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Resumen

Introduccion:

La pandemia causada por el SARS-CoV-2 ha generado una gran preocupacién mundial
en el dmbito de la salud publica. Es fundamental mantener un seguimiento continuo de
la respuesta inmune frente a la infeccién por este virus, especialmente en las
poblaciones vulnerables o con un mayor riesgo de desarrollar una respuesta inmune
poco efectiva. Ademads, resulta esencial evaluar la eficacia de las estrategias de
vacunacion en estas poblaciones vulnerables ya que su efectividad puede variar segun

el estado de salud y la respuesta inmune de cada individuo.

Objetivos:
Estudiar la respuesta inmune al SARS-CoV-2 tras la infeccién y la vacunacion contra la
COVID-19 en grupos vulnerables, incluyendo mujeres embarazadas y sus bebés,

personas con VIH y pacientes con cancer, cuyo sistema inmunoldgico podria estar

debilitado.

Resultados:

En mujeres embarazadas infectadas por SARS-CoV-2, se detectaron anticuerpos contra
la proteina S (anti-SARS-CoV-2 S) en el suero de la mayoria de las madres al momento
del parto, asi como en muestras de sangre del cordon umbilical y en la leche materna,
observandose niveles mas altos en madres sintomaticas. Aunque los niveles de IgG
permanecieron elevados en las madres, en los nifios disminuyeron significativamente
seis meses después del nacimiento. Tras la vacunaciéon contra la COVID-19, se
detectaron altos niveles de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 S en sueros de madres y recién
nacidos, pero estos niveles disminuyeron significativamente en los bebés a los 2-3 meses
posparto. A los 2-3 meses posparto, los niveles de anticuerpos contra la variante
Omicron fueron mas bajos en comparacién con el linaje B.1, tanto en madres como en
hijos. Tanto después de la infeccién como de la vacunacion, se observé una correlacién
positiva entre los niveles de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 y su capacidad para inhibir la

interaccion S-ACE2.

Tras la infecciéon por SARS-CoV-2, no se observaron diferencias significativas en los
niveles plasmaticos de 1gG anti-SARS-CoV-2 S ni en su capacidad para bloquear la unién

S-ACE2 entre el grupo de personas con VIH (PVIH) y aquellas sin VIH. Después de la
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Resumen

vacunacion contra la COVID-19, las PVIH mostraron una robusta respuesta humoral a la
vacuna, comparable a la de los controles sin VIH, tanto frente al linaje B.1 como a la
variante Omicron. Sin embargo, la vacuna generéd una respuesta humoral
significativamente mas débil contra la variante Omicron en ambos grupos. Esta

respuesta mejoro ligeramente tras la dosis de refuerzo.

En pacientes oncoldgicos, la respuesta humoral después de la segunda dosis de la
vacuna fue significativamente mas débil en aquellos que recibieron tratamiento
inmunosupresor en comparacion con los no tratados. Sin embargo, una dosis de
refuerzo mejord significativamente la respuesta en los pacientes tratados, igualandola
con los no tratados. La respuesta humoral contra la variante Omicron fue mas débil que
contra el linaje B.1 en ambos grupos. No obstante, la dosis de refuerzo redujo el
porcentaje de no-respondedores al evaluar la capacidad de los anticuerpos para
bloquear la interaccién S-ACE2. En cuanto a la respuesta celular, los niveles fueron
similares entre ambos grupos, tanto para B.1 como para Omicron, después de la

segunda dosis de la vacuna.

Conclusiones:

La investigacidn sobre la respuesta inmune al SARS-CoV-2 en diferentes poblaciones ha
revelado patrones cruciales para entender la inmunidad frente al virus y la efectividad

de las vacunas.

En mujeres embarazadas y sus bebés, se encontraron altos niveles de anticuerpos contra
el SARS-CoV-2 tras la infeccion y la vacunacién. Se observé una transferencia efectiva de
IgG anti-SARS-CoV-2 S de la madre al hijo, tanto en infecciones naturales como tras la
vacunacion, sugiriendo una inmunizacidon pasiva de los neonatos. Sin embargo, los
niveles disminuyeron significativamente en los recién nacidos a los pocos meses del

parto.

La respuesta humoral en PVIH, tanto a la infeccién por SARS-CoV-2 como tras la
vacunacion, fue comparable a la de individuos sin VIH, mejorando notablemente tras la
dosis de refuerzo. Este resultado indica que las PVIH no tienen un mayor riesgo de

contraer esta infeccidén y podrian responder bien a la vacunacién.
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En pacientes con cancer, especialmente aquellos con tratamientos oncoldgicos
inmunosupresores, la respuesta humoral fue inicialmente mas débil. Sin embargo,
mejord significativamente con una dosis de refuerzo, alcanzando niveles similares a los
pacientes sin tales tratamientos. Ademas, la respuesta celular se indujo eficazmente en
ambos grupos después de la segunda dosis de la vacuna y no se vio afectada

significativamente por el tratamiento oncoldgico.

La respuesta humoral a la variante Omicron fue significativamente mas baja en todas las

poblaciones estudiadas, aunque mejord con las dosis de refuerzo.

Nuestros hallazgos destacan la importancia de adaptar las estrategias de vacunacion y
el monitoreo de anticuerpos para proteger eficazmente a las poblaciones vulnerables.
En particular, los datos subrayan la necesidad de administrar dosis de refuerzo y
actualizar las vacunas para mejorar su efectividad contra las variantes emergentes del
SARS-CoV-2. La durabilidad de la respuesta inmune y la eficacia de los regimenes

individualizados deben evaluarse en futuros estudios.
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Abstract

Introduction:

The SARS-CoV-2 pandemic has raised major global public health concerns. Monitoring
the immune response to SARS-CoV-2, especially in vulnerable populations, is essential.
Furthermore, evaluating vaccination strategies in these populations is crucial, as their

effectiveness may vary based on individual health and immune responses.

Objectives:

To study the immune response to SARS-CoV-2 following infection and vaccination
against COVID-19 in vulnerable groups, including pregnant women and their infants,

people with HIV, and cancer patients whose immune systems may be weakened.
Results:

In pregnant women infected with SARS-CoV-2, antibodies to protein S (anti-SARS-CoV-
2 S) were detected in the serum of most mothers at delivery, as well as in cord blood
and breast milk, with higher levels in symptomatic mothers. While maternal I1gG levels
remained high, they significantly decreased in infants six months after birth. Following
COVID-19 vaccination, high anti-SARS-CoV-2 S antibody levels were detected in maternal
and neonatal sera, but these levels decreased significantly in infants at 2-3 months
postpartum. At 2-3 months postpartum, antibody levels against the Omicron variant
were lower compared to the B.1 lineage in both mothers and infants. A positive
correlation was observed between anti-SARS-CoV-2 S antibody levels and their ability to

inhibit the S-ACE2 interaction after infection and vaccination.

