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Abstracto

Las IgG e IgA especificas del antigeno de pico del SARS-CoV-2 provocadas por la infeccién median la
neutralizacion viral y son probablemente un componente importante de la inmunidad natural; sin
embargo, existe informacion limitada sobre las respuestas inducidas por la vacuna. Se midieron en
serie IgG e IgA inducidas por la vacuna de ARNm de COVID-19 en suero, hasta 145 dias después de
la vacunacién en 4 sujetos. Los niveles de IgG especificos de antigeno de pico aumentaron
exponencialmente y se estabilizaron 21 dias después de la dosis inicial de vacuna. Después de la
segunda dosis de vacuna, los niveles de IgG aumentaron atin mas, alcanzando un maximo
aproximadamente de 7 a 10 dias después, y permanecieron elevados (promedio del 58% de los
niveles maximos) durante el periodo adicional de seguimiento> 100 dias. La vacunacién de ARNm
de COVID-19 provocé IgA especifica de antigeno de pico con cinética de induccién y tiempo hasta
niveles maximos similares, pero una disminucion mas rapida de los niveles séricos después de
1Primera y segunda dosis de la vacuna (<18% de los niveles maximos dentro de los 100 dias posteriores

a]a segunda jnyeccion). Los datos demuestran que las vacunas de ARNm de COVID-19 inducen
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eficazmente IgG e IgA especificas de antigenos de pico y destacan marcadas diferencias en su
persistencia en suero.
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Introduccioén

Las respuestas humorales son componentes clave de la inmunidad adaptativa a la infeccion viral
[1]. Tanto las inmunoglobulinas (Ig) alfa como las gamma de los pacientes con COVID-19 median la
neutralizacion viral y pueden desempeifiar funciones distintas en la inmunidad durante las
diferentes fases de la infeccién y en sitios anatémicos especificos [ 2 - 5 ]. La IgA es la Ig producida
con mayor abundancia en los seres humanos (66 g / kg / dia) y el isotipo mas abundante en las
mucosas, mientras que la IgG es el isotipo principal en la sangre y en la mayoria de los tejidos
[6,7].

La distribucién anatémica de la IgA en las superficies mucosas expuestas a agentes infecciosos la
coloca en una posicidn Unica para intervenir en la transmision. Multiples estudios han encontrado
que la IgA posee propiedades antivirales superiores a la IgG para la influenza y para el SARS-CoV-2
[8-11].Sterlin et. al [ 11 ] sugiri6 recientemente que la IgA domina la respuesta neutralizante
temprana al SARS-CoV-2 basandose en multiples hallazgos; La IgA sérica es 7 veces mas potente
que la IgG sérica en la neutralizacion viral, los cambios temporales en los plasmablastos de IgA +
circulantes con receptores de localizacién mucosa y la presencia de IgA neutralizante en el liquido
de las vias respiratorias y la saliva.

El principal objetivo antigénico del SARS-CoV-2 de las IgG e IgA humanas es la proteina de pico, que
estd codificada por el ARNm de las vacunas actualmente en uso bajo EUA de la FDA

[12 - 15 ]. Recientemente se ha publicado el curso temporal de las respuestas de IgG inducidas por
la vacuna de ARNm observadas durante los ensayos de vacunas [ 13, 14 ]. Sin embargo, existe
informacion limitada sobre las respuestas de IgA inducidas por la vacuna de ARNm [ 16 ]. El
presente estudio mide la IgA e IgG sérica especifica del antigeno pico del SARS-CoV-2
longitudinalmente en individuos sanos sin COVID-19 previo que se encontraban entre los primeros
receptores de la vacuna fuera de los ensayos clinicos debido a su ocupacién como trabajadores de la
salud. Se presentan datos de hasta 80 dias después de la primera dosis de vacuna de ARNm.

Materiales y métodos

Sujetos humanos: este estudio fue aprobado por la Junta de Revisién Institucional de la Universidad
de Yale. Todos los sujetos proporcionaron su consentimiento informado por escrito para
participar. Se recluté a voluntarios de un estudio seroldgico en curso de trabajadores de la salud
para que se hicieran un seguimiento de los niveles de anticuerpos especificos del antigeno de pico
del SARS-CoV-2 alo largo del tiempo después de la vacunacién con ARNm del SARS-CoV-2. Los
sujetos proporcionaron 3 cc de sangre por puncién venosa utilizando tubos vacutainer, el suero se
separ6 y se almaceno congelado a -80 ° C hasta que se analiz6 mediante un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Los estudios fueron revisados por el Comité de
Investigacion Humana de la Universidad de Yale y la Junta de Revision Institucional de la
Universidad de Yale otorgd la aprobacion ética, nimero de protocolo 2000027749.

