal. Sin embargo, estas son
solo observaciones de nueva cuenta conocemos las limitaciones
asociadas a nuestra N.

Respuesta humoral en individuos vacunados

La primera vacuna aprobada para su uso de emergencia frente a esta
pandemia fue la generada con tecnologia de RNA mensajero, Pfizer
Bio-tech. En el transcurso de la pandemia se aprobaron vacunas con
tecnologias de vectores adenovirales como la vacuna Cansino, y la
AstraZeneca. Se evalud entonces la respuesta humoral inducida
posterior a vacunacion. La Vacuna Pfizer administrada al personal de
salud y vacuna CanSino administrada a personal de educacion e
investigacion. De manera abierta realizamos también convocatoria
para evaluar la respuesta humoral frente a las demas vacunas
aplicadas en nuestro pais. La N fue muy pequefia para los grupos de
vacunados con AstraZeneca y Sputnik V.

Se evalud la concentracion de anticuerpos IgG anti RBD una vez
concluido el esquema de vacunacion, dos o una dosis dependiendo
de la vacuna. Para este estudio nos aseguramos que ninguno de los
voluntarios hubiera padecido de COVID-19 y se evaluaron los
anticuerpos a los 20 dias posterior a tener un esquema completo de
vacunacion con Pfizer, AstraZeneca, Sputnik-V y CanSino. Las tres
primeras vacunas tienen un esquema de dos dosis, mientras que para
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Cansino el esquema es de una dosis. Todas las vacunas, a excepcion
de Pfizer, ocupan tecnologia con vectores adenovirales.

En la Figura 16 se grafican las medias y desviaciones estandares de la
concentracion de anticuerpos después del esquemas completos de
vacunacion.

Para el caso de la vacuna Pfizer la media de concentracion de
anticuerpos de clase IgG fue de 489 ng/ml (DS=136), para
AstraZeneca, 236 ng/ml (DS=116) para Sputnik-V 278 ng/ml (DS=169)
y para Cansino 54 ng/ml (DS=72).
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Figura 16. El esquema Pfizer muestra niveles de anticuerpos IgG anti RBD superiores
en comparacién con otros esquemas. Concentracion de anticuerpos IgG RBD post-
vacunacion Control (-) (N=30), Convalecientes (N=23), Pfizer (N=136), AstraZeneca
(N=21), Sputnik-V (N=26), Cansino (N=80). Medias y desviaciones estandar
graficadas, todas las vacunas comparadas con las concentraciones medias de los
convalecientes. Test de Welch valor de ***p <0.0001. Concentraciones en ng/ml de
suero.

La media de concentracion de anticuerpos contra la proteina RBD es
mayor para los voluntarios vacunados con Pfizer, seguidas de las de
AstraZeneca, Sputnik-V y CanSino.
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Pfizer Bio-tech; desarrollé una respuesta humoral mas robusta
comparada con la poblacién que recibid otra vacuna. Conocemos las
limitaciones asociadas a nuestra N y sabemos que son necesarios mas
estudios que permitan evaluar la respuesta inmune de la poblacion
que ha sido vacunada con diferentes estrategias tecnologicas.

Duraciéon de la inmunidad humoral post vacunacién, en individuos con
esquemas completos de vacunacién

Para este estudio longitudinal se analizaron dos grupos A) vacunados
con Pfizer (esquema de dos dosis) y B) vacunados con Cansino
(esquema de una dosis).

El grupo de individuos vacunas con Pfizer, grupo A, es una poblacion
de voluntarios del personal de salud; el grupo de individuos vacunados
con Cansino, grupo B, es una la poblacién voluntaria de profesores y
estudiantes que en ese momento se encontraban laborando en el
centro de investigacion CINVESTAV. El tiempo en el que realizamos las
evaluaciones se baso en los tiempos marcados dentro de los estudios
clinicos de las vacunas, Todos los participaron firmaron consentimiento
informado, Anexo 3.

De los dos grupos de vacunados; Pfizer y Cansino; las medias de
edad son similares. Para el grupo de vacunados con Pfizer la media es
de 36 aflos y para Cansino es de 32 anos.

Se analizd un total de 247 participantes a los 20 dias post-vacunacion.
Posteriormente se realizO una segunda evaluacion a los mismos
voluntarios que continuaron en el proyecto a los 180 dias post
vacunacion para el caso de los que recibieron el esquema Pfizer y a
los 90 dias post vacunacion para el caso de los que recibieron el
esquema Cansino.

La evaluacion a los 90 dias post vacunacion con Cansino se debe al
tiempo en el que se aplicd esta vacuna y el timepo de realizacion de
esta tesis.

Mientras que la vacuna Pfizer se aplicdé a inicios de diciembre del
2020, Cansino se empez6 a aplicar en el mes de mayo del 2021. Se
tiene planeado realizar evaluaciones en tiempos similares.
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De la poblacion total de vacunados analizados (247) los vacunados
con Pfizer, apartir de ahora llamado grupo A, representan el 64%
(157/247).

Del grupo A el 87% (137/157) no tenian antecedentes de COVID-19
previo a vacunacion y 13% (20/157) tenian el antecedente de COVID-
19 leve previa vacunacion.

Los vacunados con Cansino, a partir de ahora llamado grupo B,
representan el 36% (90/247) de la poblaciéon vacunada analizada.

Del grupo B el 78% (70/90) no tenian antecedentes de COVID-19
previo a vacunacion y 22% (20/90) tenian antecedentes de COVID-19
leve previa vacunacion.

Para el caso del grupo A el 100% (157) de los voluntarios sin
antecedentes de COVID-19 a los 20 dias post vacunacién mostraron
niveles detectables de anticuerpos clase IgG anti RBD, la media de la
concentracion fue de 488 ng/ml.

A los 180 dias 111 voluntarios seguian presentando niveles
detectables de anticuerpos, la media de concentracion fue de 411
ng/ml. Existe una diferencia estadisticamente significativa (p<0.0001)
entre las medias (Figura 17 A).

La evaluacion de los voluntarios con antecedentes de COVID-19 del
grup A mostré una media de concentracion de IgG anti RBD de 549
ng/mly a los 180 dias post-vacunacion la media de concentracion fue
de 504 ng/ml (Figura 17 A). Se puede observar el decaimiento
individual de los voluntarios del grupo A vacunados y vacunados +
antecedentes de COVID-19 en la figura 17 B. En las grafica cada punto
representa un voluntario a través de los 20 y 180 dias post vacunacion.
Se observa un decaimiento de la respuesta de anticuerpos especificos
contra RBD estadisticamente significativo, p<0.001 sin embargo, todos
los voluntarios mantienen niveles detectables de anticuerpos.

El decaimiento es menor en los voluntarios con antecedentes de
COVID-19 y vacunado comparado con los voluntarios solo vacunados.
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La inmunidad humoral resultante de la combinacion de la inmunidad
humoral de memoria generada tras la infeccion natural por SARS-CoV-
2 y la inducida por el esquema de vacunacion; llamada por algunos
autores inmunidad hibrida [133]; ha sido reportada hasta 100 veces
mas alta que la respuesta inducida solo por la infeccion y 25 veces
mas alta tras administrar la vacuna. Nossotros también observamos un
incremento en la concentracion de anticuerpos en los voluntarios
vacunados con COVID-19 previo.

El grupo A, personal de salud, cada 20 dias fue evaluado por parte de
la institucion donde laboran para diagnosticar por RT-PCR la infeccion
por SARS-CoV-2. Gracias a estas evaluaciones constantes es que
estamos seguros de que ninguno de nuestros pacientes evaluados
presentd una infeccion posterior a la vacunacion. Sin embargo,
observamos que existe un individuo donde la concentracion de anti
RBD a los 180 dpv fue mayor que a los 20 dpv, lo que podria sugerir
una infeccion reciente que no detectada probablemente por ser falso
negativo en la prueba molecula RT-PCR, ya sea por una resolucion
rapida de la infecidon o por los limites propios de la prueba molecular.