In people with HIV (PWH), no significant differences were found in plasma levels of anti-
SARS-CoV-2 S IgG or its ability to block S-ACE2 binding compared to the HIV-negative
group after SARS-CoV-2 infection. PWH showed a robust humoral response to the
COVID-19 vaccine, similar to that of HIV-negative controls, against both the B.1 lineage
and the Omicron variant. However, the response was significantly weaker against the

Omicron variant in both groups, though it improved after the booster dose.

In oncology patients, those receiving immunosuppressive treatment had a weaker
humoral response after the second vaccine dose compared to untreated patients.

However, a booster dose significantly improved the response in treated patients,
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matching that of untreated patients. The humoral response against the Omicron variant
was weaker than against the B.1 lineage in both groups. However, the booster dose
reduced the percentage of non-responders in terms of antibody ability to block the S-
ACE2 interaction. The cellular (T cell response) levels were similar between both groups

for both B.1 and Omicron after the second vaccine dose.
Conclusions:

Research on the immune response to SARS-CoV-2 in different populations has revealed

critical patterns for understanding immunity and vaccine effectiveness.

Pregnant women and their infants had high antibody levels to SARS-CoV-2 after
infection and vaccination. Effective transfer of anti-SARS-CoV-2 S IgG from mother to
child was observed in both natural infections and after vaccination, suggesting passive
immunization of neonates. However, levels decreased significantly in infants a few

months after birth.

PWH had a comparable humoral response to HIV-negative individuals after infection and
vaccination, improving notably after the booster dose. This indicates that PWH are not

at increased risk of SARS-CoV-2 infection and respond well to vaccination.

In cancer patients, especially those on immunosuppressive treatments, the humoral
response was initially weaker but improved significantly with a booster dose, reaching
levels similar to patients without such treatments. Additionally, the cellular response
was effectively induced in both groups after the second vaccine dose and was not

significantly affected by cancer treatment.

The humoral response to the Omicron variant was significantly lower in all populations

studied, although it improved with booster doses.

Our findings highlight the importance of tailoring vaccination strategies and antibody
monitoring to effectively protect vulnerable populations. In particular, the data
underscore the need to administer booster doses and update vaccines to improve their
effectiveness against emerging SARS-CoV-2 variants. Future studies should evaluate the

durability of the immune response and the efficacy of individualized regimens.
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1.1. Coronavirus del sindrome respiratorio agudo grave 2

En diciembre de 2019 se identificd en Wuhan, en la provincia china de Hubei, un grupo
de pacientes con neumonia de etiologia desconocida (1). Estos pacientes presentaban
sintomas compatibles con una neumonia virica, similares a los causados por infecciones
como las producidas por el coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-
CoV) o por el coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV),
incluyendo fiebre, dificultad respiratoria e infiltracion pulmonar bilateral en los casos
mas graves (2). Ademas, en la mayoria de los pacientes se identific6 un importante
punto en comun, trabajaban o residian en las proximidades del mercado de mariscos de

Huanan, en Wuhan (3).

El 7 de enero de 2020 se identifico el agente causal de esta enfermedad como un nuevo
virus perteneciente a la familia de los coronavirus, provisionalmente denominado 2019-
nCoV (del inglés, 2019-novel coronavirus). Esta informacidn se recogié en el primer
informe emitido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el 20 de enero de 2020,
en el que se confirmaban 282 casos y 6 muertes a nivel mundial (4). No fue hasta el 11
de febrero de 2020 cuando el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, del
inglés International Committee on Taxonomy of Viruses) designd este nuevo coronavirus
como SARS-CoV-2 (del inglés, Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) y la
OMS nombrd la enfermedad causada como COVID-19, abreviatura de "enfermedad por

coronavirus 2019" (del inglés, Coronavirus disease - 19) (5, 6).

1.1.1. Taxonomia

Los analisis filogenéticos del genoma completo del SARS-CoV-2 han permitido clasificar
este virus en la misma especie que otros Coronavirus relacionados con el sindrome
respiratorio agudo grave (SARSr-CoVs) como el SARS-CoV, asi como otros coronavirus
encontrados en murciélagos, pangolines y otros animales. Estos virus se agrupan en el
subgénero Sarbecovirus, dentro del género Betacoronavirus. A nivel taxondmico, el
género Betacoronavirus pertenece a la subfamilia Orthocoronavirinae, que forma parte
de la familia Coronaviridae. A su vez, esta familia estd ubicada en el suborden

Cornidovirineae, el cual forma parte del orden Nidovirales (Figura 1) (7).
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Figura 1. Esquema de la clasificacion taxondmica de los SARSr-CoVs, especie que engloba el
SARS-CoV-2 (8).

1.1.2. Epidemiologia y caracteristicas de la infeccion
1.1.2.1. Epidemiologia y transmision

Tras el inicio del brote de COVID-19 a finales de 2019 en China, la enfermedad se
extendid rapidamente por todo el pais. A pesar de las medidas estrictas implementadas
por algunos paises para contener su propagacion, el virus se extendio a nivel mundial en
poco tiempo (9). El nimero de personas afectadas por la enfermedad aumenté
rapidamente, llegando a ser clasificada como una pandemia por parte de la OMS en su
informe del 11 de marzo de 2020. En ese momento, ya se habian registrado 118.319

casos confirmados y 4.292 muertes en todo el mundo (10).

Desde entonces y hasta la fecha de este escrito, los nimeros han continuado en
aumento, alcanzando los 775.522.404 infectados y las 7.049.617 muertes a nivel
mundial, segun datos proporcionados por la Organizacién Mundial de la Salud en mayo
de 2024 (Figura 2) (11). En el caso especifico de Espafia, las cifras proporcionadas por el
Ministerio de Sanidad en la ultima actualizacion del Centro de Coordinacion de Alertas
y Emergencias Sanitarias en junio de 2023 reportaron 13.914.811 casos confirmados de

COVID-19y 121.760 fallecidos (12).
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Figura 2. Casos de COVID-19 por regidon y muertes globales notificadas cada 4 semanas desde
el inicio de la pandemia, a 26 de mayo de 2024 (13).