Métodos ELISA: Los ELISA se realizaron como se describi6 anteriormente con modificaciones
menores [ 17, 18 |. En resumen, se agregaron Triton X-100 y RNase A a las muestras de suero en
concentraciones finales de 0.5% y 0.5 mg / ml respectivamente y se incubaron a temperatura
ambiente (RT) durante 30 minutos antes de su uso para reducir el riesgo de cualquier virus
potencial en el suero. Se recubrieron placas MaxiSorp de 96 pocillos (ThermoFisher, Waltham, MA)
con 50 pL / pocillo de SARS Cov-2 S1 recombinante o proteina nucleocapsida (Abcam, Cambridge,
MA) a una concentracién de 1 ug / ml en NaCO stampén pH 9,6 y se incubd durante la noche a 4 °
C. Se elimino el tampon de recubrimiento y las placas se incubaron durante 1 hora a temperatura
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ambiente con 200 pl de solucién de bloqueo (PBS con leche en polvo al 3%). El suero se diluy6 1:
100 en solucién de dilucion (PBS con Tween20 al 0,05%, leche en polvo al 1%) y se afiadieron 100
ul de suero diluido durante una hora a TA. Las placas se lavaron tres veces con PBS-T (PBS con
0.1% Tween-20) y 50 puL de Anticuerpo IgG antihumano HRP (Parmingen / BD Biosiences, San José,
CA) o IgA antihumana HRP (BioLegend, San Diego)., CA) se afladieron a una dilucién de 1: 2000
veces. Después de 1 h de incubacién a TA, las placas se lavaron tres veces con PBS-T. Las placas se
desarrollaron con 100 pL. de TMB Substrate Reagent Set (BD Biosciences, San Jose, CA) y la reaccion
se detuvo cuando una muestra de control positivo de suero combinado interna alcanza una DO de
1.0 a 650 nm, mediante la adicién de acido sulfurico 2 N. A continuacidn, se leyeron las placas a una
longitud de onda de 450 nm con calibraciéon de longitud de onda de referencia (650 nm).

Analisis estadistico: se utilizé GraphPad Prism (v8) para los analisis estadisticos. Las diferencias en
las tasas de disminucion de IgG e IgA especificas del antigeno de pico de SARS-CoV-2 (pendientes
ajustadas por curvas de desintegracién exponencial) y el tiempo hasta los niveles maximos se
evaluaron con la prueba U de Mann-Whitney.

Resultados y discusion

Los niveles séricos de IgG e IgA especificas del antigeno pico del SARS-CoV-2 (subunidad S1) se
midieron mediante ELISA a lo largo del tiempo en N = 4 trabajadores de la salud que recibieron la
vacuna de ARNm de COVID-19 entre diciembre de 2020 y febrero de 2021 ( Tabla 1 ). Los sujetos
no tenian antecedentes de COVID-19 y resultaron negativos para el antigeno de la nucleocapside
del SARS-CoV-2 y el antigeno de pico al inicio del estudio. En la tabla S1 de informacién
complementaria se proporciona informacién adicional sobre los valores de DO de ELISA promedio .
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Tabla 1. Sujetos del estudio que recibieron la vacuna de ARNm de COVID-19.
https://doi.org/10.1371 /journal.pone.0249499.t001

Como se muestra en la Figura 1, los niveles séricos inducidos por la vacuna de IgG especifica de
pico de SARS-CoV-2 aumentaron exponencialmente y alcanzaron una meseta aproximadamente 18-
21 dias después de la primera dosis de la vacuna de ARNm. Después de la sesunda dosis de vacuna, la IgG
sérica especifica de pico de SARS-CoV-2 aumenté atin mas, alcanzando un maximo
aproximadamente 7 dias después y permaneciendo elevada (58% de los valores maximos) durante
el periodo adicional de seguimiento> 100 dias.
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Fig. 1. Evoluciéon temporal de la respuesta de IgG especifica de antigeno de pico a la
vacuna de ARNm de COVID-19.

Se realizaron ELISA en suero de 4 sujetos descritos en la Tabla 1, en diferentes puntos de tiempo
después de la vacunacidn (eje X, dias). Los niveles séricos de IgG son proporcionales a los valores de
densidad 6ptica de ELISA (eje Y). Cada simbolo representa datos ELISA promedio para un solo
sujeto en un solo punto de tiempo. Los graficos de dispersion se ajustaron con una linea de
tendencia de media moévil. Nota: la 2* dosis de vacuna fue el dia 28 para los sujetos 1-3 y el dia 21
para el sujeto 4.

https://doi.org/10.1371 /journal.pone.0249499.g001

La vacuna de ARNm de COVID-19 también provocé IgA especifica de antigeno de pico con cinéticas
de induccién similares y tiempo hasta niveles maximos después de la 1* y 2* dosis de vacuna ( Fig
2).Sin embargo, los niveles de IgA especifica de antigeno de pico disminuyeron significativamente
(p <0,002) mas rapido que los niveles de IgG. Punto-IgA especifica disminuyé a un promedio de
niveles de pico 50% entre el 1 sty 2 nd dosis de vacuna, y cay6 al 18% de los niveles de pico en una>
100 dias periodo de seguimiento después de la 2 »d disparo.
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Fig. 2. Evolucion temporal de la respuesta de IgA especifica de antigeno de pico a la
vacuna de ARNm de COVID-19.