En el grupo B el 75% (60/80) 20 dias post vacunacion mostraron
niveles detectables de anticuerpos clase IgG anti RBD, la media de
concentracion de anticuerpos IgG anti RBD fue de 72.44 ng/ml, a los
90 dias post-vacunacion arrojé una media de anticuerpos de 32 ng/ml.
Dado que la N y los valores obtenidos son muy diferentes, se optd por
realizar un analisis de varianzas mediante el test de F, este arrojo una
diferencia estadisticamente significativa, p=0.0007 (Figura 14 C).
Interesantemente se observé que a los 3 meses de haber recibido el
esquema completo de Cansino, unicamente el 39.5% (16/43) de la
poblacion evaluada tenia niveles detectables de anticuerpos IgG anti
RBD.

Los voluntarios con antecedentes de COVID-19 analizados a los 20
dpv presentaban una media de concentracion de 376 ng/ml, a los 90

77



dpv la media de concentracion fue de 294 ng/ml. Se observd una
respuesta mas robusta en el grupo de individuos infectados vy
vacunados comparada con los que solo fueron vacunados. (Figura 17
C).

La Figura 17 D, muestra el siguimiento individual de estos voluntarios,
con puntos grises los voluntarios vacunados y con puntos negros los
voluntarios con antecendetes de COVID-19 + vacuna. Se puede
observar que existe un decaimiento muy marcado en los voluntarios
unicamente vacunados, diferencia significativa p<0.0001; mientras que
en los voluntarios con COVID-19 + vacuna, el decaimeinto no es
significativo, p<0.905, ambos test de Welch.

A los 20 dpv, la concentracion de anticuerpos es indetectable y este
numero aumentd en la segunda evaluacion a los 90 dpv. Se observo
como la concentracion de anticuerpos es casi indetectable para la
mayoria de los voluntarios.

Atribuimos los resultados al tamafo de muestra. Observamos que hay
un individuo que muestra niveles superiores de anticuerpos a los 90
dpv, lo cual creemos que puede atribuise a una infeccion asintomatica.

La inmunidad inducida post vacunaciéon con Cansino no es tan potente
como la generada con la vacuna Pfizer donde todos los voluntarios
analizados en los diferentes tiempos mostraron concetraciones
detectables.
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Figura 17. Decaimiento de la respuesta humoral post vacunacién con los esquemas
Pfizer y Cansino. A) Evaluacion del grupo Pfizer, Grupo A. Concentracion de IgG anti
RBD a los 20 y 180 dpv en sueros de voluntarios vacunados y voluntarios con
antecedente de COVID-19 previo + vacuna.

Voluntarios vacunados a los 20 dpv (N=137) media concentracion 488 ng/ml IC95%;
a los 180 dpv (N=111) media de concentracion 411 ng/ml 1C95%. Decaimiento
estadisticamente significativo, diferencia entre medias p<0.0001.

Voluntarios con antecedente de COVID-19 previo + vacuna a los 20 dpv (N=20)
media concentracion 549 ng/ml 1C95%; a los 180 dpv (N=60) media de
concentracion 504 ng/ml 1C95%. Decaimiento estadisticamente significativo,
diferencia entre medias p<0.001.

Comparacion entre Voluntarios vacunados vs Voluntarios con antecedente de
COVID-19 previo + vacuna; a los 20 dpv, no diferencia significativa, p=0.059; a los
180 dpv, diferencia significativa, p=0.0001.

B) Andlisis de seguimiento individual del grupo A, Pfizer; a los 20 y 180 dpv de
voluntarios vacunados (N=56) y voluntarios con antecedente de COVID-19 previo +
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vacuna (N=20). Decaimiento estadisticamente significativo en voluntarios vacunados
p<0.0001 IC95%; para voluntarios con antecedente de COVID-19 previo + vacuna el
decaimiento es estadisticamente significativo p<0.001 1C95%. Solo hay un caso entre
los voluntarios vacunados donde la concentracion es mayor a los 180 dpv y podria
corresponder a una infeccion asintomatica no detectada por RT-PCR.

C) Evaluacion grupo Cansino, Grupo B. Concentracion de IgG anti RBD a los 20 y 90
dpv en sueros de voluntarios vacunados y voluntarios con antecedente de COVID-19
previo + vacuna.

Voluntarios vacunados a los 20 dpv (N=80) media concentracion 72.44 ng/ml IC95%;
a los 90 dpv (N=43) media de concentracion 32 ng/ml 1C95%.

Decaimiento estadisticamente no significativo p=0.9001. Test F para comparacioén de
varianzas p=0.0007.

Voluntarios con antecedente de COVID-19 previo + vacuna a los 20 dpv (N=10)
media concentracion 376.8 ng/ml 1C95%; a los 180 dpv (N=8) media de
concentracion 294 ng/ml 1C95%.

Decaimiento estadisticamente no significativo, diferencia entre medias p=0.901.
Comparacion entre Voluntarios vacunados vs Voluntarios con antecedente de
COVID-19 previo + vacuna; a los 20 dpv, test Welch *** p<0.0001; a los 90 dpv, test
Welch *** p<0.0002.

D) Andlisis de seguimiento individual del grupo B, Cansino; a los 20 y 90 dpv de
voluntarios vacunados (N=25) y voluntarios con antecedente de COVID-19 previo +
vacuna (N=8). Decaimiento estadisticamente significativo para voluntarios
vacunados p<0.0001 IC95%, para voluntarios con antecedente de COVID-19 previo
+ vacuna decaimiento estadisticamente significativo p<0.001 1C95%.

Concentracion en ng/ml de suero. Codigo de color: gris=svacunados, negro=
antecedente de COVID-19+vacuna. Abreviaturas: dpv, dias post vacunacion; IC,
intervalo de confianza.

Coincidiendo con otros reportes, la inmunidad hibrida genera niveles
mas altos de anticuerpos con posible funciéon neutralizante, lo cual
refuerza la idea del beneficio de la vacunacion aun despues de haber
tenido la enfermedad. Para la poblacion que recibio la vacuna Pfizer el
decaimiento no es tan marcado como indican algunos reportes de
otras naciones. En esta pequefa muestra se observa que las
concentraciones se mantienen elevadas aun después de 6 meses de
haberse aplicado la vacuna, situacion que no se observa para el grupo
de vacunados con Cansino, aun si han tenido COVID-19 previo.
Determinar la duracion y calidad de esta inmunidad es clave para
proponer estrategias de prevencion y guiar los planes de vacunacion
de cada nacion.
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Factores intrinsecos que generan variaciéon en la respuesta humoral
post vcunacién

Una de las preguntas principales que se generaron al iniciarse las
campanas de vacunacion alrededor del mundo era como influirian las
caracteristicas de la poblacién en la generacion de la respuesta
inmune. Por ello es necesario analizar factores como la edad, el sexo y
las enfermedades intrinsecas de los individuos (comorbilidades). En
este momento son multiples los estudos que investigan la influencia de
los factores mencionados en el desarrollo de la inmunidad celular y
humoral en individuos vacunados contra COVID-19. Dado que es la
primera vez que se aplican diversas vacunas con tecnologias difrentes
en la poblacion méxicana para un mismo fin, los estudios que permitan
observar como estos factores pueden afectar a la generacion de la
respuesta humoral son necesarios, de modo que se puedan identificar
poblaciones de riesgo y sugerir cambios en las estrategias de
vacunacion conforme se va resolviendo la pandemia y aun cuando
esta termine.

Sexo

Se ha observado que el genero es una variable que influye en la
vulnerabilidad a las enfermedades infecciosas, tanto en la modulacion
de la respuesta inmune y en el desarrollo de la fisiopatologia, entre
otros factores.