Aunque presenta una letalidad menor en comparacidn con otros coronavirus
identificados en las dos ultimas décadas, como el SARS-CoV o el MERS-CoV, la gran
capacidad de transmision del SARS-CoV-2 y su alta incidencia lo han posicionado como

el virus con mayor impacto a nivel mundial de las Ultimas décadas (14).

El SARS-CoV-2 es un virus que se transmite por via respiratoria (15). La proximidad con
personas infectadas es un factor determinante en la transmisidn, incluso en individuos
asintomaticos o presintomaticos (16, 17). Aunque se ha detectado ARN viral en
superficies contaminadas, estos son considerablemente mas bajos que los encontrados
en muestras de la nasofaringe de pacientes infectados (15). Esto sugiere que la
transmisién a través del contacto con el entorno y superficies contaminadas por

pacientes infectados es una via de transmisién menos frecuente.

La rapida propagaciéon de la enfermedad provocd la implementacién de medidas de
proteccion y prevencion en todo el mundo en un intento por contenerla. Estas medidas
incluyeron la restriccion de la movilidad mediante la interrupcién de vuelos
internacionales y el cierre de lugares publicos. Ademads, se recomendd a la poblaciéon
seguir una serie de acciones que incluian el distanciamiento social, mantener una buena

higiene de manos y cubrirse la boca al estornudar o toser (18).
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En el caso especifico de Espafia, cabe destacar que el 14 de marzo de 2020 se declaré el
Estado de Alarma (19). Esta medida permitié limitar la propagacién del virus mediante
la implantacidn de una serie de acciones que incluyeron desde periodos de cuarentena
en todo el pais hasta la obligatoriedad del uso de mascarillas, el rastreo de contactos y
la realizacidon de pruebas diagndsticas a personas con sospechas de infecciéon (20).
Aunque el Estado de Alarma finalizd el 21 de junio, inicidndose un proceso de
desescalada que permitié la movilidad de los ciudadanos (21), el 25 de octubre se volvid
a decretar debido al aumento de casos en el pais (22). Esta medida se mantuvo hasta el

9 de mayo de 2021 (23).

Durante los primeros meses de la pandemia, los Centros para el Control y Prevencion de
Enfermedades de Estados Unidos o CDC (del inglés, Centers for Disease Control and
Prevention) realizaron estimaciones sobre la prevalencia de la enfermedad, revelando
una clara relacién entre ciertos factores de riesgo y un mayor peligro de desarrollar la
enfermedad en su forma mds grave (24). Estos factores de riesgo incluian aspectos
demograficos como la edad, el género o la etnia, asi como la presencia de ciertas
comorbilidades. Se ha observado que los pacientes de edad avanzada, de género
masculino o de raza negra o afroamericana presentaban una mayor gravedad en la
COVID-19 y tasas de mortalidad mas elevadas. Ademds, diagndsticos previos de asma,
hipertensién, enfermedades cardiovasculares, obesidad, diabetes, enfermedad renal
crénica o inmunodepresidon también juegan un papel fundamental en el desarrollo de la

enfermedad, siendo identificados como factores de riesgo (25).

1.1.2.2. Aspectos clinicos

En los informes iniciales sobre los primeros casos de la pandemia, los pacientes
presentaban una amplia variedad de sintomas, desde fiebre, tos, mialgia, fatiga y disnea,
hasta sintomas menos frecuentes como cefaleas, producciéon de esputo y problemas
gastrointestinales. Esta diversidad de sintomas abarcaba desde casos leves o
asintomaticos hasta cuadros clinicos graves y criticos (26, 27). Durante las fases iniciales
de la pandemia, diagnosticar la enfermedad fue complicado debido a la variedad de
sintomas, hallazgos radioldgicos y niveles de gravedad de la enfermedad (27). En los

casos mas severos, algunos pacientes desarrollaban el sindrome de dificultad
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respiratoria aguda (ARDS, del inglés Acute Respiratory Distress Syndrome), un estado
caracterizado por lesiones pulmonares graves causadas por una respuesta inflamatoria
sistémica aguda (28). Esto se manifiesta con edema pulmonar, incremento en la
dificultad respiratoria e hipoxemia, pudiendo llegar a un estado de insuficiencia

respiratoria, fibrosis pulmonar y mortalidad en los casos mds graves (28, 29).

Aunque la enfermedad afectaba principalmente a adultos de edad avanzada, también
se identificaron casos de enfermedad critica en pacientes jovenes sin comorbilidades
aparentes (30). Ademds, a medida que aumentaba el nimero de casos, se hizo cada vez
mas evidente que el virus no solo causaba una infeccidn respiratoria del tracto inferior,
sino que tenia la capacidad de desencadenar una enfermedad de naturaleza
multisistémica, afectando a distintos organos vitales como el corazon, el tracto

gastrointestinal, el higado, el sistema nervioso central y los rifiones (Figura 3) (31).

El periodo de incubacién hasta la aparicion de los primeros sintomas se establecié en un
rango de 1 a 14 dias, siendo mas frecuente alrededor del dia 5, con el desarrollo de
sintomas mads graves como la neumonia en torno a los 8 dias desde la infeccién (32). El
tiempo medio de recuperacidn se establecié entre 7 y 10 dias después de la enfermedad
leve, pudiendo extenderse hasta 3-6 semanas tras la enfermedad grave o critica (33).
Aunque este cuadro clinico se estableci6 como norma, se ha observado que en un
porcentaje considerable de casos los pacientes continlan experimentando sintomas
prolongados durante semanas o meses después de la COVID-19, independientemente
del estado viral. Para estos casos se ha empleado el término Long COVID o COVID

persistente (33).
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Figura 3. Tropismo y dafio multiorganico asociado con la infeccion por SARS-CoV-2 (31, 34).
Figura de elaboracidn propia creada con Biorender.com.

1.1.3. Biologia del SARS-CoV-2
1.1.3.1. Estructuray genoma

El SARS-CoV-2, al igual que otros coronavirus, es un virus de ARN monocatenario de
polaridad positiva (+ssRNA) de aproximadamente 30 kb de longitud, envuelto en una
bicapa lipidica. En esta envuelta se disponen 3 glicoproteinas transmembrana: la
proteina de la espicula o spike (S), la proteina de membrana (M) y la proteina de la

envuelta (E) (Figura 4) (35).

