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1. RESUMEN

“SEGUIMIENTO SEROLOGICO DE ANTICUERPOS ANTI-RBD EN
CHIHUAHUENSES DE 50 A 60 ANOS INMUNIZADOS CON LA VACUNA PFIZER
BIONTECH”

Introduccion: En el 2020 se declar6 la pandemia mundial por COVID-19, desde
entonces multiples medidas se han puesto en vigor para tratar de disminuir la tasa de
contagios y de enfermedad grave. Dentro de estos esfuerzos se encuentran la salida al
mercado de multiples vacunas dentro de ellas la Pfizer. Objetivo: Se determind el nivel
de anticuerpos séricos IgG contra la proteina RBD del virus SARS-CoV-2 pre y post
inmunizacioén Pfizer. Materiales y métodos: En marzo del 2021 se realizé un estudio no
experimental, observacional, transversal y prospectivo. En el cual se incluyeron a 41
individuos entre 50 a 60 afios residentes de la Ciudad de Chihuahua con esquema
completo de Pfizer, de los participantes 14 refirieron habian presentado infeccion previa.
Se extrajeron muestras séricas las cuales se evaluaron mediante prueba de ELISA
cuantitativa los niveles de anticuerpos IgG anti RBD SARS-CoV2 con una dilucion
1:1000. Realizdndose en diferentes tiempos siendo la primera una previa a existir
vacunacion y dos tomas post inmunizacion las cuales incluyeron a los 15 dias posterior
a la primera dosis y segunda dosis. Resultados: Se encontraron niveles mas elevados
de anticuerpos estadisticamente significativos con p<0.0001 en la comparacion la pre
inmunizacion y post inmunizacion en la poblacién total, evidenciandose que el grupo que
habia presentado enfermedad previa por Covid-19 presento en todo momento valor
mayor de anticuerpos. Conclusion: La vacunacion de Pfizer genero un aumento de

anticuerpos IgG anti-RBD SARS-CoV2 en la poblacion estudiada.
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ABSTRACT

“SEROLOGICAL MONITORING OF ANTI-RBD ANTIBODIES IN CHIHUAHUA'’s CITY
RESIDENTS AGED 50 TO 60 YEARS IMMUNIZED WITH THE PFIZER BIONTECH

VACCINE”

Introduction: COVID-19 pandemic was declared on 2020, since then multiple measures
have been rolled out, looking to reduce the rate of infections and serious illness. Among
these efforts are the release of multiple vaccines to the market, including Pfizer.
Objective: The level of serum IgG antibodies against the RBD protein of the SARS-CoV-
2 virus pre and post Pfizer immunization was determined. Materials and methods: In
march 2021 a non-experimental, observational, cross-sectional and prospective study
was carried out. In which 41 individuals, between 50 and 60 years old, all of them living
in Chihuahua city and with a complete Pfizer regimen were included,14 of these
participants reported having had a previous infection. Serum samples were extracted and
the levels of IgG anti-RBD SARS-CoV-2 antibodies were evaluated using a quantitative
ELISA test with a 1:1000 dilution. These samples were taken in different periods the first
one was prior to vaccination and other two were post-immunization shots, taken with a
15-day difference. Results: Statistically significant higher levels of antibodies were found
with a p value<0.0001 in comparison between pre-immunization and post-immunization

in the total population, showing that the group that had had a previous COVID-19 disease
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presented a higher value of antibodies at all times. Conclusion: The Pfizer vaccination
caused an increase in anti-RBD SARS-CoV2 IgG antibodies in the studied population.

Keywords. SARS-Cov2, vaccine, RBD antibodies, serology, Pfizer
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2. ANTECEDENTES

2.1 MARCO TEORICO

Introduccién

En diciembre de 2019 se presentaron casos crecientes de una neumonia atipica no
identificada previamente los cuales fueron reportados en Wuhan, China(1). Por lo que el
gobierno chino inicio de manera expedita investigaciones de las posibles etiologias de
dicha enfermedad. Esas investigaciones arrojaron que el patdogeno estaba
correlacionado genéticamente con otro virus ya conocido el SARS — COV (1)(2). De esa
manera la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) lo nombr6 de manera
provisionalmente el dia 12 de enero 2020 como el nuevo coronavirus de 2019 (2019 -
nCoV). Cambiando de nombre hasta el 11 de febrero del mismo afio por la misma
institucion a COVID-19 por sus siglas en inglés ( Coronavirus Disease 2019) al mismo
tiempo el Comité Internacional de Taxonomia lo nombré debido a la patologia que
generaba como SARS-COV2 de sus siglas en inglés (Severe Acute Respiratory

Syndrome Coronavirus 2 ) (1).

Este virus fue clasificado en el orden Nido virale, familia Coronaviridae y del género
Betacoronavirus (3). En dicha familia de los coronavirus, se han presentado
anteriormente epidemias. Dentro de las que destacan el sindrome respiratorio agudo
severo (SARS -CoV) y el Sindrome respiratorio del Medio Oriente Medio (MERS -CoV)

los cuales se han caracterizado por afectar de manera importante la salud puablica (4) (5).

Se sospecha que el SARS-CoV 2 se origind en murciélagos esto debido a que la

secuencia genomica completa del SARS-CoV-2 tiene un parecido del 96% con un



coronavirus relacionado con el SARS de murciélago (SARSr-CoV). Teniendo una
similitud genémica menor a los coronavirus humanos de importancia medica conocidos
a ese momento presentando solamente un 79,6 % con el SARS-CoV y 50% con el
MERS(6)(5). Sigue sin confirmarse si existi6 o no hospedador intermedio entre de

murciélagos y humanos (7).

La enfermedad de COVID-19 ha afectado desde su inicio hasta enero del 2024 a
mas de 773 millones de personas y mas 7 millones de muertes a nivel mundial. En
nuestro pais el primer caso que se presentd fue a finales de febrero del 2020 (8),
aumentando hasta agosto del 2023 a méas de 7.7 millones de casos y poco mas de 335

mil muertes (9).

Genoma y estructura viral

El COVID-19 tiene una forma esférica de un didmetro que oscila entre 80 y 220nm,
el tamafo de su genoma es de aproximadamente 30kb el cual se encuentra envuelto por
fosfoproteinas (3)(5)(10). El genoma del virus es un ARN de cadena Unica y lineal que
se encuentra empaquetado por la presencia de una proteina N que genera la
nucleocapside. A su vez la nucleocapside esta envuelta por una bicapa lipidica de

estructuras en forma de corona que contiene la proteina en espiga S (3).

La proteina en espiga (spike) S es una de las partes fundamentales de la estructura viral
debido a que esta glicoproteina es la encargada de la fusion virus-célula e inductora de
la respuesta celular (11). Dicha proteina en cuestion tiene en su conformacién de dos

dominios. El primero o S1 es el dominio de unién al receptor o RBD por sus siglas en

10



inglés, que es donde interactia con la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2)
gue se expresa en la parte exterior de la célula humana y que tras dicha union permite
la unién del virus y la célula. Mientras que la subunidad S2 permite la fusion de

membranas (12).

Fisiopatologia y respuesta inmunoldgica

La principal manera de transmision de este virus es en aerosol por las secreciones
de un individuo infectado a otro individuo sano al estar en contacto. Con un periodo
medio de incubacién de entre 2 y 12 dias con una mediana de 5 dias(13) (14).

Los neumocitos son ACE2+, por lo que al entrar el virus y llegar a estos se inicia
el proceso de autofagia. Con la consecuente reduccion de la expresion de ACE2 en la
membrana basal de los neumocitos; iniciando asi parte de la base del dafio del tejido
pulmonar (15) .