En los hombres existe una prevalencia y tendencia a la gravedad ante
las enfermedades bacterias, parasitarias y virales mientras que para
las mujeres la respuesta que se desarrolla ante estas infecciones son
mas vigorosas y eficases.[134-137] Los estudio de la respuesta
inmune post vacunacion y el genero son importantes por lo que se
analiz6 la concetracion de IgG anti RBD en hombres y mujeres del
grupo A (vacunados con Pfizer) a los 20 dias post-vacunacion
(N=138) y 180 dpv (N=111) y voluntarios con antecedente de COVID-
19+vacuna a los 20 dpv (N=20) y 180 dpv (N=60).
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De la misma forma se analizé al grupo B ( voluntarios vacunados con
Cansino) a los 20 dpv (N=80) y 90 dpv (N=43) y voluntarios con
antecedente de COVID-19+vacuna a los 20dpv (N=10) y 90dpv (N=8)

Analisis del Grupo A, la media de IgG anti RBD de los voluntarios
vacunados hombres a los 20 dias fue de 449 ng/ml ya los 180 dias de
400 ng/ml y para mujeres de 508 ng/ml y a los 180 dias de 421 ng/ml.
La diferencia entre medias se realizé con una prueba no parametrica y
fue estadisticamente significativa p<0.0201 a los 20 dias donde los
hombres presentaban niveles inferiores mientras que a los 180 dias la
concentracion entre los sexos no eran diferentes (Figura 18 A, grafica
izquierda).

La concentracion de anticuerpos IgG anti RBD en los voluntarios
vacunados es mayor en mujeres que en hombres durante los primeros
dias post vacunacion, donde es posible observar una diferencia en la
inmunidad humoral generada.

Los voluntarios hombres con antecedentes de COVID-19 + vacuna
mostraron a los 20 dias una concentracion media de 555 ng/mly a los
180 dias una concentracion de 493. Las mujeres presentaron una
concentracion a los 20 dias de 545 ng/mly a los 180 dias 486 ng/ml

El anadlisis de las medias a los 20 y 180 dias no fue estadisticamente
significativo p=0.720 (Figura 18 A, grafica derecha).

Existe una mayor concentracion de anticuerpos en las mujeres
vacunadas con el esquema Pfizer unicamente a los 20 dpv. Lo que
podria sugerir que la respuesta humoral inducida por esta vacuna no
se ve alterada por el sexo.

Cuando existe una infeccion previa y posterior vacunacion no se
observa diferencia en la concentracion de anticuerpos generados
dependiente del género en ninguno de los tiempos de evaluacion. Lo
que demuestra el beneficio de la vacunaciéon aun en la poblaciéon que
ya ha tenido COVID-19.
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Analisis del Grupo B, la media de IgG anti RBD de los voluntarios
vacunados

hombres a los 20 dias fue de 75 ng/ml y a los 90 dias de 57 ng/ml y
para las mujeres la media a los 20 dias fue de 86 ng/mly a los 90 dias
de 69 ng/ml.

Se observd que un 27% de los voluntarios vacunados hombres y un
22% de las mujeres no presentaron niveles de anticuerpos IgG
detectables por nuestra prueba a los 20 dias posteriores; a los 90 dias
el porcentaje de voluntarios con niveles indetectables fue de 59% y
52% respectivamente.

La diferencia entre medias a los 20 y 90 dpv se realizd con una prueba
no parametrica y no fue estadisticamente significativa en ninguno de
los casos p=0.7219 (Figura 18 B, gréfica izquierda).

La concentracion de anticuerpos IgG anti RBD post vacunacion fue
mayor en las mujeres a los 90 dpv. Esto sugiere que tanto la
concentracion de IgG anti RBD inducida por esta vacuna, como la
duracion de los anticuerpos generados pueden estar influenciadas por
el sexo. Tenemos en cuenta que nuestra N es pequefa por lo cual solo
describimos algunas observaciones.

Los voluntarios hombres con antecedentes de COVID-19 + vacuna
mostraron una concentracion a los 20 dias de 315 ng/mly a los 90
dias de 253 ng/ml, mientras que en las mujeres la concentracion a los
20 dias fue de 403 ng/ml y a los 90 dias de 307 ng/ml (Figura 18 B,
grafica derecha).

La diferencia de medias es notoria pero no es estadisticamente
significativa, esto se le atribuye a la N pequena, son necesarios mas
estudios e incrementar la N

Dada la N tan peqguefia, no se pueden hacer comparaciones de

medias, sin embargo se puede observar que las mujeres tienene
niveles mas altos de anticuerpos aun después de los 90 dias y solo
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algunas presentan niveles indetectables a este tiempo; de manera
contraria los hombres en su mayoria tienen niveles indetectables de
anticuerpos aun a los 20 dias posteriores a la vacunaciéon con Cansino.
La respuesta humoral generada por esta vacuna si muestra diferencias
en la concetracion de anticuerpos IgG anti RBD que podrian estar
relacionadas con el sexo. Se necesita incrementar la N para poder
realizar asociasiones (Figura 18 B, grafica derecha).
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Figura 18. El sexo y la variacién de la respuesta humoral post vacunacién. A)
Concentracion de IgG anti RBD en hombres(azul) y mujeres(gris) del Grupo A,
vacuna Pfizer, analizados a los dias los 20 y 180 post vacunacion.

Gréfica izquierda. Voluntarios vacunados a los 20dpv, hombres (N=60), mujeres
(N=78); a los 180dpv hombres (N=52), mujeres (N=59).

Gréfica derecha. Voluntarios con antecedentes de COVID-19 vacunos a los 20dpv,
hombres (N=8), mujeres (N=12); a los 180dpv hombres (N=21), mujeres (N=39).
Diferencias estadisticamente significativas entre hombres y mujeres en el subgrupo
de vacunados a los 20dpv. Anélisis no paramétricos, significancia p<0.05.

B) Concentracion de IgG anti RBD en hombres(azul) y mujeres(gris) del Grupo B,
vacuna Cansino, analizados a los dias los 20 y 90 post vacunacion.

Gréfica izquierda. Voluntarios vacunados a los 20dpv, hombres (N=40), mujeres
(N=36); a los 90dpv hombres (N=22), mujeres (N=21).

Gréfica derecha. Voluntarios con antecedentes de COVID-19 previo vacunados a los
20dpv hombres (N=3), mujeres (N=7); y a los 180dpv hombres (N=2), mujeres (N=6).
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Andlisis no paramétricos, significancia p<0.05. Abreviaturas: ns, no significancia;
dpv, dias post vacunacion.

Las mujeres presentaron mayor concentracion a lo largo del tiempo. La
respuesta generada en las mujeres es superior a los 20dpv y a los
180dpv parece no existir diferencias importantes entre los sexos
cuando el esquema aplicado es Pfizer; este esquema parece inducir
una respuesta inmune humoral mas robusta y prolongada en contraste
con los individuos vacunados con Cansino donde pareciera que el
género contribuye a la diferencia entre las concentraciones de
anticuerpos generados usando este esquema.

Edad

La edad como factor que influye en la respuesta humoral para otras
vacunas como la influenza o la hepatitis. Se han mostrado
correlaciones negativas entre la edad y la generacion y duracion de la
respuesta inmune. [136,138]

Nosotros analizamos la concentracion de anticuerpos IgG anti RBD a
los 180 y 90 dpv en los grupos Ay B de voluntarios vacunados.

Los grupos de edad se calcularon con la formula para datos
agrupados. La cual arroj6 3 grupos de edad: 20 a 30 afios, 31 a 40
anos y >40 anos.

Todos loa grupos se analizaron dependiendo del sexo.

Andlisis de las concetraciones de IgG anti RBD en el grupo A (Pfizer)
por edad.