El ARN viral se organiza en un complejo de ribonucleoproteinas junto con las proteinas
de la nucleocapside (N) (36). Este ARN presenta una estructura cap en el extremo 5’ y
una cola poli-A en el extremo 3’, lo que le permite funcionar como ARN mensajero y
facilitar la traduccién inmediata de las proteinas virales por los ribosomas del huésped

(37).
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Figura 4. Esquema de la estructura del SARS-CoV-2. Figura de elaboracién propia creada con
Biorender.com.

En cuanto a su organizacion, el genoma del SARS-CoV-2 consta de 14 marcos de lectura
abiertos (ORF, del inglés open reading frame) que codifican para una serie de proteinas
necesarias para su ciclo viral (36). Las dos unidades transcripcionales principales, ORFla
y ORF1b, comprenden aproximadamente dos tercios del genoma y se traducen en dos
poliproteinas, ppla y pplab (37). Estas poliproteinas son procesadas por proteasas
virales para dar lugar a 16 proteinas no estructurales (nspl-16), esenciales para la
maquinaria de replicacién y transcripcion viral (36). El tercio restante del genoma
contiene otros ORFs que codifican para las cuatro proteinas estructurales principales (S,
N, My E). Ademas, distribuidos entre estos genes estructurales, también se encuentran
una serie de ORFs que codifican para proteinas accesorias que participan en la

regulacion de la infeccion viral (Figura 5A) (36).

1.1.3.2. Proteinas virales

Las proteinas estructurales desempeiian un papel fundamental en el proceso de entrada
en la célula huésped, asi como en el ensamblaje viral y la generacién de nuevos viriones

(35).

- Proteina de la nucleocdpside (N): La proteina N es una de las proteinas mas

abundantes del SARS-CoV-2. Se une a lo largo de todo el genoma viral, empaquetandolo
y formando la nucleocapside helicoidal. Esta estructura asegura la estabilidad y correcta
disposicion del ARN viral, optimizando asi los procesos de replicacidén y transcripcion.

Esta proteina es altamente inmunogénica y esta altamente conservada entre las
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distintas variantes del SARS-CoV-2, lo que la convierte en un marcador clave para el
diagndstico microbioldgico (38).

- Glicoproteina de membrana (M): Es la proteina estructural mas abundante y se

localiza en la envuelta viral. Esta proteina es clave para organizar y dar forma a la
envuelta viral, interactuando con otras proteinas estructurales para estabilizar el
complejo de ARN y proteina N, lo que es esencial en la creacion de nuevos viriones (38).

- Proteina de la envuelta (E): Es la proteina estructural mas pequefia y esta presente

en pequeia proporcién en la envuelta viral. Participa en el ensamblaje y produccién de
los viriones desde el reticulo plasmatico de las células infectadas (38).

- Glicoproteina de la espicula o spike (S): Esta proteina se encuentra en la superficie

viral formando homotrimeros, confiriendo a estos virus su caracteristica forma de
corona cuando se observan al microscopio electrénico, por la cual reciben su nombre.
Ademads, cumple una funcién esencial, ya que es la encargada de reconocer los
receptores de la célula huésped y es responsable de la fusidn celular y la posterior

entrada en la célula huésped (39).
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Figura 5. Estructura del genoma del SARS-CoV-2. (A) Representacién de las poliproteinas, ppla
y pplab, que dan lugar a las proteinas no estructurales y de las 4 proteinas estructurales (S, E,
M, N). (B) Representacion de la estructura de la proteina S del SARS-CoV-2 (40). Figura de
elaboracion propia creada con Biorender.com, adaptado de la secuencia de referencia del NCBI
(NC_045512.2).

Esta proteina consta de dos subunidades: S1, encargada del reconocimiento y la

union al receptor, y S2, que facilita la fusién entre la membrana viral y la de la célula
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huésped (41). Dentro de la subunidad S1, se pueden distinguir dos dominios: el dominio
N-terminal (NTD) y el dominio C-terminal (CTD), siendo este ultimo donde se localiza el
dominio responsable de interactuar con el receptor de la célula huésped, conocido como
dominio de unidn al receptor (RBD, del inglés receptor binding domain) (35, 42). Por su
parte, la subunidad S2 estd formada por varios dominios que participan en el proceso
de fusion: péptido de fusion (FP), una regién proximal del péptido de fusion (FPPR), dos
heptadas repetidas (HR1/HR2), una hélice central (CH), un dominio conector (CD), un

dominio transmembrana (TM) y una cola citoplasmatica (CT) (Figura 5B) (43).

1.1.3.3. Entrada a la célula huésped y replicacion viral

La unidn inicial y entrada del virus a la célula huésped dependen de la interaccién entre
la glicoproteina S del virus y su receptor celular, la enzima convertidora de angiotensina
2 (ECA2 o ACE2, del inglés angiotensin converting enzyme 2) (44, 45). Esta proteina se
expresa en varios tejidos humanos, mostrando niveles de expresién relativamente altos
en el intestino delgado, el corazén, los tejidos reproductores masculinos y femeninos,

asi como en el rifdn, ademas de en las células epiteliales del pulmén (46).

El SARS-CoV-2 puede emplear dos rutas distintas para entrar en la célula huésped (47).
La via rapida depende de la activacion de la proteina S del virus por la proteasa
transmembrana de serina 2 (TMPRSS2) de la célula huésped (Figura 6A) (47, 48).
Durante el proceso de unién a la célula, la proteina S experimenta un corte proteolitico
entre las subunidades S1/S2. Tras esta escisidn, se expone otro punto de corte delante
del péptido de fusion en la subunidad S2 (S2’) y tras el corte en el sitio S2’, el péptido de
fusion queda expuesto, permitiendo la fusién de las membranas viral y celular vy la
transferencia del ARN viral al citoplasma de la célula huésped (47). En el caso de la via
mas lenta, la entrada depende de un proceso de endocitosis, con la escision posterior
de la proteina S en un ambiente de pH bajo por catepsinas lisosomales (Figura 6B) (48).
En células que expresan TMPRSS2, el SARS-CoV-2 emplea la via de entrada rapida,
mientras que, en ausencia de esta proteasa, hace uso del proceso de endocitosis para

ingresar en la célula huésped (47, 48).
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Figura 6. Mecanismos de entrada del SARS-CoV-2 en la célula huésped. Figura de elaboracién
propia creada con Biorender.com.

