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    RESUMEN


    Introducción: Se detectó un vacío en el conocimiento sobre la respuesta inmunitaria anti-SARS-CoV-2 que generan en leche materna las vacunas de subunidad proteica, como Abdala. Objetivo: Analizar la respuesta de anticuerpos anti-RBD del SARS-CoV-2 en leche materna de puérperas (5 y 9) semanas después de 3 dosis de Abdala, y de no vacunadas pero infectadas con SARS-CoV-2. Métodos: Estudio observacional analítico unicéntrico para pesquisar y titular los anticuerpos IgA e IgG anti-RBD de la cepa Wuhan-Hu-1 y de la variante Ómicron BA.5 en leche materna. Se evaluaron los títulos neutralizantes de los anticuerpos en las vacunadas y se compararon con los generados por el SARS-CoV-2 en las no vacunadas. Se correlacionaron los títulos neutralizantes con las enfermedades crónicas no transmisibles, la paridad y la edad de las vacunadas. Resultados: En todas las vacunadas se detectaron anticuerpos IgA e IgG anti-RBD-Wuhan-Hu-1 y anti-RBD-Ómicron-BA.5, estos últimos con niveles inferiores a los anti-RBD-Wuhan-Hu-1. El isotipo IgA predominó sobre IgG. Los títulos neutralizantes fueron estables hasta las 9 semanas postvacunación y similares a los generados por la infección. Las enfermedades crónicas no transmisibles y la multiparidad correlacionaron con los títulos más bajos, pero no con la edad. Conclusiones: La vacuna Abdala genera en leche materna, (5 y 9) semanas después de 3dosis, diferentes niveles de IgA e IgG anti-RBD-Ómicron BA.5 y anti-RBD-Wuhan-Hu-1. Los títulos neutralizantes de estos anticuerpos son similares a los generados por el SARS-CoV-2, y disminuyen en presencia de enfermedades crónicas no transmisibles o por la multiparidad.


    Palabras clave: vacuna Abdala; IgA; IgG; SARS-CoV-2; anticuerpos neutralizantes


    SARS-CoV-2 anti-RBD immune response in breast milk from puerperal women vaccinated with Abdala


    ABSTRACT


    Introduction: The immune response generated in breast milk by protein subunit anti-SARS-CoV-2 vaccines, such as Abdala, was unknown. Objective: To analyze the anti-RBD antibody response of SARS-CoV-2 in breast milk samples from postpartum women, 5 and 9 weeks after three doses of Abdala, and from unvaccinated but infected with SARS-CoV-2. Methods: A single-center analytical observational study was carried out to semi-quantify by titration the anti-RBD IgA and IgG antibodies of the Wuhan-Hu-1 strain and the Omicron BA.5 variant, in breast milk at both post-vaccination times. The neutralizing antibody titers in vaccinated women were evaluated and compared with those generated by SARS-CoV-2 infection. Neutralizing antibody titers were correlated to the presence of chronic noncommunicable diseases, parity and age of vaccinated participants. Results: In all breast milk samples from vaccinated women, IgA and IgG antibodies were detected against RBD-Wuhan-Hu-1 and anti-RBD-Omicron-BA.5, the latter with levels lower than those against RBD-Wuhan-Hu-1. The IgA isotype predominated over IgG. The neutralizing antibody titers were stable up to 9 weeks post-vaccination and in a magnitude similar to those generated by the infection. The presence of chronic noncommunicable diseases and multiparity correlated with the lowest titers, and these did not correlate with the age of the participants. Conclusions: Abdala vaccine generates in breast milk, 5 and 9 weeks after three doses, different levels of IgA and IgG anti-RBD-Omicron BA.5 and anti-RBD-Wuhan-Hu-1, with neutralizing titers similar to those generated by SARS-CoV-2. Neutralizing antibody titers decreased in the presence of chronic non-communicable diseases or due to multiparity.
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    INTRODUCCIÓN


    La comunidad científica internacional tuvo un rol crucial en el estudio y la caracterización del SARS-CoV-2, y en la definición de estrategias de tratamiento y protección. (1) Como nunca antes, científicos de todo el mundo lograron el rápido desarrollo de vacunas de diferentes plataformas, la mayoría de ellas activan el sistema inmunitario contra la proteína de la espiga (S) del SARS-CoV-2, una de las 4 proteínas estructurales del virus, que contiene dominio de unión al receptor (RBD), responsable de la interacción con la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2), el receptor para el ingreso a la célula hospedero. (2,3,4) Uno de los mecanismos de neutralización del SARS-CoV-2 de los anticuerpos que generan estas vacunas consiste en neutralizar la interacción RBD-ACE2 para bloquear la infección viral. (4)


    Abdala, una vacuna de subunidad proteica desarrollada y producida en el Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología (CIGB), de La Habana, se basa en el RBD recombinante, con la secuencia descrita para la cepa Wuhan-Hu-1 (NCBI Acc. No. YP_009724390), expresado en Pichia pastoris (Komagataella phaffii). Se demostró el plegamiento correcto del antígeno purificado, como requisito necesario para la inducción de una respuesta de anticuerpos capaces de neutralizar el SARS-CoV-2, mediante la inhibición de la interacción del RBD con su receptor celular. (5) Abdala contribuyó a frenar la propagación del virus y a la reducción de la gravedad de la enfermedad y de la tasa de mortalidad por COVID-19 en Cuba.