El grupo de vacunados entre los 20-30 afios de edad la media de
concentracion de IgG fue de 380 ng/ml en hombres y de 461ng/ml en
mujeres, hay una diferencia estadisticamente significativa p<0.001. En
los grupos entre 31-40 afios la media en hombres y mujeres fue de
414pug/ml no se encontraron diferencias significativas p=0.9581. Entre
los grupos con >40 afios la media en hombres fue de 384 ng/ml y de
412 ng/ml en mujeres reflejando una diferencia estadisticamente
significativa p<0.001 (Figura 19, grafica izquierda).
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Las edades mayores a 40 afos presentan los niveles mas bajos de
anticuerpos, seguido del grupo etario mas joven. Esto podria asociarse
para el primer caso a la inmunosenescencia; mientras que para el
segundo caso podria estar implicada la eficacia del sistema inmune
innato. Una adecuada funcion del sistema inmune innato acorta la
exposicion viral y por tanto la respuesta de memoria generada no es
tan amplia. [7,88] Ademas observamos que las mujeres de los grupos
etarios mas jovenes y mas adultos presentan concentraciones
superiores a la de los hombres. En el grupo etario de 31-40 parece no
existir diferencia relacionada con la edad y sexo.

Los voluntarios con antecedente de COVID-19 y vacunados en las
edades de 20-30 afos presentaron una concentracion media de IgG
anti RBD de 496 ng/ml en hombres y de 412 ng/ml en mujeres. Por lo
gue no o hay diferencia significativa p>0.05. Entre las edades de 31-40
afios la media de concetracion en hombres y en mujeres es de
508ug/ml, no hay diferencia significativa p=0.9581.

Entre las edades de >40 anos la media en hombres es de 481 ng/mly
en mujeres de 458 ng/ml (Figura 19 A, grafica derecha).

Dada nuestra N pequena no se pueden hacer analisis de medias, pero
podemos observar que existe una tendencia de presentar
concetraciones similares independientemnete de la edad y sexo.

Andlisis de las concetraciones de IgG anti RBD en el grupo B
(Cansino) por edad.

Los voluntarios vacunados que se encontraban entre los 20-30 afios
tuvieron una media de concentracion en los hombres de 43 ng/mly en
las mujeres de 140 ng/ml en mujeres. No hay una diferencia
estadisticamente significativa p>0.05.

Entre las edades de 31-40 anos ninguno de los hombres evaluados en
esta edad presentd concentraciones detectables de anticuerpos. La
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media en mujeres fue de 1.5 ug/ml. Entre las edades >40 afios la
media en hombres fue de 2 ng/mly de 67 ng/ml en mujeres.

Dada la N tan pequefia, no es posible la comparacion. Sin embargo,
se pueden observar algunas tendencias como que las mujeres en los
tres grupos etarios presentaron niveles detectables de anticuerpos, los
hombres a la edad de 30 y 40 anos no presentaron niveles
detectables. Las concentraciones promedio para ambos sexos son
mayores en las edades mas jovenes mientras que a edades superiores
a 40 afios la concentracion promedio es inferior en las mujeres y casi
nula en los hombres.

Los voluntarios con antecedente de COVID-19 y vacunados en las
edades de 20-30 afios tenina concentraciones de de 261 ng/m, entre
las edades de 31-40 afios la media de concetracion fue de 348 ug/mly
entre las edades de >40 afios la media de concentracion fue de 310
ng/ml. (Figura 19 B, gréafica derecha)

Para este analisis no consideramos el sexo por ser un grupo pequeno
y solo observamos tendencias como que hay una concetracion similar
en las edades mas jovenes. Todos los participantes presentaron
niveles detectables de anticuerpos que fueron muy similares a los de la
inmunidad natural.

La vacunacion con este esquema muestra una desventaja para las
edades de mayores de 30 afios y el sexo funge como como un factor
de mayor riesgo en la generacion y duracion de anticuerpos post
vacunacion. Ninguno de los hombres evaluados de ese grupo etario
tenia niveles detectables.

La vacunacion en las personas con COVID-19 previo elimina el

impacto perjudicial; observado por diversos autores [138,139] y por
nosotros; que tiene la edad en la generacion de respuesta humoral.
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Figura 19. La edad como factor negativo en la generacién de anticuerpos difiere
dependiendo el tipo de vacuna, Pfizer y Cansino. A) Concentracién de IgG anti RBD
por grupo etario en hombres(azul) y mujeres(gris) con esquema Pfizer a los 180 dpv.
Voluntarios vacunados; Edad 20 a 30 afios, hombres (N=5) 380ug/ml, mujeres (N=2)
461pg/ml. Edad 31-40 afios, hombres (N=10) 414ug/ml, mujeres (N=14) 414ug/ml.
Edad >40 afios, hombres (N=7) 384ug/ml, mujeres (N=5) 412ug/ml. Voluntarios con
antecedente de COVID-19 previo + vacuna; Edad 20 a 30 afios, hombres (N=3)
496pg/ml, mujeres (N=3) 412ug/ml; Edad 31-40 afios, hombres (N=5) 468ug/ml,
mujeres (N=9) 508ug/ml. Edad >40 afios, hombres (N=6) 481ug/ml, mujeres (N=3)
458ug/ml. No se realizan andlisis de comparacion de medias debido a la N, pero se
observan tendencias por edad donde es mayor a las edades de 30 a 40 afos y las
concentraciones son mayores en las mujeres.

B) Concentracion de 1gG anti RBD por grupo etario en hombres(azul) y mujeres(gris)
con esquema Cansino a los 90 dpv. Voluntarios vacunados; Edad 20 a 30 afos,
hombres (N=8) 43ug/ml, mujeres (N=3) 140ug/ml. Edad 31-40 afios, hombres (N=3)
Oug/ml, mujeres (N=6) 1pg/ml. Edad >40 afios, hombres (N=5) 2ug/ml, mujeres
(N=2) 67ug/ml. Voluntarios con antecedente de COVID-19 previo + vacuna; No se
considero estratificar a los grupos por sexo debido a la N. Se muestran resultados
tanto de hombres como mujeres. Edad 20 a 30 afios (N=4) 261ug/ml. Edad 31-40
afios (N=3) 348pug/ml. Edad >40 afios (N=3) 310ug/ml. No se realizan andlisis de
comparacion de medias debido a la N, pero se observa que todos los pacientes
generaron anticuerpos independientemente del grupo etario y que la concentracion
es menor a las edades de 20 a 30 anos. Abreviaturas: dpv, dias post vacunacion.

Obesidad
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El ultimo analisis de nuestra poblacion fue referente a la obesidad,
definida como un indice de masa corporal elevado. [140] La obesidad
se ha relacionado como un factor predisponente a desarrollar niveles
bajos de anticuerpos posterior a la vacunacion. Existes reportes de
individuos vacunados con influenza con obesos en donde se observa
una respuesta inmune humoral baja comparada con individuos sin esta
comorbilidad. [54,57,58,126,140] Mas recientemente el grupo de
trabajo del doctor Krammer describié las diferencias en los titulos de
anticuerpos generados post vacunacion con esquema Pfizer, en donde
los individuos que presentaban un IMC elevado tenfan niveles
inferiores de anticuerpos comparados con los voluntarios analizados
con un IMC normal.

Nosotros analizamos las concentraciones de IgG anti RBD a los 180 y
90 dias post vacunacion en los voluntarios vacunados y los voluntarios
con antecedentes de COVID-19 vacunados de los grupos A y B de
acuerdo al indice de masa corporal (IMC) calculado.

El IMC se calculd6 tomando en cuenta los datos clinicos de cada
paciente, el peso en kilogramos entre la estatura en metros y
nuevamente entre la estatura en metros. El IMC permite clasificar a los
individuos en dos grupos, un grupo con un IMC con valores normales
(18.5-24.9) y un grupo con IMC elevado (>25). Un IMC elevado
corresponde a sobrepeso cuando los valores van de 25 a 299 vy
corresponde a obesidad cuando los valores obtenidos son >30.

Andlisis de las concetraciones de IgG anti RBD en el grupo A a los
180dpv de acuerdo a su IMC.

Los voluntarios vacunados clasificados de acuerdo a su IMC, normal y
elevado, no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre
en hombres y mujeres p>0.05 (Figura 20 A, grafica izquierda).