Tras la liberacion del genoma viral en el citoplasma de la célula infectada (Figura 7), el
ARN se desempaqueta y es traducido por los ribosomas de la célula huésped, dando
lugar a las poliproteinas pplay pplab (41). La escision proteolitica de estas poliproteinas
permite la formacién del complejo de replicacidn y transcripcidn viral (41). EI ARN de
sentido positivo se replica inicialmente en una cadena de ARN de sentido negativo (-),
que actua como molde para la replicacidon del ARN (+) de los nuevos viriones y para la
traduccién de las proteinas estructurales y accesorias (41). Las proteinas S, M y E se
insertan en la membrana del reticulo endoplasmatico (RE) mientras que la proteina N se
une a las nuevas cadenas de ARN (+) para formar la nucleocdpside. Todo este conjunto
se desplaza al compartimento intermedio RE-aparato de Golgi, donde ocurre el
ensamblaje de los nuevos viriones. Finalmente, estos nuevos viriones son liberados de

la célula huésped mediante un proceso de exocitosis (Figura 7) (41, 49).
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Figura 7. Mecanismos de replicacion viral del SARS-CoV-2 en la célula huésped. Figura de
elaboracion propia creada con Biorender.com.

1.1.4. Variantes del SARS-CoV-2

La tasa de mutaciéon del SARS-CoV-2 se estima entre 1x10°®y 2x10°® mutaciones por
nucledtido y por ciclo de replicacién (50), una cifra coherente con lo observado en otros
Betacoronavirus (50). El virus del SARS-CoV-2 presenta una tasa de mutacion mas baja
en comparacién con otros virus de ARN, como el virus de la hepatitis C o el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), que presentan una tasa de mutacién de alrededor de
10 y 10* mutaciones por nucledtido por ciclo de replicacion, respectivamente (50).
Estas diferencias se deben principalmente al mecanismo de correccion asociado a la

actividad 3'-5’ exonucleasa de la proteina nsp14 de los coronavirus (51).

A pesar de su tasa de mutacidn relativamente baja, los errores en la replicacién del ARN
siguen siendo una fuente significativa de variabilidad genética en estos virus (52).
Ademas, los errores durante la replicacién también dan lugar a inserciones y deleciones

31



Introduccion

que generan diversidad en el genoma (50). Esta variabilidad, especialmente en la
proteina S del virus, ha llevado a la emergencia de distintas variantes del SARS-CoV-2,
algunas de las cuales han tenido un impacto notable en la trayectoria de la pandemia

(50).

Cada una de estas variantes presenta mutaciones y caracteristicas epidemioldgicas
distintivas, con diferencias tanto en la transmisibilidad como en la gravedad de la
enfermedad causada, asi como en su capacidad de evasién de la respuesta inmune o

susceptibilidad a los tratamientos y anticuerpos (53).

La primera mutacién conocida del SARS-CoV-2, una sustitucidn de un acido aspartico por
una glicina en la posicién 614 de la proteina S (D614G), surgid al inicio de la pandemia,
siendo descrita en febrero de 2020 (54). Esta variante se denomind segun el sistema de
clasificacién Pango como linaje B.1 y presentaba una mayor tasa de transmisibilidad, lo

que la convirtié rdpidamente en la variante dominante a nivel mundial (54).

A finales de 2020, comenzaron a surgir una serie de variantes con un mayor numero de
mutaciones en su genoma. Hasta la fecha, la Organizacién Mundial de la Salud ha
clasificado cinco de estas variantes como “variantes de preocupacion” (VOC, del inglés
variant of concern) debido a su mayor riesgo para la salud humana, ya sea por su elevada
transmisibilidad o su capacidad de evadir la respuesta inmune y la proteccion de las
vacunas (Tabla 1) (55, 56). Mientras las variantes Alfa, Beta y Gamma fueron dominantes
en Europa, Africa meridional y Sudamérica, Delta y Omicron han representado un

desafio en el desarrollo de la pandemia a nivel mundial (55).

Desde su primera aparicién a finales de 2021, la variante Omicron se propagd
rapidamente a nivel global, siendo designada como variante de preocupacién y
superando a VOCs previas en un tiempo sorprendentemente breve. La alarma se desato
debido al elevado nimero de mutaciones presentes en su genoma, especialmente en la
proteina S, las cuales le conferian una alta tasa de transmisidn y la capacidad de evadir

la respuesta inmune (57).
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Tabla 1. Variantes de preocupacién designadas por la Organizacién Mundial de la Salud desde
el inicio de la pandemia.

Fecha / Lugar

Nom. OMS . Mutaciones .
(Linaje Pango) Primera reportadas Caracteristicas Ref.
) & deteccion P
Septiembre 17 mutaciones, 8 de Mayor afinidad de union a
Alfa ACE2
2020 las cuales en la . (58)
(B.1.1.7) Inelaterra roteina S Mayor riesgo de
& P mortalidad
Mayor riesgo de
Beta Octubre 9 mutaciones en la transmision
(B.1.351) 2020 roteina S Menor capacidad de (59)
h Sudafrica P neutralizacién de los
anticuerpos monoclonales
Mayor afinidad por el
Gamma Noviembre 17 mutaciones, 10 de receptor ACE2
2020 las cuales en la Menor capacidad de (60)
(P.1) . , o
Brasil proteina S neutralizacion de los
anticuerpos monoclonales
Aumento de la
Delta ';8;1 10 mutaciones en la ;c\;laer;]sgslcs;blggizc;d de (61,
(B.1.617.2/AY) ° - proteina S capa 62)
India neutralizaciéon de los
anticuerpos monoclonales
. Mas de 50 Alta ca.1paC|dad de I.nfECCIOH
- Noviembre ) Capacidad de evadir la
Omicron 2021 mutaciones, 30 de respuesta inmune (63,
(B.1.1.529/BA) sudafrica las cuales en la Menor riesgo de 64)