Sin embargo, la respuesta inmune va més alla de solo lo relacionado al proceso
de autofagia, si no que la respuesta inmune innata se media por macréfagos pulmonares
y la respuesta ante el reconocimiento de receptores y una activacion de cascada de
citocinas proinflamatorias(16). Altos niveles de estas incluidas la IL-2, IL-7, IL-10, G-CSF,
IP-10, MCP-1, MIP-1A y TNFa se han descrito en la manifestacion grave de esta
infeccion llamada "tormenta de citocinas" o sindrome de liberacién de citocinas (CRS)
siendo un elemento importante en la patogénesis y mortalidad de COVID-19(17).

Mientras que otras como los interferones tipo | y Il parecen tener niveles bajos(18).

11



Por otra parte la respuesta celular de esta enfermedad esta mediada tanto por la
activacion de linfocitos T CD4+ y CD8+, siendo estos ultimos los responsables del 80%
de la respuesta inmunologica adaptativa que se presentara(19). No obstante es en la
respuesta innata donde los linfocitos T y B pueden funcionar como empleados o
transportadores del virus desarrollando infeccion a distancia del pulmon siendo pieza
importante de la gravedad de esta enfermedad (20).

Esto deja en evidencia que anticuerpos dirigidos contra la subunidad RBD son
capaces de inhabilitar al virus y evitar su dafio y propagacién; por ende, la subunidad S1
se ha convertido en un blanco para la generacion de vacunas (21).

Desde la primera epidemia por SARS se han investigado los anticuerpos producidos
contra los coronavirus, encontrandose que los anticuerpos de memoria o 1IgG aparecen
hasta después de 14 dias de aparicion de los sintomas. Estos tienen la condicién que no
generan inmunidad de por vida pues van disminuyendo su cantidad con el transcurso del

tiempo(22).

Cuadro clinico

La infeccion por COVID-19 puede variar de manera importante de ser
asintomatica hasta una insuficiencia respiratoria aguda(23). En la mayor parte de la
poblacion el curso de la infeccion por COVID es leve o asintomatico siendo asi en
aproximadamente 80-90% los casos (24).
Cuando se llegan a presentar enfermedad sintomatica, el cuadro clinico mas comun es

fiebre, tos y astenia. Otros signos y sintomas menos comunes son el esputo, cefalea,

12
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diarrea, disnea, dolor toracico tipo pleuritico , linfopenia, rinorrea, estornudos, odinofagia,
disgeusia, anosmia y dolor abdominal(2)(14)(23).
Esta enfermedad se vuelve grave solo en mas o menos del 10% de los casos y solamente
se vuelven criticos aproximadamente el 5% de los casos, los cuales presentan sindrome
de dificultad respiratoria aguda, necesidad de apoyo de ventilacion mecanica, estado de
choque, falla multiorganica y en los casos méas graves la muerte (23)(24)(25). La
duracion media desde el inicio de la sintomatologia hasta el ingreso hospitalario se
estimo en aproximadamente 12 dias (14).
Aunque el curso clinico en enfermedad leve es favorable , en los pacientes hospitalizados
se ha observado que aproximadamente un 30% tiene una enfermedad progresiva(26).
Debido a la amplia variedad el espectro clinico que pueden presentar los
pacientes se decidio a nivel internacional dividirlos segun su severidad en las siguientes
categorias (27):
Tabla 1. Caracteristicas del cuadro clinico segun su estado de gravedad.
Severidad Caracteristicas
Asintomatica Prueba viroldgica positiva (PCR o antigeno) pero no tienen
sintomas compatibles con COVID-19
Leve Personas que tienen cualquiera de los diversos signos y sintomas
de COVID-19 (p. €j., fiebre, tos, odinofagia, astenia, cefalea,
mialgias, nduseas, vomitos, diarrea, anosmia, disgeusia) pero SIN
datos clinicos de dificultad respiratoria, disnea ni imagenes

anormales del térax

13
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Moderada Evidencia de enfermedad de las vias respiratorias inferiores
durante el periodo clinico. Imdgenes radiol6gicas compatibles y
que tienen una saturacion de oxigeno medida por oximetria de
pulso SpO2 294% en aire ambiente al nivel del mar.

Grave Evidencia de enfermedad de las vias respiratorias inferiores con:

e Sp02 <94% en aire ambiente al nivel del mar, PaO2/FiO2
<300 mmHg, frecuencia respiratoria >30respiraciones/min
o infiltrados pulmonares >50%.

Critica Intubados por insuficiencia respiratoria, choque séptico y/o dafio

multiorganico.

Tabla 1. Caracteristicas del cuadro clinico presentado por los pacientes seglin su estado de
gravedad. Definicién de pacientes asintomaticos, con enfermedad leve, moderada, grave y critica.

Elaboracion propia.

Existen mdultiples factores que se han correlacionado con la severidad de esta
enfermedad. En México los predominantes factores de riesgo fueron la diabetes,
hipertension, obesidad y la edad mayor a 65 afios presentando este tipo de poblacion

mayores tasas de hospitalizacion y mortalidad(8).

Diagnostico y pruebas complementarias
El diagnéstico inicial del COVID-19 es clinico basandose en los signos y sintomas
del paciente. Sin embargo, para su confirmacion es necesaria pruebas laboratoriales

diagnasticas (28).

14
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El estudio considerado en la actualidad como el gold standard es la RT-PCR que
es una prueba de amplificacién del acido nucleico (NAAT). La muestra se puede obtener
con un hisopado de la via aérea superior que incluya la nasofaringe y orofaringe; o bien
de la via aérea inferior con muestras obtenidas a través de un aspirado traqueal o lavado
broncoalveolar. Siendo el método preferido la muestra de vias respiratorias superiores
debido a que el lavado broncoalveolar y uso de broncoscopia son métodos invasivos y
de dificil acceso(24).

A pesar de que el RT-PCR es considerado el estudio de eleccion tiene desventajas y
limitaciones importantes para su uso en la practica clinica diaria como su costo,
necesidad de equipo especializado, necesidad de personal capacitado para realizarlo y

gue su resultado no es inmediato durando hasta 4 horas(28).

En la actualidad los médicos prefieren el diagnéstico basado en antigenos, con
toma de muestra con hisopo nasofaringea y orofaringea, la cual puede ser realizada
facilmente incluso por el propio paciente. Este estudio detecta fragmentos de proteinas
en el virus o dentro de él. Las ventajas de esta prueba es que a diferencia de la RT-PCR

puede detectar la infeccion en 15 minutos(29).

Es de relevancia mencionar que una prueba negativa de las anteriores no excluye

el diagnostico de SARS-CoV-2 especialmente en personas con cuadro clinico muy

compatible y que la prueba se realizé en los primeros 1-3 dias de sintomas(24).

15
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Conjuntamente en aquellos pacientes con sintomas de moderados a graves, se
considera necesario como estudio complementario una tomografia de térax simple para
evaluar el grado de lesion pulmonar presentado(28). Actualmente se utiliza una escala
tomogréfica llamada CO-RADS la cual evalla de manera categérica dicha afectacion
pulmonar teniendo un rendimiento muy bueno para predecir COVID-19 con muy buena
correlaciéon entre médicos(30). Los patrones tomograficos caracteristicos en los
pacientes con neumonia por SARS-COV2 son opacidades en vidrio despulido focales o

bilaterales; asi como un patron en empedrado desorganizado (31).

Tratamiento

Es necesaria la valoracion de la gravedad de la enfermedad para seleccionar
adecuadamente el tratamiento apropiado para cada caso, asi como valorar si es preciso
su hospitalizacion. Al momento se recomienda tratamiento sintomético a todas las

personas que lo requieran con diagnéstico de COVID-19 (27).

En los pacientes que no necesitan hospitalizacidn que previamente eran sanos no
se recomienda otro manejo separadamente del sintomatico. No obstante, existe otro
manejo en algunos individuos considerados como sujetos con alto riesgo de progresion
a enfermedad severa. Siendo estos definidos por presentar factores de riesgo como ser
mayores de 65 afios, inmunocomprometidos, obesidad con IMC mayor a 35, diabetes
mellitus tipo 2, enfermedad renal cronica o individuos no vacunados contra COVID-19.