Los voluntarios con antecedentes de COVID-19 + vacuna analizados
de acuerdo a su IMC, mostraron concentraciones similares
independientemente  del género. No existe una diferencia
estadisticamente significativa, p>0.05 (Figura 20 A, gréfica derecha).
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Estos resultados nos podrian sugerir que el factor del sobrepeso u
obesidad no influye en la intensidad de la respuesta humoral
generada, concentracion de anticuerpos, cuando se administra esta
vacuna, Pfizer. Evidentemente sabemos que es necesario estudios
mucho mas amplios y con una N mucho mayor para poder realizar una
asociacion.

Andlisis de las concetraciones de IgG anti RBD en el grupo B a los 90
dpv de acuerdo a su IMC.

Los voluntarios vacunados clasificados de acuerdo a su IMC, normal y
elevado, mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los
hombres, donde la concentraciéon media fue mayor para los hombres
que tuvieron IMC elevado.

Este primer resultado contradice el efecto que se le ha atribuido a la
obesidad como factor predisponente a niveles inferiores de
anticuerpos. Analizando la historia cinica individual de cada voluntario
destacamos que son dos los hombres que presentan concentraciones
elevadas que modifican la desviacion estandar y la media de todo el
grupo p<0.05 (Figura 20 B, grafica izquierda). Somos conscientes de
que es necesario aumentar nuestra N para poder realizar una
asociacion adecuada. Ademas, recordemos que desde los analisis
anteriores se reporté que son muy pocos los hombres vacunados con
Cansino que aun presentan concentraciones detectables de
anticuerpos a los 90 dpv.

Por otra parte, para el caso de las mujeres si se observa una
concentracion inferior de anticuerpos en aquellos que tenian un IMC
elevado comparados con los que tenian un IMC normal, sin embargo,
no es estadisticamente significativo por nuestro pequeno numero de
voluntarios analizados (Figura 20 B, grafica izquierda).

Los voluntarios con antecedentes de COVID-19 vacunados analizados
de acuerdo a su IMC, mostraron concentraciones diferentes
dependiendo del genero. Los hombres mostraron concentraciones
inferiores de anticuerpos cuando tenian un IMC elevado. A diferencias

90



de las mujeres, no se observo una diferencia estadisticamente
significativa entre los que presentaban un IMC normal o elevado. Los
analisis estadisticos se hicieron mediante pruebas no paramétricas con
diferencia de varianzas dado el numero de voluntarios evaluados.
(Figura 20 B, grafica derecha).

Estos resultados nos podrian sugerir que el factor del sobrepeso u
obesidad influye en la intensidad de la respuesta humoral generada,
principalmente en los hombres, donde la concentracion de anticuerpos
fue inferior en aquellos que presentaban un IMC elevado y fueron
vacunados con Cansino. Esta observacion es cierta aun cuando han
sufrido una enfermedad natural. Lo que refuerza una vez mas la
necesidad de vacunarse aun después de la recuperacion de la
enfermedad.

Sabemos que es necesario estudios mucho mas amplios y con una N
mucho mayor para poder realizar una asociacion.

Pfizer COVID-19 + Pfizer
A)
6001 600
33 Hombres
B Mujeres
- = 400
E E
2 2
200+ 200
IMC IMC
Normal Elevado Normal Elevado
B COVID-19 + Cansino
) Cansino ns
———
600 6007 b
3 Hombres
400 400 @ Mujeres
E E
2 ?
200 200
0 °
IMC IMC
Normal Elevado Normal Elevado

Figura 20. La obesidad como factor asociado en los niveles de anticuerpos
generados en hombres y mujeres vacunados con Pfizer o Cansino. A) Concentracion
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de 1gG anti RBD a los 180dpv en grupo Pfizer con IMC normal y elevado en hombres
(azul) y mujeres (negro). Voluntarios vacunados, IMC normal; hombres (N=5) 380
ug/ml, mujeres (N=2) 461 pg/ml. IMC alto; hombres (N=10) 414 pg/ml, mujeres
(N=14) 414 pg/ml. Voluntarios con antecedente de COVID-19 previo vacunados, IMC
normal; hombres (N=3) 496 ug/ml, mujeres (N=3) 412 pg/ml. IMC elevado, hombres
(N=5) 468 ug/ml, mujeres (N=9) 508 pg/ml.

B) Concentracion de IgG anti RBD a los 90dpv en voluntarios vacunados con IMC
normal y elevado en hombres (azul) y mujeres (negro). IMC normal; hombres (N=5)
380 pg/ml, mujeres (N=2) 461 ug/ml. IMC elevado; hombres (N=5) 380 pg/ml,
mujeres (N=2) 461ug/ml.

Voluntarios con antecedente de COVID-19 vacunados. IMC normal; hombres (N=3)
496 ug/ml, mujeres (N=3) 412 pg/ml. IMC elevado; hombres (N=5) 468 pg/ml,
mujeres (N=9) 508 ug/ml.

Abreviaturas: dpv, dias post vacunacion; IMC, indice de masa corporal.
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Discusién

El nuevo coronavirus patogénico para humanos, nombrado como
SARS-CoV-2, ha causado cientos de miles de muertes en todo el
mundo desde su identificacion a finales del 2019, como responsable
de un brote de neumonia atipica. Desde la declaracion de la pandemia
en el afo 2020, se han desarrollado numerosas pruebas diagnoésticas
con utilidades y limitaciones diferentes; estas van desde pruebas
moleculares para el diagnoéstico de infeccion (RT-PCR), como las
serolégicas para el diagnostico de confirmacion. Las pruebas
seroldgicas que se desarrollaron en un principio de la pandemia, estan
dirigidas a cubrir las necesidades de diagnostico confirmatorio y
estudios epidemioldgicos de seroprevalencia, todo ello con la finalidad
generar estrategias para disminuir el indice de trasmision y proteger a
las poblaciones de riesgo. [37,141]

La mayor parte de las pruebas serolégicas estan basadas en ensayos
de enzimoinmunoanalisis (ELISA) los cuales detectan los anticuerpos
generados tras la infeccion por SARS-CoV-2. Las pruebas comerciales
pueden identificar anticuerpos especificos dirigidos contra las
proteinas de espiga 0 nucleoproteina 0 ambos.
[18,100,105,107,142,143] ElI diseflo de pruebas seroldgicas
especificas para los diferentes antigenos del SARS-CoV2 co-ayuda en
la caracterizacion de la dinamica de anticuerpos inducidos por una
infeccion natural o al recibir un esquema de vacunacion contra COVID-
19 o bien la serologia contra las nuevas variantes del virus. [105,144—
148]

El objetivo principal de este trabajo fue disefiar y validad una prueba
con una sensibilidad y especificidad alta con la cual evaluar la
dinamica de los anticuerpos IgG anti el subdominio S1 de la proteina
de espiga, el dominio RBD y la nucleoprotéina.

Nuestro laboratorio disefid, expresé vy purificd las proteinas
recombinantes S1 y N y se expresd y purifico la proteina RBD (el
plasmido de RBD fue donado amablemente por el Dr. F. Krammer).
[149] Se demostrd que estas proteinas se fueron reconocidas por los
anticuerpos provenientes de individuos que han sufrido una infeccion
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natural por SARS-CoV-2 y que en contraste estas proteinas no fueron
reconocidas por sueros obtenidos antes de la llegada de la pandemia;
una vez comprobada su utilidad como antigenos se disefio un ensayo
de ELISA indirecta. Para ello se determino la concentracién optima de
antigeno recombinante para la sensibilizacion de la placa y dilucion
optima de los sueros tal como indican las buenas practicas para el
desarrollo de pruebas serolégicas. [129] El siguiente paso fue validar
el ensayo, para lo cual recurrimos a las pruebas ROC que nos
arrojaron una sensibilidad de 96% y especificidad del 100%. [150] Con
el antecedente de que la mayoria de las pruebas serolégicas
desarrolladas fuera del pais pueden dar falsos negativos; debido a que
la estandarizacion se hace con muestras de otras poblaciones
diferentes a donde se aplica la prueba; una de las principales ventajas
del desarrollo de nuestra prueba es que se puede ajustar el punto de
corte tomando en consideracion el fondo de las muestras verdaderas
negativas de la poblacion en estudio.