proteina S

enfermedad grave

Entre las mutaciones encontradas en la variante Omicron se hallan 29 sustituciones y
una insercién en la proteina S (T19l, L24S, ins25PPA, D142D, V213G, G339D, S371F,
S373P, S375F, T376A, D405N, R408S, K417N, N440K, G446S, S477N, T478K, E484A,
Q493R, Q498R, N501Y, Y505H, D614G, H655Y, N679K, P681H, N764K, D796Y, Q954H,
N969K). Se ha demostrado que ciertas mutaciones en el dominio de unién al receptor
(RBD) de la proteina S, como N440K, S477N, T478K, E484A, Q493R, N501Y, Q498R, e
Y505H, podrian aumentar la afinidad de unién con el receptor de la célula huésped,
potenciando su infectividad. Ademas, mutaciones como K417N, N440K, S477N, T478K,
E484A y N501Y han demostrado contribuir a la capacidad del virus para evadir la
neutralizacion por sueros de pacientes convalecientes, anticuerpos monoclonales y

sueros post-vacunacion (64).
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Actualmente, la variante Omicron continta siendo la mas prevalente en el mundo, ya
que ha continuado evolucionando desde su aparicidn. Esto ha dado lugar a la formacion
de diversos sublinajes de esta variante, como BA.1, BA.2, BA.3, BA.4, BA.5, y otras
originadas a partir de la recombinacidn de estas subvariantes, como XBB o XBD (Figura

8) (65).
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Porcentaje de cada tipo de variante
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o2 o y
s S S
/BA.1 BCH.1.1 W BA.2.75* B BA.2* BBA3 W BA4.6* BBA4* BBF.7* 1 BQ.1* @®BA.5" .
@ XBB.1.5* @ XBB.1.9* @ XBB.1.16* @ XBB* @ Otra Recombinante ® Otra Omicron ' Otra variante

Figura 8. Evolucién de los sublinajes de Omicron desde la semana 48 de 2021 hasta la semana
23 de 2023 (29.11.2021 a 11.06.2023) (66).

1.2. Vacunas frente a la COVID-19

El impacto de esta enfermedad en los sistemas de salud y la ausencia de tratamientos
especificos para la infeccion por SARS-CoV-2 generaron una gran concentracién de
esfuerzos por parte de la comunidad cientifica y las empresas farmacéuticas para
desarrollar vacunas eficaces. Este objetivo se logré en un tiempo sorprendente breve,
con la aprobacién de la primera vacuna de ARNm contra la COVID-19 a finales de 2020,
desarrollada por Pfizer/BioNTech, seguida poco después por la autorizacidon de las

vacunas de Moderna y AstraZeneca (67-70).

El rapido desarrollo de estas vacunas tenia como objetivo alcanzar la llamada

“inmunidad de rebafio”. Este término se refiere al estado epidemioldgico en el cual la
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tasa de transmision disminuye entre individuos infectados y susceptibles, debido a que

un numero suficiente de individuos adquiere inmunidad frente al virus (71, 72).

Asi, dio inicio una campafia de vacunacién masiva a nivel mundial. Los primeros informes
indicaron que las distintas vacunas en uso eran seguras y mostraban una alta eficacia, lo
que contribuyd a reducir el nUmero de contagios, casos de enfermedad grave y muertes

(73).

Desde el inicio de la pandemia, diversas vacunas han sido aprobadas para su uso,
empleando diferentes plataformas y regimenes de vacunacidn. Segun datos de la
Agencia Europea de Medicamentos (EMA, del inglés European Medicines Agency), en
marzo de 2024, un total de 7 vacunas contra la COVID-19 cuentan con autorizacion para

su uso en Europa (Tabla 2) (74).

Tabla 2. Vacunas autorizadas por la Agencia Europea de Medicamentos en marzo de 2024.

. Fecha de
Plataforma Vacuna Fabricante .,
autorizacion
BNT162b2 / ] ) 21 diciembre 2020
] Pfizer/BioNTech o
Comirnaty (condicional)
ARNmM
mRNA-1273 / 6 enero 2021
} Moderna -
Spikevax (condicional)
AZD122
(ChAdOx1-S) / 29 enero 2021
] Oxford/AstraZeneca o
Vectores Vaxzevria / (condicional)
adenovirales CoviShield
Ad26.COV2.S/ 11 marzo 2021
Janssen, Johnson & Johnson o
Jcovden (condicional)
NVX-CoV2373 / 20 diciembre 2021
) Novavax -
Nuvaxovid (condicional)

Proteinas VidPrevtyn Beta Sanofi Pasteur 10 noviembre 2022

Bimervax HIPRA Human Health S.L.U 30 marzo 2023

Las primeras vacunas aprobadas recibieron una autorizacién condicional, lo que significa
gue su aprobacion se agilizé a pesar de no contar con todos los datos que normalmente
se requieren para estos procedimientos. Esta medida se tomd debido a la urgente

necesidad que representaban para el curso de la pandemia, considerando que los
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beneficios de las vacunas superaban sus posibles riesgos. La Agencia Europea de
Medicamentos ha ido renovando estas autorizaciones de forma anual y ha ido
incorporando nuevas autorizaciones tanto para nuevos fabricantes como para

adaptaciones en la formulacion de vacunas de fabricantes como Pfizer o Moderna (74).

Estas adaptaciones incluyeron ARN mensajeros que codificaban no solo para la proteina
S de la cepa ancestral del SARS-CoV-2, sino también para la proteina S de diferentes
subvariantes de Omicron. Las vacunas bivalentes comenzaron a recibir autorizacién para
su uso en septiembre de 2022 y han ido ajustandose en funcion de las subvariantes
predominantes, demostrando su seguridad y eficacia para generar una respuesta
inmune contra Omicron cuando se usan como refuerzo en la poblacién vacunada. Entre
ellas se encuentran la vacuna Spikevax Bivalent Original/Omicron BA.1 de Modernay la
vacuna Comirnaty Bivalent Original/Omicron BA.1y BA.4-5 de Pfizer/BioNTech (74-77).
La continua actualizacién de estas vacunas permitié que en septiembre y octubre de
2023 se autorizaran las vacunas Spikevax XBB.1.5 de Moderna y la vacuna Nuvaxovid
XBB.1.5 de Nuvaxoid, las cuales inclufan la subvariante de Omicron predominante en la

primera mitad de 2023 (74, 78).

Hasta el 1 de febrero de 2024, se han administrado mas de 13.500 millones de dosis de
la vacuna contra la COVID-19, con mas de 4.600 millones de personas que han recibido
al menos una dosis, principalmente en las regiones del Pacifico Occidental, América,
Sudeste Asiatico y Europa (Figura 9) (11). En el contexto de la Unidn Europea, Espaiia
ocupa el segundo lugar en términos de porcentaje de vacunacion, considerando solo la
primera dosis (79). Con mas de 41 millones de vacunas administradas, el 87,2 % de la
poblacion espafola ha recibido al menos una dosis, y un 86% de la poblacion ha

completado la pauta de vacunacién en junio de 2023 (80).
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Figura 9. Distribucion mundial de las vacunas administradas por cada 100 habitantes a nivel
mundial a fecha 31 de diciembre de 2023 (11).