En estos casos se recomienda el antiviral combinado de Paxlovid (nirmatrelvir+ritonavir)

16
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a una dosis de 300/100mg dos veces al dia por 5 dias recomendando utilizarlo en los

primeros 5 dias de inicio de los sintomas(27)(32).

Por otra parte, los pacientes hospitalizados con enfermedad moderada a critica se
recomienda tratamiento antiviral a base de Remdesivir, anticoagulacién profilactica y
corticoesteroides a base de dexametasona(27)(33)(34). Agregandose al tratamiento de
enfermedad grave y critica también tocilizumab el cual es un anticuerpo monoclonal anti

IL-6 que ha demostrado disminucion de la mortalidad de manera importante(27).

Vacunas

A pesar de que la infeccion por COVID-19 genera respuesta inmune mas rapida
e intensa que con respecto a la vacunacion, esta Ultima genera anticuerpos mas altos y
duraderos(35). El estado de anticuerpos anti-RBD en el humano es uno de los
marcadores principales de la respuesta a la vacunacion traduciéndonos proteccion activa

contra la infeccion celular y proliferacion viral (36).

Desde el inicio de estado de emergencia sanitario se inici6 una carrera para la
produccién de vacunas contra la creciente pandemia. De forma que se inici6 el disefiado
de dichas vacunas independientemente que no cumplieran todos los registros de
seguridad; estando disponibles para la poblacion gracias a la autorizacion de su uso por
la emergencia (37). Hasta agosto del 2023 existen 26 vacunas aceptadas y 18 mas en
proceso de autorizacion. Estas se dividen en base a su tecnologia o mecanismo de

accion dentro de las cuales destacan los siguientes (38):

17
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Tabla 2. Tecnologias y mecanismo de accidén de vacunas mas comunes

Tecnologia

ARN Y ADN

Vectores

virales

Virus

inactivado

Basadas
Proteinas

virales

en

Mecanismo accion

ARN o ADN modificado genéticamente para
generar una proteina que provoque de forma
segura una respuesta inmune

Utiliza otros virus que sean inofensivos o
seguros, pues no pueden causar
enfermedades, pero sirve para transportar
para de la informaciébn genética del
coronavirus para generar una respuesta
inmune.

Se utiliza el propio virus, pero este ha sido
inactivado por medio de sustancias
guimicas, calor o radiaciébn para que no
cause enfermedad, pero si genere respuesta
inmune

Utiliza fragmentos inofensivos de proteinas o
cubiertas de proteinas que imitan el virus
COVID-19 para generar de forma segura

respuesta inmune

Laboratorio
Pfizer, moderna,

CureVac

AstraZeneca,
canSino, SpuntnikV,

Johnson&Johnson

Sinovac-Coronavac,
Sinopharm, Bharat,

Valneva

Novavax [/ Serum

Institute of India

Tabla 2. Tecnologias y mecanismo de accidon de vacunas mas comunes en el mercado actualmente

contra Covid-19. Explicacion breve de las vacunas mas comunes utilizadas en la actualidad contra Covid-

19 con su mecanicismo de accién. Elaboracion propia.
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La primera vacuna que recibi6é autorizacién tanto de la FDA como de la EMA en
América y Europa respectivamente fue la ARNm BNT162b2 de Pfizer-BioNTech. Esto
debido a su eficacia en adultos sanos presentando proteccién contra la enfermedad con

una elevacion de anticuerpos a los 11 dias después de la primera dosis (35).

BioNTech y Pfizer fueron los encargados de la vacuna BNT162b2,4 este primero siendo
guien fabrico dicha molécula y el segundo el encargado del disefio y estudio de esta. La
vacuna BNT162b2 es una nanoparticula lipidica creada por ARN modificado con
nucleodsidos por dos mutaciones de prolina las cuales codifican a la proteina espiga, la
cual permite bloquear al virus en la fase previa a la fusion celular. Esta logra una eficacia
con dos dosis de 30 ug de BNT162b2 con 21 dias de diferencia del 95% contra Covid-
19 (39). Sin embargo, aproximadamente a los 264 dias de la aplicacion de una sola dosis
se pierde la presencia de anticuerpos anti RBD. Lo que marca el limite de la proteccién

de la vacuna(40).

Dentro de los efectos adversos mas comunes reportados por la vacuna BNT162b2
fueron el dolor sitio de aplicacion, reaccion local, astenia, cefalea y fiebre (41). Se ha
evaluado que aquellos que presentan efectos adversos a la vacuna de tienen mayores

probabilidades de presentar una respuesta de anticuerpos mas larga (42).
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2.2 MARCO CONCEPTUAL

En un estudio elaborado por He et al en 2004 llamado “Receptor-binding domain of
SARS-CoV spike protein induces highly potent neutralizing antibodies: implication for
developing subunit vaccine” publicado en “Elsevier” realizaron un estudio experimental
para demostrar que la inmunizacion con la proteina RBD puede crear anticuerpos IgG
en conejos, el estudio se hizo obteniendo muestras previo a la inmunizacién luego a los
10 dias posteriores de la inmunizacién y posteriormente cada 3 semanas. Obteniendo
un resultado satisfactorio, donde se demostré que se inhibe eficazmente la unién de S1
al receptor ACE2 obteniendo titulos de anticuerpos neutralizantes contra SARS-COV,
inhibiendo asi la infeccidén. En la discusion vale la pena mencionar que, a pesar de la
actividad protectora en conejos, no se logré probar la actividad protectora de los
anticuerpos anti-RBD de conejo en otros modelos animales ni en el humano, aunque los

resultados sugieren que pudiera generar proteccion contra la enfermedad(21).

Otro articulo fue publicado por Tang et al en 2011 de nombre “Lack of peripheral
memory B cell responses in recovered patients with severe acute respiratory syndrome:
a six-year follow-up study” publicado en la revista “The Journal of Inmunology” realizaron
un estudio observacional de casos y controles a 6 afios para medir la duracion de los
anticuerpos especificos, asi como las respuestas de las células By T de memoria a los
Ag del SARS-CoV en personas que habian estado infectadas previamente contra
personas sanas. En sus resultados descubrieron que la respuesta fue practicamente
nula en el tiempo esto con respecto a los anticuerpos IgG, la respuesta de células B de
memoria especifica de Ag del SARS-CoV, encontrdndose solo reaccién de las células T
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de memoria en aproximadamente un 61% de los pacientes recuperados del SARS, la
cual no se observaba en los controles sanos. Sefialando en su discusién que a pesar de
encontrar que existia la elevacion en las células T de memoria estas no son
necesariamente protectoras sefialando la importancia de proteger a las personas de las

posibles reinfecciones por coronavirus(22).

En el 2021 el Dr. Stephen J. et al publicaron en la revista “The New England
Journal of Medicine” un ensayo multinacional observacional, aleatorizado y controlado
con placebo “Safety and Efficacy of the BNT162b2 mRNA Covid-19 Vaccine through 6
Months”. Esta tenia como objetivo demostrar el beneficio de la vacunacién con
BNT162b2 entre individuos que recibieran la vacuna contra aquellos que recibieran
placebo. EI estudio incluyo individuos mayores de 16 afios que estuvieran sanos o
tuvieran condiciones médicas cronicas estables siendo un total de 45,441 personas. Los
participantes fueron asignados al azar en una proporcion de 1:1 para recibir dos
inyecciones intramusculares de 30 pg, con 21 dias de diferencia, de BNT162b2 (0,3 ml
de volumen por dosis) o placebo de solucién salina con un seguimiento posterior de al
menos 6 meses en el grupo de BNT162b2. Obteniendo un resultado favorable al
observarse que posterior a la aplicacion de la segunda dosis de BNT162b2 presento una
eficacia general contra esta enfermedad de 91.7% pero obteniendo resultados aun mas
favorecedores en prevenir enfermedad grave presentando una eficiencia del 96.7 %. Sin
embargo, estos anticuerpos fueron disminuyendo paulatinamente con el tiempo su

eficacia hasta un 83,7 % al cuarto mes.
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Dentro de las limitaciones del estudio se presentd la necesidad ética y practica de
inmunizar a los receptores iniciales considerados el control del estudio que recibieron
placebo es decir aquellos sin vacunacion. Esto debido a que se les ponia en riesgo si no
se inmunizaban, por lo que no se pudo dar seguimiento a los 6 meses a estos; ademas

gue no abordaron a los menores de la edad sefialada ni a las mujeres embarazada(37) .