En este trabajo se evaluaron 50 muestras histéricas del 2018 (muestras
pre-pandémicas) de la poblacién mexicana y ademas se evaluaron
sueros de pacientes infectados con una enfermedad viral no
relacionada con SARS-CoV2 para asegurarnos que no existiria una
reaccion cruzada. Con el entendido de que ninguna prueba puede ser
100% especifica sabemos que al aumentar la N la especificidad
disminuira. Gracias a los andlisis estadisticos de curvas ROC es que
podemos nosotros emplear el punto de corte optimo con mayor
sensibilidad y especificidad.

La prueba de ELISA cuantitativo indirecto que estandarizamos en este
trabajo dio como resultado una alta sensibilidad, especificidad,
precision y exactitud. Estos resultados demuestran que el ensayo
cumple con los parametros de validacion para su uso clinico. Ademas,
permiten visualizar el ensayo con una opcidon viable para la
cuantificacion de anticuerpos no solo de los pacientes con COVID-19
sino también en el seguimiento para evaluar el decaimiento o
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mantenimiento del nivel de anticuerpos después de una infeccion o a
la vacunacion.

La innovacion e importancia del disefio de la ELISA casera cuantitativa
que aqui se describe, es que mediante el uso de anticuerpos
monoclonales se establecieron curvas de concentracion y, de manera
indirecta se pudo conocer la concentracion de las muestras problema.
Se estandarizé y validé una prueba de ELISA cuantitativa que en el
momento de su desarrollo era la Unica que ofrecia una cuantificacion
de los anticuerpos en nuestro pais. La cuantificacion de los
anticuerpos permite dar un seguimiento de la respuesta de humoral a
lo largo de la enfermedad. Al dia de hoy ya se cuenta con un total de
119 pruebas seroldgicas autorizadas en nuestro pais y solo 23 de ellas
son de tipo semicuantitativo indirecto. [151]

Para poder validar esta prueba, la reproducibilidad, precision intra
ensayo e intra laboratorio fueron fundamentales. Los resultados
obtenidos fueron satisfactorios por lo que consideramos que es un
método de cuantificacion adecuado con utilidad para evaluar la
dinamica de anticuerpos generados durante una infeccion por SARS-
CoV-2. [20,104,130]

El SARS-CoV-2 induce una respuesta de células B robusta a las dos
semanas posteriores a la infeccion en la mayoria de la poblacién. En
este momento la cinética de la repuesta humoral al SARS-CoV-2 ya se
ha descrito y de manera similar a SARS-CoV-1, la proteina mas
inmunogénica es la de espiga. [149,152-154] Tras los primeros dias
de inicio de los sintomas es posible detectar los anticuerpos dirigidos a
las proteinas de espiga y nucleoproteina a niveles similares. [155]

Los datos anteriores han sido generados en otros paises, por lo que
era necesario conocer el perfil de anticuerpos en nuestra poblacion,
para ello iniciamos el estudio (una vez validada la prueba) con la
poblacion que habia sido hospitalizada a principios de la pandemia
por presentar COVID-19 grave. Nosotros observamos que, en este
grupo de hospitalizados, a los 10 dias de inicio de sus sintomas
presentaban concentraciones detectables de IgG para S1, RBD y N.
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De la misma manera que 1o han reportado otros autores
[103,144,155,156 ] Adicional a esto se ha observado que las personas
mas graves, muestran niveles elevados de anticuerpos. Diversos
autores han sefalado que, pese a la cantidad de anticuerpos
generados, estos podrian tener una baja capacidad neutralizante por
lo que no es posible detener la entrada del virus [90,145,158] Al
respecto, aun es necesario el desarrollo de ensayos de neutralizacion
por parte de nuestro grupo de trabajo para completar nuestra
investigacion, pero, en un primer momento, nuestros resultados
permiten hacer un seguimiento del nivel de anticuerpos especificos a
lo largo de la enfermedad de modo que sea posible distinguir entre la
infeccion reciente y la infeccion pasada tomando como referencia la
concentracion de anticuerpos. Para el caso de los convaleciente de
COVID-19 se observd que a los 30 dias inicia el decaimiento de
anticuerpos anti S1-S2 y N. Por otra parte, se observaron niveles
superiores de IgG anti RBD en comparacion con los pacientes graves,
donde las concentraciones de S1-S2 y N son mayores y menores las
concentraciones de RBD.

En las ultimas décadas previas a la pandemia se han realizado
estudios que abordan la implicacion del género en la respuesta
inmune ante las infecciones virales. [135,137,159,160] Siguiendo esta
linea, se reportd que la tasa de mortalidad de los brotes epidémicos
previos causados por otros coronavirus fue significativamente mas alta
para los hombres que para las mujeres. [159,161,162]

Gracias a la cooperacion mundial en el reporte y acceso libre de los
datos recabados de pacientes con COVID-19 una de las primeras
observaciones fue la prevalencia de la incidencia y mortalidad en
hombres, en la poblacion con edades superiores a los 60 anos y en
pacientes con comorbilidades intrinsecas como la obesidad.
[136,159,163,164] En las ultimas décadas previas a la pandemia se
han realizado estudios que abordan la implicacion del genero en la
respuesta inmune ante las infecciones virales. Nosotros intentamos
evaluar si en SARS-CoV-2, el sexo influyd en la intensidad y calidad de
la respuesta inmune y pudimos observar las concentraciones de
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anticuerpos, son mayores para las mujeres recuperadas de la
enfermedad leve méas no asi en las mujeres con enfermedad grave, lo
cual podria estar relacionado con las comorbilidades de cada persona.

Siendo la proteina de espiga la mas inmunogénica de las proteinas
estructurales, su decaimiento se ve pospuesto y no se observan
diferencias en funcién del genero. La diferencia en la concentracion de
IgG anti RBD con los hombres nos siguieren que las mujeres generan
niveles mas altos de anticuerpos y que se encontrarian con mayor
posibilidad de resolver una infeccion secundaria mucho mas rapido,
esto es consistente con otras infecciones virales como la influenza,
ademas de con los reportes de morbilidad y mortalidad de COVID-19.
[131,134]

El siguiente analisis que realizamos fue con respecto a la edad, donde
las concentraciones de anticuerpos IgG anti RBD en el grupo con
COVID-19 grave no tuvo una diferencia relacionada con la edad lo que
podria estar relacionado con el hecho de que se encuentran
hospitalizados, lo que implica que la regulacion de la respuesta
inmune se encuentra alterada y la influencia de factores como la edad
es sobrepasada. [95,103,130,154,165] Caso contrario se observo en el
grupo de convalecientes de COVID-19 leve que presentd niveles mas
altos de anticuerpos anti RBD a edades mas jovenes |0 que podria
estar relacionado a la ausencia de comorbilidades. [91,95,132]

Una concentracion menor de anticuerpos en estos grupos etarios tan
distintos no deberia considerarse como un mal pronostico, si N0 mas
bien como un perfil que refleja la variabilidad de la respuesta inmune
ante un antigeno. La forma en como el sistema inmune afronta y
resuelve las infecciones son individual y por tanto Unica. Mientras que
algunos recuperados de COVID-19 leve presentan niveles de
anticuerpos inferiores a los recuperados de mayor edad, estos podrian
tener una respuesta de memoria celular mejor o una inmunidad innata
muy efectiva que elimind rapidamente al virus sin dar oportunidad de
generar mas centros germinales. La importancia de nuestro estudio no
solo radica en el desarrollo de un ensayo de ELISA cuantitativo con el
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cual se puedan hacer estudios comparativos en diferentes etapas de
la enfermedad en los casos de COVID de larga duracion
[13,90,105,149,166], los resultados obtenidos nos dieron un bosquejo
de la variabilidad y de la existencia de patrones de la respuesta
inmune frente al COVID-19 en nuestra poblaciéon mexicana.