Se realizaron ELISA en suero de 4 sujetos descritos en la Tabla 1, en diferentes puntos de tiempo
después de la vacunacidn (eje X, dias). Los niveles séricos de IgA son proporcionales a los valores
de densidad 6ptica de ELISA (eje Y). Cada simbolo representa datos ELISA promedio para un solo
sujeto en un solo punto de tiempo. Los graficos de dispersion se ajustaron con una linea de
tendencia de media moévil. Nota: la 2* dosis de vacuna fue el dia 28 para los sujetos 1-3 y el dia 21
para el sujeto 4.

https://doi.org/10.1371 /journal.pone.0249499.g002

La induccién y desintegracion de IgG e IgA especificas de antigeno en respuesta a la nueva vacuna
de ARNm de COVID-19 son consistentes con las vidas % séricas conocidas de los diferentes isotipos
de inmunoglobulina; 21-28 dias para gammay 5-6 dias para alpha [ 19 - 21 ]. La rapida disminucién
de los niveles séricos de IgA también es coherente con la observada en las enfermedades naturales
entre los trabajadores sanitarios de un hospital espafiol tras 3 meses de seguimiento

[ 22 ]. Estudios recientes documentan que mientras que los niveles de IgA sérica especificos para
picos de SARS-CoV-2 disminuyen rapidamente después de la infeccidn, las concentraciones locales
en las superficies mucosas persisten mas tiempo e incluyen isoformas diméricas con una potente
capacidad neutralizante, 15 veces mayor que la [gA monomérica [ 10,11 ].

Este estudio se centré en la IgA sérica que se ha demostrado que esta relacionada clonalmente con
la IgA de la mucosa, pero no midié los niveles de IgA en la mucosa especificos de antigeno inducidos
por la vacuna. La IgA sérica puede alcanzar las superficies mucosas por transduccidon o mediante
plasmablastos secretores de IgA recirculantes con un perfil de localizacién mucosa [ 23 - 25 ]. Sin
embargo, las células B “locales” también pueden sufrir un cambio de clase de isotipo en el
microambiente de la mucosa y secretar IgA con cinéticas distintas [ 26 ]. Los datos actuales
subrayan la brecha de conocimiento actual en torno a la produccién y distribucion de IgA inducida
por la vacuna de ARNm de COVID-19 en los sitios de la mucosa.

La mayor debilidad del presente estudio es el nimero limitado de sujetos analizados. Seran
necesarios estudios adicionales en un grupo mas grande de individuos vacunados durante un
periodo de tiempo mds largo para determinar si los datos reflejan la poblacién general, o si existen
diferencias debido a la genética y / o el medio ambiente. Los sujetos del presente estudio no tenian
experiencia previa con el SARS-CoV-2, y sera importante comprender las posibles diferencias en las
respuestas a las vacunas de sujetos anteriores al COVID-19.

Conclusiones

En resumen, la serologia longitudinal de los receptores de la vacuna de ARNm de COVID-19 destaca
cuestiones importantes relacionadas con la inmunidad y el seguimiento de las respuestas de la
vacuna. Es de esperar que la persistencia de la IgG sérica especifica del antigeno de pico después de
la vacunacién sea un indicador positivo de una inmunidad eficaz de larga duracién y un indicador
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clinico de la respuesta a la vacuna [ 27 ]. Ademas de la IgG, los datos demuestran que las vacunas de
ARNm de COVID-19 también provocan IgA especifica de antigeno, que puede ser importante para
prevenir la transmision y la infeccion [ 28, 29 |. Los niveles séricos de IgA especificos de picos
decaen significativamente (p <0,002) mas rapido que los de IgG especificos de picos; sin embargo,
la respuesta de "recuperaciéon” tanto para IgG como para IgA (tiempo para alcanzar los niveles
séricos maximos después de la sesunda / dosis de refuerzo) es significativamente (p <0,03) mas corta
que la respuesta primaria.

Informacion de soporte

Valores de ELISA OD de los participantes en diferentes

momentos después de la vacuna COV ID-109.
Saltar a fig. Compartir navegacion

Dias después de la vacuna
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