Trougakos et al en el 2021 através de “BMC Med” publicaron el estudio
prospectivo observacional “Comparative kinetics of SARS-CoV-2 anti-spike protein RBD
IgGs and neutralizing antibodies in convalescent and naive recipients of the BNT162b2
MRNA vaccine versus COVID-19 patients”. En el proyecto se compararon a los
individuos post vacunados a los 5 meses con BNT162b2 contra los pacientes
hospitalizados por COVID-19 con enfermedad moderada o grave, asi como con
pacientes recuperados evaluando las respuestas inmunitarias tanto humorales como
celulares incluyendo la cuantia de IgG anti-spike-RBD y de anticuerpos neutralizantes
(NAb) en ambos grupos. En sus resultados se describe que todos los pacientes
presentaron elevacion de anticuerpos. Pero aquellos con COVID-19 grave presentaron
una respuesta inmunitaria mas rdpida e intensa. Sin embargo, encontraron que la
vacunacion induce niveles de anticuerpos por mas tiempo en comparacion con los que

presentaron enfermedad por SARS-COV2 (35).

En “Nature Medicine” se publicé en el 2021 el estudio prospectivo observacional
“Antibody responses to the BNT162b2 mRNA vaccine in individuals previously infected

with SARS-CoV-2” escrito por Ebinger et al. En este se analizaron a 1090 trabajadores
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de un centro médico académico de California que fueron inmunizados por Pfizer. De esos
trabajadores 86 tenian antecedente de con infeccion previa por SARS-CoV-2 se
realizaron muestras de anticuerpos IgG RBD en tres momentos: antes o hasta 3 dias
después de la primera dosis; luego dentro de los 7 a 21 dias posteriores esa misma dosis
y por ultimo dentro de los 7 a 21 dias posteriores a la segunda dosis. Ademas, se
compararon con tres muestras tomadas al mismo tiempo de 217 personas que habian
tenido una infeccion previa en los diez anteriores. Evidenciandose que las personas con
infeccion previa por SARS-CoV-2 tuvieron niveles de anticuerpos mas altos en todo
momento. Siendo significativamente mayor 94,3% versus 37,3% en la primera dosis
entre los individuos previamente infectados que, pero sin tener diferencia significativa
entre los grupos después de la segunda dosis siendo de 100,0% versus 97,8%
respectivamente. Dentro de las limitaciones que se describen el periodo de 21 dias
dentro del cual se midieron los anticuerpos después de cada dosis y que no existié

seguimiento a mas largo plazo. (43)

El estudio observacional “The strength of association between pre-and post-
booster BNT162b2 anti-SARS-CsoV-2 antibodies levels depends on the immunoassay”
fue escrito en el 2021 por Salvagno et al. en la revista médica “International Journal of
Infectious Diseases” en este se evaluaron los niveles de anticuerpos Anti-S, ACCESS
SARS-CoV-2 IgG I, Snibe S-RBD IgG y LIAISON SARS-CoV-2 TrimericS 1gG. Se
tomaron muestras 21 dias después de la primera dosis de la vacuna y 30 dias después
de la segunda dosis. Con una correlacion significativa entre los niveles séricos de

anticuerpos anti-SARS-CoV-2 después de la primera y la segunda dosis. Siendo
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importante a recalcar que los diferentes anticuerpos comerciales no son intercambiables

entre ellos. (44)

Casas et al. en el 2021 a través de la “ Revista publica de Espafia” escribieron el
articulo “Inmunidad humoral frente a SARS-CoV-2 en trabajadores de centros
sociosanitarios de Castilla y Ledn después de la vacunacion con la vacuna de ARNm
BNT162b2 de Pfizer/Biontech” en este se midieron anticuerpos IgM anti-nucleocapside
y de IgG anti Spike de 1085 trabajadores y residentes de dicho nosocomio
diferencidndolos a aquellos sin vacunacion, los que tuvieron una sola dosis y aquellos
con refuerzo, y a su vez en subgrupos entre el haber pasado enfermedad por COVID-19
previa o no. Obteniendo un 99,8% y 94% de inmunidad humoral posterior a dos y una
dosis respectivamente presentando solo un 64% de los no vacunados, ademas de

observarse que el de haber presentado COVID-19 presento un efecto booster. (45)

En la tesis nombrada “Estudio evolutivo de la respuesta vacunal frente a Sars-
Cov2 en personas mayores de 65 afos institucionalizadas” de la Universidad de
Valladolid escrita por Maria Roda se hizo un estudio observacional donde cuantificaron
los anticuerpos IgG contra los antigenos SARS-CoV-2 S1, RBD y N de 98 personas
mayores de 65 afios con tomas en la primera, segunda y tercera dosis de la vacuna
BNT162b2 comparando entre aquellos con y sin infeccidn previa. En este se presentaron
diferencias en la respuesta a la vacunacion entre pacientes previamente infectados y no
infectados de COVID19, pero el refuerzo aumento los valores e igualo la cantidad de

anticuerpos entre los dos grupos.(46)
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En la tabla 3 se describen los estudios de mas relevancia para discusion de la tesis.

Tabla 3. Marco conceptual con resumen de estudios mas relevantes

N. POBLACION
NOMBRE JAUTOR LUGAR IOBJETIVO PARTICIPANTES [EDADES Y SEXO COVID RESULTADOS
1) Total nunca  [1) n=250
hospitalizados y [* EDAD: 48.14 +
acunados :250. [12.45(24-77)
Comparative kinetics of *Seguimiento  [*HOMBRES: 91 (36.4%)
SARS-CoV-2 anti-spike compara a los individuos post[>meses: 21 *MUJERES:159 (63.6%)
protein RBD IgGs and vacunados a los 5 meses con [2)Hospitalizados [1)
neutralizing antibodies in BNT162b2 contra los Covid19 2) n=60 Del total de  [EI 97,29 % permanecid con
convalescent and naive pacientes hospitalizados por [moderado grave [* EDAD: 52.06 £ 11.53 250 solo 18 |niveles elevados al dia 50
recipients of the BNT162b2 COVID-19 con enfermedad |: 60 *"HOMBRES: 38 (63.3%) ((7,2%) previo [post vacunacién.
mRNA vaccine versus  [Trougakos et| Atenas, | moderada o grave, asi como [3)Recuperados: [*MUJERES:159 (22 a la Elevacion mas de 10 veces
2021 COVID-19 patients al Grecia | con pacientes recuperados [34 (36.7 %) acunacidén  |los anticuerpos iniciales
compara a los individuos
vacunados BNT162b2
midiendo los anticuerpos
RBD antes o hasta 3 dias
después de la primera dosis ;
luego dentro de los 7 a 21 *EDAD : 41,9+ 12,2
dias posteriores esa misma *HOMBRES : 362
dosis y por ultimo dentro de (33,2%) 1 dosis : E 94,3% versus
los 7 a 21 dias posteriores a la| *MUIERES : 662 Del total de  37,3% previamente
Antibody responses to the segunda. Ademds de un (60,7%) 1090 solo 86 finfectados vs no infectados
BNT162b2 mRNA vaccine in grupo con infeccidn previa en * OTRO :1(0,1) (7.9%) previo |2 dosis: de 100,0% versus
individuals previously los ultimos 10 dias previos a * NO RESPONDIO: 65 fala 97,8% previamente
2021 | infected with SARS-CoV-2 |Ebinger et al| California la toma de la muestra  |n = 1090 (6,0%) acunacion  |infectados vs no infectados
cuantificaron los anticuerpos
1gG contra los antigenos
SARS-CoV-2 51, RBD y N con
Estudio evolutivo de la tomas en la primera, 1a dosis : 5.3 veces
respuesta vacunal frente a segunda y tercera dosis de la 2a dosis: 4'5 veces
Sars-Cov2 en personas vacuna BNT162h2 *EDAD: MAYORES 65 3: 1'11 veces
mayores de 65 afios comparando entre aquellos *HOMBRE: 41 Siendo mayor en aquellos
2023 institucionalizadas Roda, Maria| Espafia | cony sin infeccién previa. |n=98 *MUJER: 57 53 (54.1%) [|Covid-19 previo

Tabla 3. Marco conceptual con resumen de estudios mas relevantes.