    No obstante, existe un problema práctico que justifica el presente trabajo: las vacunas anti-COVID-19 autorizadas no han sido aprobadas para los niños menores de 6 meses. (2,6) Aunque el virus tiende a ser menos grave en las personas jóvenes, los bebés que contraen la enfermedad tienen más riesgo de hospitalización en comparación con los niños mayores. (2) Además, se han notificado casos de enfermedad grave en este grupo etario. (7) Por tanto, es un grupo vulnerable que aún no está protegido contra la COVID-19.


    La vacunación anti-SARS-CoV-2 durante el último trimestre del embarazo genera altos títulos de IgG contra la proteína S en la circulación materna, y los bebés nacidos de madres inmunizadas con vacunas ARNm reciben anticuerpos IgG anti-S mediante transferencia placentaria, que los protegen temporalmente contra la COVID-19. (8) La lactancia materna puede complementar esta protección, porque participa en la regulación inmunitaria en los primeros meses después del nacimiento. (9)


    La literatura científica ha informado la presencia y actividad neutralizante de inmunoglobulinas de la leche humana, que reconocen la proteína S y el RBD del SARS-CoV-2 después de la vacunación. Los niveles y la permanencia en el tiempo de los isotipos IgA, IgG e IgM contra los antígenos virales han tenido un comportamiento muy variable, condicionados por factores como el tipo de vacuna y las dosis aplicadas. (2,10,11,12,13)


    Este trabajo tuvo como objetivos analizar la presencia y los títulos de anticuerpos IgA e IgG anti-RBD-Wuhan-Hu-1 y anti-RBD-Ómicron BA.5 del SARS-CoV-2 en la leche materna, colectada de puérperas (5 y 9) semanas después de la tercera dosis de Abdala; evaluar los títulos neutralizantes del SARS-CoV-2 de los anticuerpos anti-RBD-Wuhan-Hu-1 generados por Abdala en la leche materna, respecto a los generados después de la COVID-19 en puérperas no vacunadas, y analizar la relación entre estos títulos y la paridad, la edad y la presencia de enfermedades crónicas no transmisibles (ECNT) en las vacunadas.


    



    MÉTODOS


    Diseño del estudio


    Se realizó un estudio observacional analítico unicéntrico para analizar la respuesta de anticuerpos anti-RBD del SARS-CoV-2 en leche materna de puérperas vacunadas con Abdala, (5 y 9) semanas después de la tercera dosis, en comparación con la respuesta a la infección por SARS-CoV-2, 40 días o más después de la confirmación por RT-PCR, en puérperas no vacunadas. Se utilizaron muestras independientes de leche materna, obtenidas de puérperas en las salas de neonatología del Hospital Camilo Cienfuegos de Sancti Spíritus, entre el 30 de septiembre y el 26 de noviembre de 2021. El estudio se aprobó por el acuerdo 144/2021 del Comité de Ética del hospital. Las participantes se distribuyeron en 4 grupos según los criterios de inclusión:


    
      	Grupo de estudio A: vacunadas con 3 dosis de Abdala, en la quinta semana después de la tercera dosis, y refirieron no haberse infectado con el SARS-CoV-2;


      	grupo de estudio B: vacunadas con 3 dosis de Abdala, en la novena semana después de la tercera dosis, y refirieron no haberse infectado con el SARS-CoV-2;


      	grupo de referencia C: no vacunadas con Abdala y con 40 días o más después de haber confirmado por RT-PCR la infección con SARS-CoV-2;


      	control negativo: no vacunadas con Abdala y que refirieron no haberse infectado con el SARS-CoV-2.

    


    Colecta y procesamiento de las muestras de leche materna


    La colecta se realizó mediante extracción manual hacia un recipiente estéril, descartando las primeras (4 a 5) gotas. Las muestras se congelaron y transportaron en hielo hasta el CIGB de Sancti Spíritus. Allí se descongelaron en un baño termostatado a 37 °C y se centrifugaron a 1300 g durante 15 min a 4 °C. La fase acuosa se separó de la capa grasa y se distribuyó en alícuotas de 200 µL en viales criogénicos que se almacenaron a -20 °C hasta el análisis.


    Antígenos utilizados para los ELISA


    El CIGB Habana suministró el RBD recombinante del SARS-CoV-2, con una secuencia que comprende los residuos N331-K529 de la proteína S de la cepa Wuhan-Hu-1, y el RBD recombinante correspondiente a la variante Ómicron BA.5. El Centro de Inmunología Molecular (CIM) suministró hFc-ACE2 recombinante, expresado en HEK293T, para el ensayo subrogado de neutralización.