1.3. Respuesta inmune humoral y celular frente al SARS-CoV-2

1.3.1. Respuesta inmune tras la infeccion

Desde el inicio de la pandemia, se han realizado esfuerzos sin precedentes para
investigar y comprender la respuesta inmune innata y adaptativa frente al SARS-CoV-2.
Estos esfuerzos no solo se han centrado en comprender cdmo el sistema inmune puede
contribuir al control de la transmisidn e infeccion, sino también en identificar como la
desregulacidn de la respuesta inmune puede ser responsable de causar dafo tisular,

fallos orgdanicos e incluso la muerte del huésped (81).

1.3.1.1. Respuesta inmune innata

Una vez que el SARS-CoV-2 ingresa en la célula huésped, principalmente a través de las
vias respiratorias, las células epiteliales infectadas reconocen patrones moleculares
asociados a este patégeno (PAMP) o patrones moleculares asociados al dafio (DAMP),

mediante sus receptores de reconocimiento de patrones (PRR) (82). Entre estos PRR
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destacan ciertos receptores de membrana tipo Toll (TLR), los receptores tipo NOD (NLR)

y los receptores citoplasmaticos tipo RIG-I (RLR) (82, 83).

El ARN monocatenario del SARS-CoV-2 es reconocido a nivel endosomal por receptores
como TLR7 y TLR8, mientras que el ARN de doble cadena formado durante la replicaciéon
viral puede ser detectado por los receptores TLR3. Ademas, en el citoplasma, el ARN

viral es detectado por los RLR como RIG-I1 y MDAS (83).

Tras el reconocimiento por los PRRs, se activan diferentes cascadas de sefializacién
intracelular que conducen a la activacion de factores de transcripcion como el factor
regulador del interferén 3 (IRF3) y el factor nuclear kB (NF-kB) (83). Esto estimula la
produccién de interferdn tipo |y tipo I, asi como de numerosas citocinas, quimiocinas
y otras moléculas proinflamatorias (83). A su vez, los interferones, a través de la via de
sefializacion JAK-STAT, inducen la expresién de numerosos genes estimulados por

interferdn (ISG), que ejercen una funcién antiviral (84).

Por otro lado, tras el reconocimiento de DAMPs y PAMPs, el NLRP3, un PRR bien
conocido entre los NLRs, desencadena la oligomerizacién de un complejo llamado
inflamasoma, presente en el citoplasma de la célula infectada (82). Tras el ensamblaje y
activacion del inflamasoma, la caspasa-1, presente en su estructura, se activa mediante
escision autoproteolitica, lo que desencadena la liberacién de citocinas inflamatorias
como IL-1B, IL-18, IL-6 y el factor de necrosis tumoral o (TNF-a) (85), ademas de
gasdermina-D (GSDMD), una proteina formadora de poros que desencadena el proceso

de piroptosis (85, 86).

Estos mecanismos inician la respuesta inmune innata en las primeras horas posteriores
a la infeccién, generando un estado antiviral tanto en las células infectadas como en las
no infectadas. Esto resulta en un aumento de la permeabilidad vascular, facilitando el
reclutamiento de células del sistema inmune, como macréfagos y células T, hacia el sitio
de la infeccion, mediante la produccién de diversas quimiocinas. Este proceso es
esencial para limitar la propagacion del virus y, al mismo tiempo, intensifica la respuesta
inflamatoria (87, 88). Ademads, la respuesta inmune innata desempefia un papel crucial
como enlace en la activacion de la respuesta inmune adaptativa, compuesta

principalmente por linfocitos Ty B (89).
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1.3.1.2. Respuesta inmune adaptativa

La respuesta inmune adaptativa contra el SARS-CoV-2 se basa en el desarrollo de
anticuerpos especificos, con capacidad para neutralizar la infectividad de los nuevos
virus producidos, ademas de células T CD8(+) y células T CD4(+) especificas (Figura 10)
(89). Esta respuesta requiere aproximadamente de 6 a 10 dias desde el inicio de la
infeccidn para que se desarrollen y diferencien las células efectoras que contribuyen al

control de la infeccidn viral (89).

- Respuesta inmune humoral

A diferencia de otras infecciones, los anticuerpos IgG contra el SARS-CoV-2 aparecen
aproximadamente al mismo tiempo que los anticuerpos tipo IgM e IgA. Sin embargo, la
respuesta de IgG es mas duradera en el tiempo y es la mas indicativa de infeccién
aproximadamente 8 dias después del inicio de los sintomas (90-92). Estos anticuerpos
se dirigen principalmente hacia la proteina de la nucleocapside y la proteina spike. En
particular, el dominio RBD de esta ultima es la fraccion mas inmunogénica del virus y el

principal objetivo de los anticuerpos neutralizantes (89, 93).

- Respuesta inmune celular

En la infeccion por SARS-CoV-2, la respuesta de linfocitos T CD4(+) es predominante
sobre la respuesta de células T CD8(+), pudiendo detectarse entre 2 y 4 dias después del
inicio de los sintomas, lo que se asocia con el control de la enfermedad (89). Los
linfocitos T CD4(+) pueden activarse y diferenciarse en células auxiliares, como las
células Th foliculares, que participan en el desarrollo de la respuesta inmune humoral, y
en células efectoras, como las células Thl, que presentan actividad antiviral mediante Ia
produccién de IFN-y y citocinas relacionadas. Esto contribuye tanto a la eliminacion
directa del virus como al reclutamiento de células del sistema inmune innato, como los

macrofagos (Figura 10) (89, 90).
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Figura 10. Respuesta inmune en la infeccién por SARS-CoV-2. Figura de elaboracién propia
creada con Biorender.com, adaptada de Zhu et al., 2022 (90).

Se ha observado que la respuesta inmune celular se desarrolla contra casi todas las
proteinas del SARS-CoV-2, encontrandose una correlacién entre el nivel de expresion de
estas proteinas y la magnitud de la respuesta de células T CD4(+). De esta forma, las

proteinas S, N y M son los principales objetivos de la respuesta celular (94).