Descripcion y resumen de

objetivos, lugar de estudio, numero de participantes, caracteristicas de la poblacién y resultados de

estudios de Trougakos, Ebinger y Roda. Elaboracion propia
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La pandemia por COVID-19 se ha caracterizado por presentar multiples
caracteristicas Unicas como es incluso su respuesta inmunoldgica. Se han realizado
estudios para evaluar la respuesta serologica en diferentes poblaciones a nivel mundial.
Sin conocerse al momento la respuesta y proteccion contra la vacuna especificamente
en individuos de esta ciudad.

De ahi que tras las aplicaciones de esquemas de vacunacion es necesario conocer la

respuesta a la siguiente pregunta.

3.1 Preguntade investigacion
¢,Cual es el nivel de anticuerpos séricos contra la proteina RBD del virus SARS-CoV 2

post vacunacion contra Pfizer-BioNTech en poblacién Chihuahuense entre 50 a 60 afios?
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4. JUSTIFICACION

La pandemia de COVID-19 asociada el virus SARS-CoV-2 es una patologia asociada
de manera directa al dafio pulmonar y cuya presencia ha generado mas de 7 millones de
muertes a nivel mundial(38). Por lo cual se ha desarrollado diversos esquemas de
tratamiento, asi como de prevencion dentro de los cuales se presenta la vacunacion

teniendo en la actualidad diversos tipos y marcas (27)(38) .

Al momento no se cuenta con estudios de seroconversion de anticuerpos anti-
RBD posterior a la vacunacion en la ciudad de Chihuahua, México. Por lo que se
presenta este trabajo con el objetivo de identificar la respuesta que es capaz de inducir
las vacunas Pfizer en la poblacion especifica de sujetos entre 50 a 60 afios residentes

de esta ciudad y realizar la comparativa con lo descrito en los estudios a nivel mundial.

Esto contribuira a conocer el estado de proteccion que presentan y

consecuentemente permitira seguir trazando los efectos de la vacuna en poblaciones

especificas.
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5. HIPOTESIS

Hipotesis nula (Ho): La vacunacion con el esquema Pfizer generan aumento en los
anticuerpos RBD vs SARS-Cov2 en personas de entre 50 a 60 afos residentes de la

Ciudad de Chihuahua, México.

Hipotesis alternativa (Ha): La vacunacién con el esquema Pfizer no genera cambios en

los anticuerpos RBD vs SARS-CoV-2 en personas de entre 50 a 60 afos residentes de

la Ciudad de Chihuahua, México.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Determinar el nivel de anticuerpos séricos contra la proteina RBD del virus SARS-Cov2
pre y post vacunacion con Pfizer en personas de entre 50 a 60 afios residentes de la

Ciudad de Chihuahua, México.

6.2 Objetivos especificos

a) Determinar niveles de anticuerpos IgG contra la proteina RBD previo de la
inmunizacién con la vacuna Pfizer.

b) Determinar niveles de anticuerpos IgG contra la proteina RBD del SARS-CoV-2
post vacunacion. Incluyendo los 15 dias después de la primera dosis y a los 15
dias después de la segunda inmunizacién por Pfizer.

c) Determinar sila poblacion con infeccidon previa por Covid-19 presenta un nivel de
anticuerpos mayores con respecto al resto de los individuos posterior al esquema

de vacunacion con Pfizer.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Diseio de estudio:

Estudio no experimental

7.2 Tipo de estudio

Estudio observacional, analitico, transversal y ambispectivo

7.3 Poblacién de estudio
Muestras séricas de 41 individuos de entre 50 a 60 afos residentes de la Ciudad de

Chihuahua, México las cuales fueron obtenidas en el afio 2021.

7.4 Criterios de seleccidn

A) Criterios de inclusion:

e Muestra sérica de personas de entre 50 a 60 afios residentes de la Ciudad de
Chihuahua, México

e Muestra sérica de personas que haya recibido un esquema de vacunacion
completa Pfizer contra COVID-19

e Muestra sérica obtenida previo de la inmunizacién

e Muestras séricas obtenidas post inmunizacion. Después de 15 dias después de
la primera inmunizacion y a los 15 dias después de la segunda inmunizacion

contra Pfizer.
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B) Criterios de exclusion:

e Muestras séricas que estén descongeladas
e Muestras séricas insuficientes para llevar a cabo la técnica de determinacion de

anticuerpos

C) Criterios de eliminacion:

¢ Instrumentos llenados de manera incompleta
e Casos donde el resultado de determinacion de anticuerpos haya sido

indeterminado o inconcluso y no se haya podido repetir el estudio

7.5Tamafo de muestray muestreo

El muestreo realizado fue no aleatorio censal en el cual se incluyeron aquellos
individuos entre 50 y 60 afos residentes de la Ciudad de Chihuahua que acudieron a la
convocatoria para la toma de muestra séricas seriadas obtenidas pre inmunizacion y post
inmunizacién Pfizer contra Covid-19 en marzo del 2021 en la Facultad de Medicina de la
Universidad Auténoma de Chihuahua previo consentimiento informado de los
participantes. Este estudio cuenta con aprobacién de los comités de ética de la Facultad

de Medicina y Ciencias Biomédicas y la Comision Estatal de Bioética.

No se requiri6 tamafio de muestra por ser una convocatoria abierta, pese a ello se
realizd esta considerando un IC de 95% y un margen de error de 5%; se emple6 una

formula de proporciones infinitas y debido a que no existen marcos de muestreos previos
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en esta ciudad se otorgara un valor de 50% a “p” y “q”, en términos de proporciones,

ademas se hace ajuste a poblacion pequefia.

Z2xpxq 1.962% 0.5 * 0.5 0.9604
ng=—— Ng=———>— ng = ny, = 384.16
0 dz 0 0.052 0™ o025 0
_ ng 38416 _ 384.16 _384.16 _384.16
n= 1+(n0—1) n= 1+(384—.16—1) n= 1+(383.16) n= 149.3 n= 10.3
N 41 41

n = 37,2, que redondeado da 38.

Donde:

Z = Valor de tablas Z para el margen de confianza de 95% (1.96).

p = proporcion estimada.

q=p—1

d = nivel deseado de precision.

n, = tamafio de muestra necesario para alcanzar el intervalo de confianza en
poblaciones de mayor tamario.

n = tamafo de muestra ajustado para un tamafo de poblacién menor.