    Pesquisa de anticuerpos IgA e IgG anti-RBD-Wuhan-Hu-1 y anti-RBD-Ómicron BA.5


    Se realizó con un ensayo ELISA optimizado mediante diseños factoriales completos. 14 El ELISA empleó placas Costar® 3590, recubiertas con 100 μL/pocillo de 10 μg/mL de RBD-Wuhan-Hu-1 o de RBD-Ómicron BA.5, disueltos en tampón carbonato-bicarbonato 100 mM (pH 9,6). Se colocaron 2 h en una incubadora a 37 °C (RETOMED, Cuba). A continuación, se aplicaron 3 lavados con 380 μL/pocillo de PBS con 0,05 % de Tween-20 (Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Este tampón se utilizó para todos los pasos de lavado. Luego los pocillos se bloquearon con 380 μL de PBS con BSA 3 % (p/v) 1 h a 37 °C. Después de un lavado se agregaron 100 μL/pocillo de las muestras de leche materna, diluidas 1:100 con tampón de dilución, que consistió en PBS con BSA 1 % (p/v), que también se utilizó como blanco. Las placas se incubaron 1 h a 37 °C y después se lavaron 3 veces. Se aplicaron 100 μL/pocillo del anticuerpo anti-IgA humana-HRP (CBSSIgAH-HRP, CIGB Sancti Spíritus, Cuba) o del anti-IgG humana-HRP (Dako, Dinamarca), ambos diluidos 1:4000 con tampón de dilución, y permanecieron las placas 1 h a 37 °C. Luego de 3 lavados, se incubaron en la oscuridad con 100 μL/pocillo de 0,5 mg/mL de ortofenilendiamina (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) en ácido cítrico 0,0243 M (Merck, Alemania), hidrógeno fosfato disódico 0,0514 M (Merck, Alemania) y peróxido de hidrógeno (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) al 0,015 % (p/v), 20 min a 22 °C -25 °C. La reacción se interrumpió agregando 100 μL/pocillo de ácido sulfúrico 2 M (EMSURE, Estados Unidos) y se midió la absorbancia a 492 nm (A492 nm) en un lector de placas (Labsystems Multiskan® Plus, Finlandia). Se calculó un punto de corte (PC), para detectar anticuerpos IgA e IgG anti-RBD-Wuhan-Hu-1 y anti-RBD-Ómicron BA.5 en las muestras con valores de A492nm por encima de él: (15)


    PC = m (Abs muestras neg) + 2 × DE


    Donde m (Abs muestras neg): promedio de los valores de A492 nm, corregidos con el blanco, de las muestras del grupo control negativo,


    DE: desviación estándar.


    Titulación de los anticuerpos IgA e IgG anti-RBD del SARS-CoV-2 en las muestras de los grupos de estudio


    Los títulos de anticuerpos IgA e IgG, contra los RBD Wuhan-Hu-1 y Ómicron BA.5, se evaluaron simultáneamente para cada muestra en una misma placa ELISA, siguiendo el protocolo anterior. Las muestras se diluyeron en serie con factor de dilución Fd = 2, desde 1:100 hasta 1:12800, para conformar las curvas de titulación de las muestras, Log Abs492 nm versus Log Fd, ajustadas mediante una regresión logística sigmoidea asimétrica de 5 parámetros, con GraphPad Prism 8.0.


    Los títulos contra ambos RBD se determinaron interpolando el valor del PC (calculado como se indicó anteriormente) en la curva de titulación de cada muestra. Los datos de títulos de anticuerpos se normalizaron mediante transformación logarítmica. Se utilizó la prueba t de muestras relacionadas para comparar los títulos frente a ambos RBD (p ≤ 0,05). Para definir el tamaño del efecto de la diferencia de las medias entre grupos se determinó la d de Cohen, mediante la fórmula (1): (16)


    [image: ]


    donde:


    m1 y m2: medias de los títulos de anticuerpos de los grupos,


    DE1 y DE2: desviaciones estándar de los títulos de anticuerpos de los grupos.


    Ensayo subrogado de neutralización de la interacción RBD-ACE2


    Se recubrieron placas Costar® 3590 con 100 µL/pocillo de 5 µg/mL de hFc-ACE2, disuelto en PBS (pH 7,4) 3 h a 37 °C. Después de un lavado las placas se bloquearon con PBS y BSA al ٣% (p/v) por 1 h a 37 °C. Durante el tiempo de bloqueo, las muestras de los grupos A, B, C y control negativo se diluyeron en serie 8 veces, con Fd = 4, desde 1:4 hasta 1:65536. Se colocaron en tubos eppendorf® y se incubaron (v/v) con el conjugado RBD(Wuhan-Hu-1)-HRP (CIGB, Sancti Spíritus) diluido 1:16000, 1 h a 37 °C. La incubación de este conjugado con tampón de dilución, fue el control positivo de la interacción RBD-ACE٢. Transcurrida la hora 100 μL de las mezclas incubadas en tubos se agregaron a las placas recubiertas y bloqueadas y se dejaron 1 h a 37 °C. Las placas se lavaron 4 veces, se les añadieron 100 μL/pocillo de 0,6mg/mL de ortofenilendiamina, disuelta en tampón fosfato-citrato (fosfato 0,2 M; citrato 0,1M; pH 5,0) y peróxido de hidrógeno al 0,006 % (v/v), y se mantuvieron 20 min en la oscuridad de 22 °C a 25°C. La reacción se detuvo con 100 µL de ácido sulfúrico 2,66 M y se leyó la A492 nm. Punto de corte del ensayo (PC): valor de A492 nm por debajo del cual las muestras se consideraron inhibidoras de la interacción RBD(Wuhan-Hu-1)-ACE2.