Nuestro siguiente analisis se centrd en la evaluacion de la influencia de
diversas comorbilidades en la generacion de anticuerpos IgG anti
RBD.

Autores como el Dr. Krammer reportaron en un inicio como la obesidad
estaba relacionada con niveles inferiores de anticuerpo, por lo cual
nuestra primera comorbilidad a evaluar fue la obesidad. [149] Para los
casos de los pacientes con enfermedad grave y convalecientes de la
enfermedad leve, el indice de masa corporal elevado esta relacionado
con concentraciones menores de anticuerpos IgG anti RBD. La
obesidad al ser un estado de inflamacion leve cronica condiciona al
organismo a compensar este efecto produciendo factores
antiinflamatorios que alteran la respuesta antiviral inicial, retardandola.
Es por eso que para el caso de la COVID-19 se pronosticd una relacion
similar. Conforme se fueron estudiando los mecanismos moleculares
que podrian estar implicados mas alla del estado inflamatorio crénico,
se evidencio internacionalmente la existencia de receptores ACE-2 en
los adipocitos, lo cual abre el debate respecto a si estos receptores
sobre expresados en estas células podrian ser los responsables de
una mayor diseminacion viral y por tanto de promover un estado de
respuesta exacerbado que en algun punto perdiera la regulacion y
conducir al sistema inmune a la temida tormenta de citocinas.
[46,50,54,59]

El desarrollo de memoria inmunoldgica es la forma en como nos
protegemos de las infecciones, la generacion de esta por medio de las
vacunas condiciona su éxito. Conforme evolucionaba la pandemia, la
carrera por la generacion de vacunas que ayudaran a detener la
mortalidad por la enfermedad grave causada por SARS-CoV-2, arrojo
una variedad de vacunas desarrolladas con tecnologias diversas,
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dentro de estas y por primera vez aprobadas para su aplicacion en la
poblacion abierta, las de tecnologia de RNA. Una de las cuestiones de
interés para los sistemas de salud internacionales fue observar la
respuesta generada por estas diversas vacunas. [111,114,123,125] Es
por eso que nosotros evaluamos la respuesta de anticuerpos IgG
generada posterior a la vacunacion en nuestra poblacion. Ademas,
evaluamos los factores intrinsecos que podrian estar asociados con la
generacion de anticuerpos y su duracion. Observamos que la
respuesta para las vacunas con nueva tecnologia; Pfizer; generaron
una respuesta superior y una duracion mayor comparada con la
generada por la vacuna con tecnologia de vector adenoviral, Cansino.
Una de las diferencias mas notables en los esquemas de vacunacion
evaluados fue la ausencia de niveles detectables de anticuerpos IgG
anti RBD aun en los primeros 20 dias posteriores a la vacunacion con
el esquema Cansino. Esta observacion habia sido visto por otro grupo
de trabajo mexicano, pero a un mayor tiempo posterior a la
vacunacion, mas de 30 dias. [118]

Nuestra siguiente evaluacion de la concentracion de anticuerpos fue a
los 6 meses posteriores a la aplicacion del esquema completo de
Pfizer y a los 3 meses para el esquema Cansino; el tiempo de
evaluacion para Cansino es mas corto debido a los tiempos de los
planes de vacunacion de nuestro pais y al de elaboracion de esta
tesis, pero esta considerado el seguimiento en otro momento.

Para el caso de la vacuna Pfizer la concentracion de anticuerpos
parece mantenerse aun después de 6 meses, con un leve decaimiento
qgue estadisticamente fue mas significativo en los hombres pero que no
parece estar relacionado con la edad ni las comorbilidades. Mientras
que para el caso de la vacuna Cansino mas del 50% de la poblacion
evaluada no presentaba niveles detectables de anticuerpos y el
decaimiento fue mucho mas marcado. Y observamos que las edades
de entre 31-40 afnos fueron las que tuvieron niveles indetectables de
anticuerpos. Con este esquema el indice de masa corporal elevado
parece estar relacionado a concentraciones inferiores de anticuerpos.
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Conocemos las limitaciones de nuestro estudio y esperamos en un
futuro poder aumentar nuestra poblacion.

A la par de la evaluacion de vacunados con los dos esquemas,
evaluamos pequefios grupos de pacientes que habia sufrido COVID-
19 leve antes de la vacunacion. Observamos que la inmunidad hibrida,
la generada al vacunarse alguien que ya ha padecido una enfermedad
natural; proporciona beneficios como disminuir o compensar la
influencia de los factores como genero, edad y comorbilidades en la
produccion alterada de anticuerpos. [133]

En el momento actual de la pandemia, la comparacion de las vacunas
mediante serologia no tiene el fin de elegir esquemas unicos para ser
aplicados en nuestra poblacion ya que la inmunidad generada por las
vacunas involucra ademas de los anticuerpos a la inmunidad celular,
mas bien, este estudio pretenden ayudan a conocer la influencia de
factores intrinsecos de nuestra poblacion relacionados con generacion
de anticuerpos, factores propios de las vacunas como el tipo y la
dosis, factores de administracion como el momento de administracion
0 el almacenaje previo. Ademas de ayudar a conocer a la poblacion
vacunada que podria requerir de otra dosis como ya se ha hecho en
otros paises y evaluan la duracion de los anticuerpos post vacunacion.
[23]

Con respecto a este ultimo punto el estudio de la respuesta post
vacuna Pfizer sera ampliado ya que nuestros resultados muestran una
concentracion elevada aun después de seis meses, lo cual es
diferente a lo reportado por otros autores donde se percibe el
decaimiento a nivele inferiores a la mitad a este mismo tiempo, seis
meses. [21,167,168] Es necesario ademas la evaluacion de la
respuesta humoral generada por las otras vacunas que tienen
aprobacion en nuestro pais. En este proyecto no fue posible debido a
la limitacion en un primer momento de obtencién de muestras de
poblaciones de grupos etarios similares, pero esperamos que pronto
podamos recolectarlas.
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Conclusién

La estrategia del uso de pruebas serologicas cuantitativas indirectas
como la nuestra, permite observar en nuestra poblacion el
comportamiento de la respuesta humoral y la duraciéon post infeccion.
Ademas, permite conocer la intensidad de la respuesta humoral post
vacunacion en nuestra poblacion, lo que es un dato de suma
importancia para las nuevas y futuras estrategias para el control de la
pandemia.
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Anexo 1. Criterios de elegibilidad de voluntarios

Inclusién

Poblacion mexicana con edad mayor de 18 anos.

Pacientes mexicanos con un diagnostico molecular RT-PCR positivo
para SARS-CoV-2 con algun sintoma clinico, con o sin comorbilidades.
Voluntarios mexicanos convalecientes con un antecedente diagnostico
RT-PCR positivo para infeccion por SARS-CoV-2 con méas de 30 dias
de alta médica, con o sin comorbilidades.

Voluntarios mexicanos pertenecientes al hospital Regional Numero 2
de Coyoacan CDMX con 20 dias después a la primera dosis vy
posteriormente 120 dias después de la segunda dosis, con 0 sin
antecedentes de COVID-19, con o sin comorbilidades.

Voluntarios mexicanos con 20 dias posteriores a la primera o segunda
dosis de algun esquema de vacunacion aplicado en México, con o sin
antecedentes de COVID-19, con o sin comorbilidades.

Exclusién

Poblacion mexicana con edad menor a 18 afios.

Voluntarios mexicanos con mas de 20 dias posteriores a la aplicacion
de con primera 0 segunda dosis de algun esquema de vacunacion.
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Anexo 2. Cuestionario clinico para los voluntarios con 20 dias post
vacunacion con esquema completo.

https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpQLSdiVSd-
bxGOelri8 by3uuETwuG7IBkTxibiAb28DD5a5gb7w/viewform?usp=sf i
nk

CINVESTAV FRENTE-A COVID-19

Cuestionario para Voluntarios que han
sido vacunados contra SARS-CoV-2
(2021) (20dpv)

Muchas gracias por participar en el proyecto "Evaluacién de la respuesta inmune mediada
por anticuerpos contra el dominio RBD del virus SARS-CoV-2 en la poblacién mexicana”.