N = tamairio de la poblacion finita.
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7.6 Operacionalizacion de las variables

A) Variables dependientes

Variable Definicion Definicion Tipo de | Unidad de
operacional metodologica | variable medida

Concentracion | Anticuerpos Se obtendréa de la | Cuantitativa Absorbancia en

sérica de | propios  de la | cuantificacion por | discreta 450nm

anticuerpos respuesta inmune | técnica de ELISA

RBD especifica

B) Variable independiente

Variable Definicion Definicion Tipo de | Unidad de
operacional metodoldgica | variable medida

Esquema Dos dosis | Se obtendra con | Cualitativa -si

completo  de | separadas con | el comprobante | nominal -no

vacuna Pfizer

21 dias de 30
Mg de

BNT162b2 que

es un ARN
modificado
COVID con

nucleosidos por

de vacunacion
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dos mutaciones

de prolina

C) Otras variables

previa por
Covid-19 con

prueba positiva

individuos
que refieran
enfermedad
previa  con
prueba
positiva para

Covid-19

Edad Afios vividos | Se obtendrd | Cuantitativa | Afos
por el individuo | del  registro | discreta
al momento de | de la muestra
la evaluacion

Sexo Funcionalidad | Se obtendra | Cualitativa | -Hombre
de los 6rganos | del  registro | nominal -Mujer
genitales de la muestra

Infecciébn previa | Antecedente Interrogatorio | Cualitativa | -Si

por Covid19 de infeccion | directo a los | nhominal -no

7.7 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizara empleando el programa SPSS 22, Graph Prism

8.3.0 y Excel los resultados se expresaran mediante tablas y graficas. Para evaluar las
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variables cualitativas se emplearan frecuencias y porcentajes; mientras que las variables
cuantitativas se analizardn mediante medias de tendencia central. La correlacién entre
variables se estudiara con diagramas de cajas y bigotes. Se considerara como resultado
significativo cuando p=<0.05 se ejecutara una prueba de t de student para muestras

pareadas.

7.8 Recursos

A) Humanos:

- Dr. Gabriela Lizzeth Rojero Nevarez

- Dr. Gerardo Pavel Espino Solis. Asesor y Encargado de Laboratorio Nacional de
Citometria de Flujo sede UACH

- Dr. Carlos Chavez Trillo. Asesor tematico

- Personal quimico del Laboratorio Nacional de Citometria de Flujo encargados de
transportar, procesar y analizar muestras.

- Candidatos de entre 50 a 60 afios residentes de la Ciudad de Chihuahua, México

B) Materiales y financieros:

Para el presente proyecto se necesitara pluma y papel para los consentimientos
informados, una computadora, Excel para la recoleccion de los datos, el software
estadistico GraphPad Prism 8.3.0 y SPSS 22 para el analisis correspondiente. Los cuales

seran proporcionados por el encargado de efectuar esta tesis.
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El instrumental para toma de muestras séricas, el uso de hieleras y vehiculos para
transporte de las muestras seran proporcionadas por el Laboratorio Nacional de
Citometria de Flujo sede UACH vy el resto de los participantes de esta investigacion,

trabajadores de dicha institucion.

Ademas para la determinacion de anticuerpos se utilizd el material e instrumentos
presentes en el Laboratorio Nacional de Citometria de Flujo sede UACH, siendo donados
los reactivo para la cuantificacion de anticuerpos contra RBD por el Dr. Gerard Zurawski

encargo del Baylor Institute for Immunology Research.

En la tabla numero 4 se presenta el costo aproximado de los recursos financieros

utilizados:

Tabla 4 . Costo de recursos financieros

COSTO EN

RECURSO PESOS MX
Alcohol 80

Torundas 90

Banda elastica torniquete compresor 100

Guantes desechables de nitrilo 950

Tubos de recoleccion 800

Capuchén Vacutainer 420

Paquete de agujas estériles 340

Hielera 280
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Viaje transporte muestras 1,100
Centrifugadora 1300
Microtubos tipo Eppenford 424
Sistema de refrigeracion y congelacién muestra

en el Laboratorio Nacional de Citometria de Flujo

sede UACH 53,600
Incubadora 12800
Puntas desechables de pipetas 260
Micropipetas y micropipetas multicanal 11,000
Buffer de lavado 2,400
Computadora 6,800
Paquete 500 hojas maquina 220
Paquete plumas 12 piezas 65
Anticuerpos IgG humano 123 muestras 672,000

Tabla 4. Costo de recursos financieros. Andlisis de costos aproximados de instrumentos utilizados para realizacion de estudio.
Elaboracién propia.

Se estima un costo total de $765,029 (MXN) en insumos, es importante mencionar que
se encontraba ya con estos insumos preexistentes para la toma de muestras y analisis.
Ademas, que los anticuerpos IgG para la prueba ELISA fueron donados como se

menciond anteriormente.

7.9 Consideraciones éticas

Este estudio cumple con lo normado por la Declaracion de Helsinki de la Asociacion
Médica Mundial cumpliendo sus recomendaciones con respecto al disefio y la ejecucion

de cada procedimiento que se lleva a cabo en la investigacion. Conjuntamente
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respetdndose el derecho de los participantes a proteger su integridad para reducir al
minimo el impacto en estos. Se obtuvo la participacion de los individuos bajo pleno uso
de su consciencia y sin coaccién. Ninguno de los participantes presento alguna
incapacidad legal para dar su autorizacion para las tomas de las muestras.

Acorde a Ley de Proteccién de Datos se preservara la confidencialidad y privacidad
de los individuos al presentar la publicacion de los resultados.

Con base a la Ley General de Salud, en el Reglamento General de Salud en materia
de Investigacion para la salud en su Titulo V, capitulo Unico, cumple con las disposiciones
del articulo 17, este estudio al no comprometer a los seres humanos se considera de
minimo riesgo. Este protocolo fue presentado al Comité Local de Investigacion y de Etica
para su aprobacién previo a la toma de muestras.

El investigador refiere no tener conflicto de intereses.

7.10 Metodologia operacional

El presente es un estudio observacional, analitico y transversal que fue
presentado a los comités de ética e investigacion siendo aprobado. Posterior a esto se
inicié una invitacion a participar al estudio a sujetos voluntarios entre 50 a 60 afios
residentes de la Ciudad de Chihuahua, México.
Obteniéndose muestras séricas previo a la inmunizacién y a los dias 15 después de la
primera y segunda inmunizacion. Estas muestras fueron centrifugadas para obtencion
del plasma a analizar el cual fue cubierto por RBD , posteriormente fueron analizadas
por una muestra ELISA con medicién de los anticuerpos anti-RBD en una dilucién 1:1000
por medio de una absorbancia de 450 nm.Siendo analizados estos datos posteriormente

en una computadora en el programa Excel y posteriormente en GraphPad Prism 8 y
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SPSS 22 para la elaboracion del analisis estadistico de esta tesis, se ilustra en la imagen

1 el proceso de este.

Figura 1. Metodologia operacional
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Imagen 1. Metodologia operacional realizada en estudio. Elaboracién propia. Realizada en

ww.biorender.com
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8. CRONOGRAMA
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2021-2022
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Dic

Obtencién de consentimientos y
muestras

Seguimiento  clinico  de los
participantes

Revision de la Bibliografia

Elaboracién del Protocolo

Revision por el Comité de Etica
Local

Correcciones realizadas en la
primera revision por el Comité de
Etica Local

Autorizacion

Captura y recoleccion de datos

Analisis y difusién de resultados
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9. RESULTADOS

En el presente estudio se incluyeron residentes de la Ciudad de Chihuahua,
México entre 50 a 60 afios que fueron vacunados contra Covid-19 con la vacuna Pfizer
en Marzo-Mayo del 2021.

Los individuos fueron invitados a participar previo a la primera dosis de vacunacién, por
medio de dicha convocatoria se presentaron un total de 41 participantes de los cuales 18
(44%) fueron hombres y 23 mujeres (56%). Se interrogo al total de los participantes de
manera dirigida, quienes habian presentado infeccion previa por Covid-19 encontrando
que 12 personas (29%) lo habian padecido y las 29 personas restantes (71%) no habian

tenido infeccion previa a la inmunizacién mostrando los resultados en la figura 2.