    PC = m (A492 nm)-t(0,99;7 gL; una cola) × DE


    donde:


    m (A492nm): media de 8 valores de A492 nm del control positivo,


    gL: grados de libertad,


    DE: desviación estándar.


    El título de anticuerpos neutralizantes (TaN) de cada muestra fue la máxima dilución con anticuerpos detectables que inhiben la interacción RBD(Wuhan-Hu-1)-ACE2. Se determinó interpolando el PC en la curva de dilución de cada muestra, Log Abs492 nm versus Log Fd, ajustada mediante una regresión logística sigmoidea asimétrica de 5 parámetros con el GraphPad Prism 8.0.


    La normalidad de los datos de TaN se evaluó mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Se realizó la prueba de Kruskal-Wallis (p ≤ 0,05) a las 3 combinaciones de pares de grupos: A-B, A-C y B-C, para comparar entre ellos la media de los TaN (p ≤ 0,05). El tamaño del efecto de la diferencia de las medias entre los grupos se calculó mediante la fórmula (2).


    [image: ]


    donde:


    rbis: correlación de rangos biseriales,


    U de Mann-Whitney,


    n1 y n2: número de participantes de cada grupo,


    Se utilizaron los puntos de corte sugeridos por Domínguez-Lara para evaluar el tamaño del efecto de la diferencia en estudios comparativos. (17)


    Microneutralización viral en células Vero E6


    Se seleccionaron las muestras con mayores TaN del ensayo subrogado, para realizar un ensayo de microneutralización viral tradicional utilizando la variante D614G del SARS-CoV-2. Los TaN de este ensayo se calcularon como la dilución más alta en la que el 50 % de las células permanecieron intactas, según la incorporación de rojo neutro en los pocillos de control sin virus agregado. Las comparaciones entre grupos, de los TaN calculados, se realizaron mediante una prueba de Kruskal-Wallis (p ≤ 0,05).


    Evaluación de la relación de los TaN con la edad, la paridad y las enfermedades crónicas no transmisibles en las participantes vacunadas


    Se correlacionaron los TaN, obtenidos en el ensayo subrogado, con las correspondientes edades de las puérperas en cada grupo. Para correlacionar los TaN y la paridad al inicio de la vacunación, los grupos A y B se organizaron en 3 subgrupos cada uno: nulíparas (paridad=0), primíparas (paridad = 1) y multíparas (paridad ≥ 2). Se utilizó la prueba de Spearman para todas las correlaciones, cuya fuerza se determinó utilizando la siguiente escala: valores de 0correlación nula; hasta 0,1 correlación débil; de 0,3 mediana; 0,5 moderada; 0,7 alta y 0,9muy alta. (18)


    La relación de los TaN y las ECNT se evaluó luego de organizar los grupos A y B en 2subgrupos cada uno: puérperas con al menos una ECNT y puérperas sin ECNT. Se definió por subgrupo el número de muestras con TaN y su posición en los siguientes rangos: TaN≥65536; 50000 ≤ TaN < 65536; 20000 ≤ TaN < 50000; 10000≤TaN < 20000; TaN<10000.


    



    RESULTADOS


    Características de las participantes


    Un total de 156 puérperas se incluyeron en el estudio como donantes de leche materna, a razón de 52 por grupo, con edades comprendidas entre 15 y 41 años. La mayoría en los grupos A y B eran nulíparas en el momento de la vacunación. Menos del 20 % de las integrantes de A y B y más de la mitad del C padecían al menos una ECNT. El asma y la hipertensión arterial fueron las ECNT prevalentes en los 3 grupos.


    Anticuerpos IgA e IgG anti-RBD detectados en las muestras


    Los anticuerpos IgA e IgG anti-RBD-Wuhan-Hu-1 se detectaron en todas las muestras incluidas en los 3 grupos. Los anticuerpos IgA e IgG anti-RBD-Ómicron BA.5 se detectaron en el 100 % de las muestras de los grupos A y B y en el 42,31 % de las del C.