Su participacién en esta investigacién es totalmente voluntaria. Usted puede elegir
participar o no hacerlo y abandonario en el momento que lo desee.
Para este proyecto es necesario extraer dos o tres muestras sanguineas (4 ml) en

diferentes dias.

Al llenar el siguiente cuestionario electrénico usted acepta formar parte de nuestro proyecto
de investigacién.

Le compartimos las instrucciones generales para su participacién:
-Le pediremos sus datos personales una sola vez en el apartado de "Datos generales”, con
ellos se le generard un ID. EI ID generado se le hard llegar mediante un correo electrénico o

por mensaje de texto.*

-Usted debera contestar una serie de preguntas de indole epidemiolégico y clinico que
serdn de utilidad para la comunidad cientifica, médica y clinica.

-Cuando los resultados se encuentren listos, se le hard llegar un gentil recordatorio para
que usted pueda acceder a ellos.

-Continue cuidandose.

*Con esta estrategia comprobamos su informacién y mantenemos la confidencialidad de
ella.
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Cuestionario clinico para los voluntarios con 90 o 180 dias post
vacunacion con esquema completo.

https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpQLScKDD btiXwIFH4XCsy6ry
awEqgGhcky3HcHPIA7L 5s463mBA/viewform?usp=sf link

CINVESTAV ante COVID-19

Cuestionario para personal de salud con
mas de 120 dias post vacunacion contra
SARS-CoV-2 (2021)

Muchas gracias por participar en el proyecto "Evaluacién de la respuesta inmune mediada
por anticuerpos contra el dominio RBD del virus SARS-CoV-2 en la poblacién mexicana’.

Su participacién en esta investigacién es totalmente voluntaria. Usted puede elegir
participar o no hacerlo y abandonarlo en el momento que lo desee.

En esta etapa del proyecto, evaluaremos la presencia de anticuerpos post vacunacién
posterior a 120 dias de contar con el esquema completo de vacunacién a fin de evaluar la
memoria humoral generada.

Para esta etapa del proyecto es necesario extraer una muestra sanguinea (4 ml).

Al llenar el siguiente cuestionario electrénico usted acepta formar parte de nuestro proyecto
de investigacion.

Le compartimos las instrucciones generales para su participacién:

-Le pediremos sus datos personales en el apartado de "Datos generales’, con ellos se le
generard un |D el cual se le hard llegar mediante un correo electrénico.*

-Usted debera contestar una serie de preguntas de indole epidemiolégico y clinico que
serdn de utilidad para la comunidad cientifica, médica y clinica.

-Cuando los resultados se encuentren listos, se le hard llegar un gentil recordatorio para
que usted pueda acceder a ellos.

-Continue cuidandose.

*Con esta estrategia comprobamos su informacién y mantenemos la confidencialidad de
ella.
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Anexo 3. Consentimiento informado toma de muestra

No de Folio

CONSENTIMIENTO INFORMADO

ESTIMADO PARTICIPANTE: Se le invita a participar en el proyecto "Evaluacion de la
respuesta inmune mediada por anticuerpos contra la proteina de espina (spike) S1 y RBD
del virue SARS-CoV-2 en la poblacion mexicana™ Coordinado por la Dra. Lsticia Cedillo
Barron

JUSTIFICACION Y OBJETIVO:
Las prusbas serologicas representan herramientas de primer contacto por su costo bajo y
por su factibilidad inmediata para un mejor control de la tranemigion de la enfermedad.

En este estudio, se propone implementar un sistema para detectar anticuerpos IgM,
IgG e IgA contra SARS-CoV-2. Empleando proteinas recombinantes S, RBD mediants un
ensayo de ELISA indirecto, ocupando a) muestras de poblacion recuperada de la
enfermedad.b) poblacion con 15 dias posteriores a la primera y eagunda dosie de la vacuna
contra COVID-19.
PROCEDIMIENTOS:
Para participar en este estudio:

* Un médico calificado tomara una muestra de sangre de 5 ml empleando material
nuevo estéril.

e De la misma forma, debera responder un breve cuestionario epidemiologico
referente a la infeccion (httpe//www.cinvestav.mx/Login ?returnuri="%:2festudio-
epidemiologico).

BENEFICIOS Y RIESGOS

Ustad no recibira ningin pago por su participacion en este estudio. Se le podran
compartir sus resuftados a peticion del donants. Sin embargo, es importants
recalcar que su colaboracion ayudara a entendsr mejor la enfermedad del COVID19.
Los resultados del estudio también ssran de utilidad para la comunidad médica y cientifica.
En cuanto a la toma de sangre, los rieegos del procadimiento son minimos, podrian incluir
un pequeno hematoma y dolor en el sitio de la puncion que no persistira mas de unas
horas.

INFORMACION SOBRE RESULTADOS

Los resultados de la prusba de diagnoetico por ELISA indirecta 2 le comunicaran dentro
de las primeras 72 h.

PARTICIPACION O RETIRO

Durants mi participacion en la investigacion se asegura el respsto a la dignidad y
la proteccion de mis derechos & informacion. Se me ha informado que puedo retirarme
del estudio en cualquier momento =i asi lo decido, gin ninguna consscuencia o restriccion.
PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD

La informacion derivada de este estudio ssra mansjada de forma confidencial.
Los investigadores 28 han compromstido a responder cualquier pregunta y aclarar
cualquier duda que pudiera surgir a lo largo de &ste proyecto.

Al firmar el congentimiento informado, usted autoriza que los investigadores o miembros
del Comité de Etica puedan revisar su expedients clinico con el objsto de evaluar que =
e2ts llevando a cabo adecuadaments el estudio. Los datos e mansjaran de manera
confidencial con un namero de folio, y serin reeguardados por los encargados del estudio.
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No de Folio __
DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Después de haber leido y habiéndoseme explicado todas mis dudas acerca de este
estudio, otorgo mi consentimiento para participar voluntariamente en el proyecto
Evaluacion de la respuesta inmune mediada por anticuerpos contra la proteina
de espina (spike ) S1, RBD del virus SARS-CoV-2 en la poblacion Mexicana.

En caso de tener alguna duda, puede comunicarse con la responsable del
estudio, Dra. Leticia Cedillo Barron y al teléfono 5747-3800 ext. 5021/5024.

Nombre del participante
Firma del participante
Testigo 1 Testigo 2
Nomire impreso con letra de molde Nombre impreso con letra de molde
Relacién con el paciente Relacion con el paciente
Firma del testigo 1 Firma del testigo 2
Responsable de la toma de muestra Investigadores Responsables

Médico Sandra Paola Martinez Frias

Dra. Leticia Cedillo Barron
Dr. Julio Garcia Cordero
Dr. Gamido Soto José Vicente
Dra. Clara Luz Aguilar Ortigoza
Dra. Ana Celia Garza Hemandez

Ciudad de México, a de de 2021

127



15. Firmas jurado, aprobacion tesis

CENTRO DE INVESTIGACION Y DE

AVANZADOS DEL I.P.N.
Departamento de Biomedicina Molecular

NOTA: méximo 3 asesares, tutor y cotutor, da los cuales &3 mayoria deben ser del CINVESTAV
Gudad de México 3 23 de Noviembre del 2021,

Dr. Miguel Angel Vargas Mejia,

Coordinador Académico
Presente.

Por medo de la presente, nos permiimos informar 3 usted que hemos revisado 13 tesis Titulada:

del C. Sandra Pacla Martinez Frias
Estudante do! programa co maostria del departamento de Biomedicina Molecular y &l material reunido es suficiente
para que se proceda a la realizacin de examen de grado comespondiente.

Alentamentg

Dra Carmen Sénchez Torres
Investigadora bular Dr \ﬂm}{ gz Ntnmb
CVU: 19302
CVU 8510

Comeo: csanchez@cinvestav.mx

Nota: Todo el comité deberd incluir correo electrinico y No. de CVU.
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