Figura 2. Caracteristicas de la poblacién de estudio

A) B)
covid

29%

hombres
44%

mujeres
56%

no covid
1%

Figura 2. Caracteristicas de la poblacion de estudio: Chihuahuenses de 50-60 afos de edad. En el inciso A se presenta la proporcion de
poblacidn general de hombres contra mujeres . En el inciso B se clasifican aquellos que refirieron haber padecido Covid-19 en &l
interrogatorio directo contra los que lo negaron. Elaboracion propia
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Se evaluaron las muestras por examenes ELISA en diferentes momentos incluyendo una
fase pre inmune justo previo a la primera dosis y dos post inmunizacién las cuales
incluyeron una a los 15 dias posteriores de la primera dosis y la otra a los 15 dias
posteriores de la segunda dosis. Se encontré que en la poblaciéon total hubo una
tendencia al aumento de anticuerpos con respecto a su nivel basal pre inmunizacién.
Presentado un incremento desde la primera dosis en promedio de 2.3 veces mas y
aumentando hasta 12.6 veces en promedio del nivel de anticuerpos inicial posterior a la
segunda dosis obteniéndose un aumento significativamente estadistico con un p value
de p<0.0001. Observandose un aumento mayor posterior a la primera dosis en aquellos
individuos que padecieron enfermedad por Covid-19 previa. Esto representandose en los
valores de absorbancia en una dilucion 1:1000 en la prueba ELISA mostrandose en la
figura numero 3.

Figura 3. Panorama general de la respuesta inmune.
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Figura 3. Panorama general de la respuesta inmune. Grafica de los valores de absorbancia por medio de la prueba ELISA de los
anticuerpos RBD de los 41 individuos. Esquematizando con lineas donde se representa con la linea roja la fase pre inmune, la gris a los 15
dias posterior a la primera dosis de vacunacion y en la amarilla a los 15 dias posterior a la segunda dosis. Marcando con punto azul
aquellos individuos que refirieron haber padecido Covid-19 previo a la inmunizacidn. Elaboracidn propia
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Para analizar adecuadamente la respuesta inmunologica, se separé la poblacion total
para su estudio en aquellos que habian padecido Covid19 contra los que no tenian
antecedente de dicha enfermedad. Dentro de los datos a destacar entre ambos grupos
es que el segundo tenia una mayor dispersion de datos y valores atipicos no presentados

en el primer grupo.

En el grupo de los que tuvieron Covid-19 previo a la vacunacion se evidencia un aumento
de la mediana desde la primera dosis de vacunacion, presentando mayor simetria de
distribucién de los anticuerpos en el grupo de segunda inmunizacion, sin presentarse
valores atipicos en ningun grupo. Se analizo un aumento de la mediana de absorbancia
de 0.05nm a 0.5nm de la fase preinmune contra la segunda dosis de vacunacion lo cual

representa 10 veces mas de niveles de anticuerpos.

Por otro lado, en los individuos que no padecieron Covid-19 previo a la vacunacién se
observa un mayor grupo de datos atipicos en los cajones de pre vacunacion y en la toma
posterior a la primera inmunizacién, se infiere que talvez algunos de estos individuos
hubieran padecido infeccion por Covid-19 previamente siendo asintomatico sin poder
corroborarse por no haberse monitorizado en meses previos o que tuvieran alguna
enfermedad inmunolégica no diagnosticada. Posterior a la segunda toma presentan una
mayor simetria de distribucion. Se analiza también el aumento de la mediana
comparando una absorbancia de 0.05nm a 0.34nm con respecto al del grupo previo a la

inmunizacion lo cual es un aumento de 6.8 veces el nivel de anticuerpos inicial.
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Al evidenciarse la tendencia de aumento diferente entre dichos grupos mencionados, se
decidié comparar uno contra el otro y sus respuestas humorales posterior a cada una de
las dosis de vacunacion. Al excluir los datos atipicos se mostr6 que posterior a la primera
dosis de vacunacion en pacientes con enfermedad previa por SARS-COV2 contra
aquellos que la negaron, el primer grupo presento 2.1 veces mas anticuerpos que su
contraparte presentando una mediana de absorbancia de 0.13nm en el primer grupo y

de 0.06nm en el segundo.

Haciéndose manifiesto también que posterior a la segunda dosis de vacunaciéon de
Covid-19 aumenta la mediana significativamente de ambas poblaciones siendo aun
mayor en los que presentaron Covid-19 previo pero siendo menor la diferencia entre
ambas poblaciones presentando en esta ocasion un aumento del promedio de
absorbancia solamente de 1.2 veces méas de 0.44nm en el grupo con infeccién previa y
de 0.34 nm en el resto de la poblacién, sin embargo teniendo una mayor dispersion de

anticuerpos en el grupo de infeccién previa observandose lo citado en la figura 4.
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Figura 4. Evaluacién de la respuesta humoral anti-RBD y comparacion con

exposicion a Covid-19 previo
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Figura 4. Evaluacidn de la respuesta humoral anti-RBD y comparacidn con exposicion a Covid-19 previo. Grafica de cajones y higotes de la absorhancia para RBD
subclasificdndolos en poblaciones segun su exposicién a Covid-19. En incisos A y B comparacidn de fase pre inmune, posterior a primera dosis de vacunacién y
posterior a dosis de refuerzo esquematizandose con los colores azul, naranja y gris respectivamente siendo el inciso A el grupo sin exposicién previa a Covid-19 yel
inciso B el grupo expuesto. Enincisos Cy D se muestra la respuesta posterior a la primera y segunda dosis respectivamente esquematizandose con color azul aquellos
sin enfermedad previa por Covid-19 y naranja con esta. Elaboracion propia.

Por ultimo se utilizaron los programas estadisticos SPSS 22 y Graph Prism 8.3.0
para realizar la prueba de t de student para muestras pareadas para obtencion de
medias, desviacion estandar y valor p para correlacionar las tomas en diferentes tiempos.
Se comparo los niveles anti-RBD pre inmunizacion contra primera y segunda dosis de
vacunacion obteniendo una p 0.001 y de 0.0001 para la primera y segunda

respectivamente. Conjuntamente se analizo el valor de p para los valores entre la primera
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y el booster obteniendo un p value de 0.001 siendo estadisticamente significativo |,

ejemplificAndose en la tabla 5.

Tabla 5. Valores de anti-RBD contra Covid-19 en las diferentes tomas

Estadisticas de muestras emparejadas

Desviacion
Media N estandar p
Par 1 Niveles anti-RBD previo a
.05817 41 .056798 0.001

vacunacion contra Covid-19

Niveles anti-RBD posterior a
primera dosis de vacunacion .19468 41 .258927
contra Covid-19

Par 2 Niveles anti-RBD previo a
vacunacion contra Covid-19 %817 4 056798 00001
Niveles anti-RBD posterior a
segunda dosis de vacunacion 46773 41 .384614
contra Covid-19

Par 3 Niveles anti-RBD posterior a
primera dosis de vacunacion .19468 41 .258927 0.0001

contra Covid-19
Niveles anti-RBD posterior a
segunda dosis de vacunacion 46773 41 .384614

contra Covid-19
Tabla 5. Valores de anti-RBD contra Covid-19 en las diferentes tomas. Media, desviacion estdndar y

valor p de los niveles anti-RBD contra Covid-19 en comparativa con niveles pre inmunizacion y posterior a
primera y segunda dosis de vacunacion ( Par 1y Par 2 ) y comparativa de niveles primera y segunda dosis

(Par 3). Elaboracién propia.
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10. DISCUSION

En el periodo de marzo a mayo del 2021 se tomaron muestras de sangre que se
sometieron a prueba ELISA para cuantificar los anticuerpos anti-RBD pre y post
inmunizacién de 41 individuos residentes de Chihuahua, México entre 50 a 60 afios que
fueron vacunados contra Covid-19 con la vacuna Pfizer, se les interrogo de manera
directa acerca de si habian padecido previamente infeccioén por Covid-19. Encontrando
un aumento de los anticuerpos post vacunacion siendo mayor en los que tuvieron Covid-
19 previo presentando ambos grupos un aumento significativo con una p<.0001 siendo
relevante para conocer el comportamiento de anticuerpos en esta poblacién. Esto se

comparto con los resultados obtenidos en otras publicaciones.