    En los grupos de estudio, los títulos de IgA contra ambos RBD disminuyeron de la quinta a la novena semana postvacunación, y los de IgG aumentaron en ese período de tiempo y permanecieron por debajo de los IgA (figura 1). Los títulos de IgA e IgG anti-RBD-Wuhan-Hu-1 fueron significativamente más altos que los anti-RBD-ÓmicronBA.5 en ambos momentos postvacunación (figura 1). En el grupo A, las medias de los títulos de IgA anti-RBD-Wuhan-Hu-1 y anti-RBD-ÓmicronBA.5 fueron (en escala lineal) 9705 y 2767, respectivamente. En el grupo B fueron 4887 y 1811, en el mismo orden. La media de los títulos de IgG anti-RBD-Wuhan-Hu-1 fue 2,7 veces mayor que la de los anti-RBD-ÓmicronBA.5 a las 5 semanas postvacunación, y 3,8 veces mayor a las 9 semanas. Los valores de la d de Cohen, en todos los casos por encima de 2,126; confirmaron el tamaño grande de la diferencia que favoreció a los anti-RBD-Wuhan-Hu-1.


    Anticuerpos neutralizantes generados por Abdala y por la infección con SARS-CoV-2


    Tanto la vacunación con 3 dosis de Abdala como la infección por COVID-19 generaron títulos de anticuerpos anti-RBD-Wuhan-Hu-1 neutralizantes (figura2), detectados mediante el ensayo subrogado de neutralización. En el 84,62 % y el 80,77 % de las muestras de leche de los grupos A y B, respectivamente, y el 82,69 % de las del grupo de referencia, se encontraron anticuerpos que inhibieron la interacción RBD-ACE2. Las medias de los TaN para los grupos A, B y C fueron 39538, 38274 y 38742, en ese orden, y no difirieron significativamente (p = 0,122). El tamaño del efecto de la diferencia de las medias de los TaN entre los grupos se mantuvo en la escala baja para las 3 comparaciones posibles: rbis (A y B)=0,032; rbis (B y C) = 0,003; rbis (A y C) = 0,024; lo que ratificó la similitud entre los títulos neutralizantes de las que se vacunaron o se infectaron por SARS-CoV-2


    Casi el 20 % de las muestras en cada grupo tuvieron TaN muy cercanos o iguales a 65536; el mayor factor de dilución aplicado. Fueron estas las muestras seleccionadas para el ensayo de microneutralización, cuyos TaN aparecen en la tabla 1. Esta prueba confirmó los resultados del ensayo subrogado: no existieron diferencias significativas (p = 0,714) en los TaN de los anticuerpos generados en la leche materna por la infección viral y por la vacunación con Abdala, 5 y 9 semanas después de la tercera dosis.


    Relación entre los títulos de anticuerpos neutralizantes generados por Abdala y las enfermedades crónicas no transmisibles, la paridad y la edad en las vacunadas


    Casi el 98 % de las muestras colectadas de las puérperas sin ECNT inhibieron la interacción RBD-ACE2, y los TaN más altos, por encima de 50 000, se encontraron en alrededor del 34 % de ellas en los 2 momentos postvacunación. Sin embargo, los anticuerpos neutralizantes se detectaron solamente en el 22 % y en el 10 % de las muestras de leche de las puérperas con ECNT, colectadas (5 y 9) semanas postvacunación, respectivamente, y todas estuvieron en el rango más bajo de títulos inhibidores de la interacción RBD(Wuhan-Hu-1)-ACE2. Todas las muestras sin actividad inhibitoria de esta interacción pertenecían a puérperas con ECNT (tabla2). Existió una correlación negativa moderada y significativa entre la paridad al inicio de la vacunación y los TaN, y se comprobó la correlación negativa débil y no significativa de estos con la edad de las participantes (tabla 3).


    DISCUSIÓN


    Este trabajo demostró la presencia de anticuerpos IgA e IgG anti-RBD de la cepa Wuhan-Hu-1 y de la variante Ómicron BA.5 del SARS-CoV-2 en la leche materna, colectada de puérperas que recibieron el esquema completo de Abdala. Es un resultado que forma parte del primer artículo publicado sobre la respuesta inmune humoral que genera en leche materna una vacuna anti-SARS-CoV-2 de subunidad proteica. (19) La selección de los 2 momentos postvacunación analizados asumió un rango intermedio de los referidos en la literatura para estudios similares con otros tipos de vacunas, principalmente las de ARNm de Pfizer y Moderna. (20,21,22,23,24,25,26)


    En el 100 % de las muestras de los grupos de estudio se detectaron valores de A492 nm por encima del correspondiente punto de corte, para los 2 isotipos de anticuerpos anti-RBD pesquisados. Es un resultado que coincide con el obtenido por Trofin et al. y que supera a la mayoría de los publicados para vacunas de ARNm, de virus inactivado y de vector viral, que no encontraron en todas las muestras de leche materna los anticuerpos IgA e IgG anti-RBD después de la vacunación. (24,2,11,13)


    Los anticuerpos que genera Abdala en la leche materna reconocen también al RBD de la variante Ómicron BA.5, a pesar de que su secuencia presenta diferencias en comparación con la cepa Wuhan-Hu-1, en la que se basa la vacuna. (27) Una de las razones de esta respuesta de anticuerpos podría estar relacionada con la glicosilación del RBD de Abdala, expresado en P. pastoris. La glicosilación introducida por esta levadura, distante de las células de mamíferos, puede contribuir a la inmunogenicidad del RBD. (28) Limonta et al. confirmaron la N-glicosilación completa de N331 y N343 en el RBD de Abdala, los 2 sitios de N-glicosilación de este dominio en el contexto de la proteína S. Liu y Wilson han descrito que la mayoría de los residuos en N343 están más conservados en comparación con otros, y que este sitio está expuesto independientemente de si el RBD está hacia arriba, abajo o en configuraciones intermedias. (5,29) La glicosilación modula la conformación o la exposición de epítopos peptídicos, como resultado de interacciones intramoleculares carbohidrato-proteína, por lo que el impacto de la glicosilación en el RBD de Abdala podría estar en la exposición de epítopos que se conservan en variantes pandémicas, como Ómicron BA.5, y que posibilita la respuesta de anticuerpos específicos contra ellos. (30)


    Las puérperas del grupo de referencia fueron las no vacunadas que habían cumplido al menos 40días desde la confirmación por RT-PCR de la infección con SARS-CoV-2. La selección de este intervalo de tiempo se basó en los hallazgos de Young et al. en un estudio de cohorte que reveló una tendencia ascendente en los anticuerpos IgA e IgG anti-RBD en la leche materna a partir de los 30 días y hasta los 90 días posteriores a la infección, y en otros informes que detectaron la actividad neutralizante de los anticuerpos más allá de los 2 meses postinfección.(26,31)


    En todas las muestras de este grupo se detectaron anticuerpos IgA e IgG anti-RBD-Wuhan-Hu-1, y en el 42,31 % de ellas se encontraron los anti-RBD-ÓmicronBA.5. En el período de tiempo que comprendió el estudio, Ómicron aún no había sido reportada oficialmente como variante del SARS-CoV-2 circulante en el mundo. (32) Existe una alta probabilidad de que las puérperas del grupo de referencia no estuvieran en contacto con esta variante. No obstante, en 22 muestras de este grupo los valores de A492 nm estuvieron por encima del punto de corte del ensayo, lo que revela la presencia de anticuerpos que reconocen el RBD de Ómicron BA.5. Este reconocimiento puede deberse a que las secuencias de los RBD, de las variantes del SARS-CoV-2 que infectaron a las puérperas, tuvieran mutaciones que se encuentran también en Ómicron BA.5 y que generen una respuesta inmune detectable en el ensayo.


    La prevalencia de la respuesta IgA sobre la IgG hasta las 9 semanas postvacunación contrasta con la mayoría de los estudios citados por Dimitroglou et al., que avalan la superioridad de la respuesta inmune de isotipo IgG en la leche materna desde las primeras dosis de las vacunas de ARNm, de virus inactivado o de vector viral. (13) Sin embargo, un estudio observacional prospectivo de Valcarce et al. informó la respuesta inmune IgA predominante en la leche materna de vacunadas con Moderna y Pfizer, que, a diferencia de Abdala, son vacunas basadas en ARNm, pero es un resultado coincidente con el nuestro en cuanto a la prevalencia de la IgA anti-RBD postvacunación. Kelly et al. explicaron que los niveles de IgA se elevaron significativamente, desde las 2 semanas hasta los 40 días después de la primera dosis de la vacuna Pfizer/BioNTech, pero tuvieron una disminución gradual después de la segunda dosis.(33,34) Es una tendencia decreciente similar a la informada en el presente estudio, que podría correlacionarse con la cinética natural de esta inmunoglobulina. (35)


    Los niveles de IgG anti-RBD eran muy bajos a las 5 semanas postvacunación, pero aumentaron significativamente en el transcurso de las 4 semanas siguientes, lo que concuerda con las tendencias descritas por Young etal. sobre el aumento significativo en el tiempo de los niveles de IgG anti-RBD en la leche materna, luego de la administración de vacunas de ARNm. Jorgensen et al. apuntan que el incremento de la IgG es más lento, pero es el isotipo que persiste por más tiempo en la leche materna de las que recibieron ese tipo de vacunas. (26,10)


    El esquema primario de Abdala genera anticuerpos que reconocen a Ómicron BA.5 y seguramente a BA.4, que codifica las mismas mutaciones que BA.5 en el RBD. (36) Los títulos de anticuerpos IgA e IgG anti-RBD-Wuhan-Hu-1 son significativamente mayores que los anti-RBD-Ómicron BA.5. En comparación con la cepa original del SARS-CoV-2, la variante Ómicron tiene 60 mutaciones, 37 de las cuales están en la proteína S. Ómicron BA.5 tiene 15sustituciones de aminoácidos en su RBD. Estas modificaciones cambian los epítopos de unión a muchos anticuerpos inducidos por las vacunas o la infección con las variantes virales anteriores, lo que sustenta la reducción de los títulos de anticuerpos anti-RBD-Ómicron BA.5 en las vacunadas con Abdala, respecto a los que reconocen el RBD-Wuhan-Hu-1, que es el antígeno vacunal. (36)