10.1 Resultado 1

Dentro de nuestro estudio se encontré que de los 41 individuos estos presentaron una
distribucién homogénea donde 18 (44%) fueron hombres y 23 mujeres (56%). De estos
12 (29%) habian padecido Covid-19 previamente y esta patologia fue negada en las 29
personas restantes (71%).

En los resultados publicados por Trougakos et al. tuvieron un total de 250 personas
donde se presentd una mayor participacion de hombres 63.3% y presentando una

poblacion con Covid-19 previo menor siendo solo 18 participantes que fue un 7,2%.

Por su parte en el publicado por Ebinger et al. fueron un total de 1090 participantes
presentando un 7.9% de personas con enfermedad previa y mostrando este una

distribucion hombre mujer un poco mas parecida a nuestro estudio siendo de 33,2% y
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60,7%, agregandose ademas un “otro” que fue solo el 0.1% y un porcentaje que no

respondieron su sexo del 6,0%.

Por su parte en Espafa, la autora Roda en su tesis se cuantificaron un total de 98
participantes mayores de 65 afios de edad de los cuales 41 fueron hombres 41,8% vy el
resto que fueron 57 mujeres siendo un total de 58.1% con un total de 53 individuos con

enfermedad previa siendo un 54,1% de su poblacion total.

En conclusion, este estudio se diferencia con respecto a otros por tener una menor
poblacion total, teniendo una relacion hombre y mujeres muy parecida entre el resto de
los estudios, pero con relaciones diferentes con la poblacién con Covid-19 previo siendo
mayor que Trougakos et al. pero mayor que Roda y siendo muy parecida al de Ebinger
et al. Ademas, con media de edades parecida en casi todos siendo solamente mas

jovenes en este que en el de Roda donde fueron mayores de 65 afios.

10.2 Resultado 2

En nuestro estudio se encontré un aumento total de la media de anti-RBD en el 100% de
la poblacion tanto con Covid-19 previo como aquellos sin haberlo padecido aumentando
un promedio de 10.7 veces en el primer grupo contra 11.2 en aquellos sin Covid-19. A
comparacion de estudios mas grandes como el de Trougakos et al. Donde se menciona
gue ellos obtuvieron la conversion de anticuerpos en el 97.2% de la poblacion siendo
muy parecido el aumento de anticuerpos referidos en este estudio como de 10 veces

mas de los valores iniciales.
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Por otra parte, Ebinger et al. Obtuvieron diferencias entre los pacientes con infeccion y
sin infeccion previa refiriendo un 100,0% versus 97,8% respectivamente posterior a la

segunda dosis de vacunacion.

Sin embargo, en la tesis de Roda se mencionan valores menores de aumento de
anticuerpos anti-RBD mencionandose en este solamente 4.5 veces posteriores a la
segunda dosis, cabe mencionar que este hace otra medida posterior a la tercera dosis
de inmunizacién las cuales no se comparara por no tener en este estudio muestra

comparativa posterior a esta.

En resumén, el aumento de niveles previos anti-RBD fueron muy parecidos al
aumento referido por Trougakos et al. y la tasa de seroconversiéon fue mas parecida a la
mencionada por Ebinger et al. posterior a la segunda dosis de vacunacién. Teniendo
mayores diferencias con los resultados referidos en la tesis de la autora Roda posterior

a la segunda dosis de vacunacién siendo mas del doble de los resultados de dicha tesis.

Existieron algunas limitantes dentro este estudio siendo la primera a destacar seria
gue el estado de infeccion previa fue dado por los sujetos de estudio sin conocer si alguno
de ellos padecio Covid-19 previo asintomatico. Otro aspecto relevante a considerar es
gue no se realizé seguimiento subsecuente de los pacientes a largo plazo para conocer

el tiempo de disminucion de los anticuerpos.
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11. Conclusion
Se presento in incremento significativamente estadistico con un p value de

p<0.0001 de la fase pre inmunizacion hasta la toma posterior a la segunda vacunacion.

En la poblacion total se evidencio un aumento en promedio de 2.3 veces de los
niveles de anticuerpos anti-RBD con respecto a la basal posterior a la primera dosis y

de hasta 12.6 veces posterior a la segunda.

El grupo que negd haber padecido Covid-19 previamente presento una mayor

dispersion de datos y valores atipicos con dispersion de datos.

En el grupo de los que tuvieron Covid-19 previo a la vacunacion se evidencia un
aumento de la mediana desde la primera dosis de vacunacion con un aumento 10 veces
mas de niveles de anticuerpos. Mientras que los individuos que no padecieron Covid-19
previo a la vacunacion retirando los valores atipicos presentaron un aumento de 6.8

veces el nivel de anticuerpos inicial.
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12. Recomendaciones

Para un mejor analisis del estado de inmunidad de los individuos estudiados es
recomendable para futuros estudios analizar en conjunto con el estado de anticuerpos el
estado de respuestas celular de las células B y T de memoria debido a que estas
emplean un papel también fundamental en la proteccion a largo plazo. Otro punto a
agregar seria conocer de manera absoluta el estado de infeccion previa de los individuos
a estudiar con pruebas seriadas contra infeccidn activa previo a la inmunizacion.
Asimismo, seria prudente realizar pruebas seriadas contra infeccion activa de infeccion
durante el plazo de toma de muestras para descartar que los individuos estudiados no
estan frente a una infeccion asintomética pues son las mas comunes y esto podria

modificar el resultado de los valores de anticuerpos subsecuentes.
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14. ANEXOS

CONSENTIMIENTO INFORMADO
A quien corresponda:

Yo: declaro libre y

voluntariamente que acepto participar en el estudio de investigacion titulado:
“Seguimiento serologico de anticuerpos anti-RBD en chihuahuenses de 50 a 60 afos
inmunizados con la vacuna Pfizer” cuyo objetivo consiste en generar conocimiento para
entender mejor los procesos biolégicos que tienen lugar en la produccion de anticuerpos
contra el coronavirus SARS- CoV-2 (COVID-19). Este es un estudio dirigido por el Dr.
Gerardo Pavel Espino Solis de la Facultad de Medicina y Ciencias Biomédicas de la

UACH, respectivamente.

Se me ha explicado de manera verbal y escrita que estaré expuesta(o) a los

siguientes procedimientos:
1. Se le tomaran 3 muestras de sangre (6-8 mL que equivalen a 2 a 3 cucharadas
soperas) de la vena del antebrazo para analisis ( ELISA ) para su posterior estudio
gue involucran técnicas que nos permitiran conocer el comportamiento de los
anticuerpos en su suero.

2. Respondera un cuestionario clinico de factores epidemioldgicos .

Asi mismo, se me mencionaron los riesgos que incluyen los procedimientos antes

descritos que son:
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e riesgos de latoma de muestra sanguinea son: incomodidad y/o moretdn por causa
de la puncion venosa y en algunos casos un mareo o desmayo asociado a la
incomodidad de la misma toma.

El personal que toma la muestra sanguinea esta entrenado. Ante cualquier evento

adverso derivado de esta investigacion se le dara atencion médica inmediata.

Otros datos adicionales y regulatorios:

Este estudio no tiene costo alguno para el participante y el consentimiento informado
cumple con los lineamientos establecidos en el Reglamento de la Ley General de Salud
en materia de investigacion para la salud, la Declaracién de Helsinki y a las Buenas
Practicas Clinicas emitidas por la Comision Nacional de Bioética. Tambien fue aprobado
por el Comité de Etica en Investigacién de la Facultad de Medicina y Ciencias Biomédicas
de la Universidad Autonoma de Chihuahua.

Es de mi conocimiento que soy libre de retirarme de este estudio en el momento que asi
lo decida, sin verme obligado a dar explicaciones.

Entiendo que puedo solicitar mayor informacion acerca del estudio, en el momento que
lo desee y cuantas veces necesite para aclarar mis dudas. Doy mi autorizacion para el
acceso a mi cuestionario clinico que proporcione para que los datos obtenidos y estos
puedan ser publicados en medios de divulgacién cientifica en forma anénima y bajo

completa confidencialidad.
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