    Desde las primeras 5 semanas postvacunación se identificaron anticuerpos que inhiben la interacción entre el RBD y el receptor ACE2 recombinante, en más del 80 % de las muestras analizadas. Esta observación confirmó que Abdala puede lograr en leche materna su objetivo primordial: generar anticuerpos anti-RBD que bloqueen el primer paso de la infección por SARS-CoV-2. (5)


    La actividad neutralizante de estos anticuerpos es estable desde las 5 semanas hasta las 9 semanas postvacunación, y no constaron diferencias significativas entre estos grupos respecto al de referencia, resultados confirmados con la prueba de microneutralización de virus intacto, que se considera el estándar de oro para medir la efectividad de los anticuerpos para neutralizar el SARS-CoV-2. Esto sugiere que la vacunación con Abdala podría ofrecer una protección similar a la infección natural con el SARS-CoV-2, y que los lactantes que toman leche materna de vacunadas o de las que enfermaron de COVID-19 pueden recibir una inmunidad pasiva potencial contra el virus.


    La actividad neutralizante de los anticuerpos detectados mostró una tendencia a ser más baja en las puérperas que padecen alguna ECNT, lo que implica extremar la protección contra la COVID-19 de las embarazadas y puérperas que padezcan ECNT. El asma y la hipertensión arterial fueron las de mayor prevalencia en las participantes. Liu et al. abordaron la incidencia negativa del asma en las concentraciones séricas de inmunoglobulinas anti-RBD y en su actividad neutralizante del SARS-CoV-2. (37) También se han encontrado bajos niveles de anticuerpos anti-RBD en suero de pacientes hipertensos que recibieron vacunas anti-SARS-CoV-2. (38) La hipertensión arterial está asociada a la inflamación sistémica crónica, que puede alterar las funciones de los tejidos, órganos y células, y provocar un deterioro de la función inmune, afectando la respuesta a las vacunas. (39)


    Se estableció una correlación negativa moderada y significativa entre los TaN anti-RBD-Wuhan-Hu-1 y la paridad al inicio de la vacunación. La relación directa no es fuerte pero sí significativa. Este resultado es una alerta para reforzar la protección de las multíparas contra la COVID-19, que se suma a la relacionada con la presencia de ECNT.


    La edad de las puérperas no correlaciona con los TaN en la leche materna tras la vacunación con 3 dosis de Abdala. Este resultado no puede ser comparado con otros afines porque no se encuentran en la literatura científica. Trofin et al. informaron que la edad es una variable que no tiene interrelación con los niveles de anticuerpos IgA e IgG anti-RBD en la leche materna de mujeres que recibieron vacunas de ARNm, y que no predetermina ni influye en la secreción de IgA a través de la lactancia, pero no analizaron su correlación con la actividad neutralizante de esos anticuerpos. (24) Se precisan más investigaciones para afirmar que la edad de las puérperas, que reciben diferentes inmunógenos anti-SARS-CoV-2, no está interrelacionada con la actividad neutralizante de los anticuerpos que generan estos en la leche materna.


    Limitaciones del estudio


    Es necesario realizar más investigaciones para confirmar tendencia a la disminución de la actividad neutralizante de los anticuerpos anti-RBD-Wuhan-Hu-1, generados por Abdala en las puérperas multíparas o que padecen una o varias ECNT.


    Conclusiones


    La vacuna Abdala genera anticuerpos IgA e IgG que reconocen el RBD de la cepa Wuhan-Hu-1 y de la variante Ómicron BA.5 del SARS-CoV-2, en la leche materna colectada (5 y 9) semanas después de la tercera dosis. Estos anticuerpos neutralizan el SARS-CoV-2 en una magnitud similar a los anticuerpos producidos por la infección viral. Los títulos neutralizantes no están relacionados con la edad de las puérperas, y tienden a disminuir en las multíparas o en las que padecen ECNT.
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    Fig. 1. Títulos de anticuerpos IgA e IgG contra los RBD de la cepa Wuhan-Hu-1 y de la variante Ómicron BA.5 en leche materna, colectada de puérperas vacunadas con 3 dosis de Abdala, (grupo A) 5 semanas y (grupo B) 9 semanas después de la tercera dosis de la vacuna. Se utilizó la prueba t de muestras relacionadas, para evaluar la significación estadística de las diferencias en los títulos de anticuerpos, en escala logarítmica, frente a ambos RBD. Los datos se presentan como la media y el IC95%; los asteriscos representan a p < 0,000.
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    Fig. 2. Títulos de anticuerpos neutralizantes de la interacción RBD-ACE2, detectados en muestras de leche materna en un ensayo subrogado de neutralización. Las muestras se colectaron (A) 5 semanas y (B) 9 semanas después de la tercera dosis de Abdala y (C) de puérperas no vacunadas con Abdala y con más de 40 días de confirmar la infección con SARS-CoV-2. Se presentan la media y el IC del 95% de los títulos de anticuerpos neutralizantes.

  


  
    


  


  


  
    Tabla 1. Títulos de anticuerpos neutralizantes (TaN) detectados en el ensayo de microneutralización de la variante D614G del SARS-CoV-2
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            1:40

          

          	
            187

          

          	
            1:40

          
        


        
          	
            138

          

          	
            1:447

          

          	
            180

          

          	
            
              1:56

            

          
        

      
    


    Nota: grupo A, 5 semanas y B, 9 semanas después de la tercera dosis de Abdala y C, de puérperas no vacunadas con Abdala y con más de 40días de confirmar la infección con SARS-CoV-2.

  


  
    Tabla 2. Distribución de las muestras de leche materna de vacunadas con títulos de anticuerpos neutralizantes, atendiendo a la presencia o no de enfermedades crónicas no transmisibles.


    
      
        
        
        
        
        
      

      
        
          	

          	
            Grupo A

          

          	
            Grupo B

          
        


        
          	

          	

          	
        


        
          	
            Total de muestras analizadas

          

          	
            52

          

          	
            52

          
        


        
          	
            Distribuidas según la presencia o no de al menos una ECNT

          

          	
            Sin ECNT

          

          	
            Con ECNT

          

          	
            Sin ECNT

          

          	
            Con ECNT

          
        


        
          	
            43

          

          	
            9

          

          	
            42

          

          	
            10

          
        


        
          	
            Muestras con actividad inhibidora RBD-ACE2

          

          	
            44

          

          	
            42

          
        


        
          	
            Distribuidas según la presencia o no de al menos una ECNT

          

          	
            Sin ECNT

          

          	
            Con ECNT

          

          	
            Sin ECNT

          

          	
            Con ECNT

          
        


        
          	
            42

          

          	
            2

          

          	
            41

          

          	
            1

          
        


        
          	
            Distribuidas en rangos de TaN

          

          	

          	

          	

          	
        


        
          	
            TaN = 65 536

          

          	
            9

          

          	
            0

          

          	
            9

          

          	
            0

          
        


        
          	
            50 000 ≤ TaN < 65 536

          

          	
            6

          

          	
            0

          

          	
            5

          

          	
            0

          
        


        
          	
            20 000 ≤ TaN< 50 000

          

          	
            22

          

          	
            0

          

          	
            19

          

          	
            0

          
        


        
          	
            10 000 ≤ TaN < 20 000

          

          	
            4

          

          	
            0

          

          	
            4

          

          	
            0

          
        


        
          	
            TaN < 10 000

          

          	
            1

          

          	
            2

          

          	
            4

          

          	
            1

          
        


        
          	
            Muestras sin actividad inhibidora RBD-ACE2

          

          	
            8

          

          	
            10

          
        


        
          	
            Distribuidas según la presencia o no de al menos una ECNT

          

          	
            0

          

          	
            8

          

          	
            0

          

          	
            10

          
        

      
    


    Nota: Las muestras de leche se colectaron de puérperas vacunadas con Abdala, 5 (grupo A) y 9 (grupo B) semanas después de la tercera dosis.

  


  
    


  


  


  
    Tabla 3. Correlaciones entre la paridad al inicio de la vacunación y la edad con los títulos de anticuerpos neutralizantes anti-RBD-Wuhan-Hu-1, en muestras de leche materna colectadas de puérperas vacunadas con 3 dosis de Abdala


    
      
        
        
        
        
        
      

      
        
          	
            Correlaciones

          

          	
            Grupo A

          

          	
            Grupo B

          
        


        
          	
            Rho (Spearman)

          

          	
            p

          

          	
            Rho (Spearman)

          

          	
            p

          
        


        
          	
            Paridad-TaN

          

          	
            -0,529

          

          	
            0,000

          

          	
            -0,581

          

          	
            0,000

          
        


        
          	
            Edad-TaN

          

          	
            -0,190

          

          	
            0,218

          

          	
            0,126

          

          	
            0,416

          
        

      
    


    Nota: Grupos A y B: muestras colectadas 5 y 9 semanas después de la vacunación, respectivamente; TaN: títulos de anticuerpos neutralizantes.

  


  
    


  


  
    [image: ]

  

OEBPS/Images/Imagen71276.jpg
Tpis = 1—

2U

nyxn,

()





OEBPS/Images/Imagen71268.jpg
__ my-my
4i= [(DE12+DEp?) M

2z





OEBPS/Images/Licencia_CC_by-nc2.png
(9 O &





OEBPS/Images/pageHeaderTitleImage_es_ES_(1).jpg





OEBPS/Images/icono.jpg





OEBPS/Images/Imagen71286.png
Log Titulos IgA anti-RBD

Grupo A

Wuhan-Hu-1

Grupo B

Omicron.BAS

45
4.0
35
3.0
25
2.0

Log Titulos IgG anti-RBD

1.5

Grupo A

Grupo B





OEBPS/Images/AACC_2021.jpg
- I
s | Academia de Ciencias de Cuba \"






OEBPS/Images/Imagen71294.png
4 70000
8
=
§ 60000

®

50000

40000

30000

20000

10000

I

oo o

oo, oottt ey

Titulos de anticuerpos neutr:

T
Grupos de muestras