Se han identificado mas de 2.500 epitopos de células T tras la infeccion por SARS-CoV-2,
los cuales estan recogidos en la base de datos de epitopos inmunitarios (IEDB, del inglés
Immune Epitope Database & Tools), revelando una amplia variedad en la respuesta
celular frente a este virus (95, 96). Sin embargo, se han descrito ciertos epitopos que
pueden clasificarse como inmunodominantes. Entre ellos, se encuentran epitopos de
células T CD8(+) en la proteina S como, por ejemplo, el epitopo 269-277 (YLQPRTFLL), y
en la proteina N, como el epitopo 105-113 (SPRWYFYYL). Asimismo, entre los epitopos
de células T CD4(+) también se han identificado epitopos dominantes en la proteina S,

166—180 (CTFEYVSQPFLMDLE), y en la proteina M, 176—190 (LSYYKLGASQRVAGD) (95).
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- Proteccidn ofrecida por la respuesta inmune tras la infeccion

En cuanto a la duracién en el tiempo de la respuesta inmune, es importante destacar
que, a pesar de la posibilidad de reinfeccién, investigaciones previas han demostrado
qgue los anticuerpos generados durante la infeccién ofrecen un efecto protector que
reduce la tasa de reinfeccion. Aunque se ha observado que los niveles de anticuerpos
disminuyen con el tiempo, se han detectado anticuerpos neutralizantes y células B de
memoria, asi como células T CD4(+) y CD8(+) especificas en sangre periférica de
personas previamente infectadas por SARS-CoV-2, hasta 6 meses después de la infeccién

(97-101).

No obstante, es importante destacar que, si bien la respuesta inmune tras la infeccidn
brinda cierta proteccién contra la reinfeccion con las variantes Alfa, Beta o Delta, se ha
observado que esta eficacia es considerablemente menor frente a la variante Omicron.
Por tanto, aunque se mantiene la proteccidn contra la forma mas grave de la
enfermedad, Omicron se ha identificado como una variante capaz de evadir el sistema

inmune tras una infeccién previa, aumentando asi el riesgo de reinfeccién (102-104).

1.3.1.3. Inmunopatologia de la infeccion por SARS-CoV-2

Mediante la activacidon coordinada de la respuesta inmune innata y adaptativa, el
organismo puede ser capaz de controlar el SARS-CoV-2 en la mayoria de las personas
infectadas (101). Varios estudios han demostrado la relacién entre la rdpida induccién
de las respuestas de células T y B especificas, el control viral y una patologia limitada
(101). No obstante, se ha observado que el SARS-CoV-2 presenta una gran capacidad de

evadir la respuesta inmune innata mediada por IFN tipo | y Il (105, 106).

En casos asintomaticos, leves o moderados, se desarrolla una respuesta humoral y
celular relativamente rapida tras la respuesta innata, lo que conduce a la resolucién de
la enfermedad (Figura 11A). En contraste, en los casos mdas graves, la evasion de la
respuesta innata provoca un retraso en la activacidn de la respuesta inmune adaptativa,
lo que permite una replicacién viral mas extensa y, como resultado, una carga viral mas

elevada en estos pacientes (Figura 11B) (89).
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El retraso en la respuesta adaptativa también provoca que la respuesta innata intente
compensar su funcion de manera exagerada, generando una inmunopatologia
caracterizada por un exceso de neutréfilos, una hiperproduccién de citocinas
proinflamatorias conocida como “tormenta de citocinas” y una disminucién de células
T. Ademas, se produce un aumento en la permeabilidad del epitelio alveolar y una
infiltracidn excesiva de células inmunes, desarrolldndose un estado de hiperinflamacién
grave caracteristico del ARDS y de los casos mds criticos que cursan con inflamacidn

generalizada y fallo multiorganico (88, 89, 101, 107).

Se ha observado niveles mas elevados de citocinas como IL-2, IL-7, IL-10, TNF-a, factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), proteina 10 inducida por IFN-y (IP-10)
y proteinas inflamatorias de macréfagos (MIP-1A) en pacientes con enfermedad severa
y que requerian ingreso en la unidad de cuidados intensivos (UCI) (26). De hecho, la
tormenta de citocinas se ha asociado a un mayor riesgo de mortalidad en la COVID-19,
principalmente debido a la insuficiencia respiratoria causada por el sindrome de

dificultad respiratoria aguda (108).
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Figura 11. Representacion de la cinética en la respuesta inmune desarrollada en COVID-19, para
casos leves o moderados (A) y casos mas graves (B). Figura de elaboracion propia creada con
Biorender.com, adaptada de Sette et al., 2021 (89).
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1.3.2. Respuesta inmune tras la vacunacion

Aunque se han desarrollado y autorizado vacunas contra la COVID-19 que emplean
diversas metodologias o plataformas, la mayoria de ellas se fundamentan en la proteina
S del SARS-CoV-2. Estas vacunas estan basadas en secuencias de ARNm mensajero
sintético o vectores adenovirales que codifican para la proteina S, proteinas

recombinantes o virus inactivados (109).

Las vacunas desencadenan una respuesta inmunitaria adaptativa, promoviendo la
produccién de anticuerpos neutralizantes y la generacidn de células By T de memoria
especificas contra el SARS-CoV-2. Estas respuestas inmunoldgicas pueden activarse
rapidamente en caso de una posterior infeccion, ofreciendo una sdélida proteccién
contra la enfermedad (110). Aunque las vacunas COVID-19 no aseguran una prevencion
completa contra la infeccidn, si ofrecen proteccién contra las formas mas graves de la
enfermedad (111). En este contexto, se ha observado que, mientras los anticuerpos
neutralizantes son fundamentales en la proteccidn contra la infeccién, la respuesta de
células T podria desempefar un papel crucial en la modulacion de la gravedad de la
enfermedad y en la resolucion efectiva de la infeccién (95, 112). Por tanto, una respuesta
inmune adecuada después de la vacunacidon serd el resultado de una compleja

interaccion entre la inmunidad humoral y celular.

- Respuesta inmune humoral

Las vacunas autorizadas contra la COVID-19 han demostrado su eficacia en el control de
la pandemia y la enfermedad. Un ejemplo destacado son las primeras vacunas
autorizadas para su uso, es decir, las vacunas basadas en ARNm desarrolladas por
Pfizer/BioNTech y Moderna, las cuales han demostrado una efectividad superior al 95%
y 94%, respectivamente (113, 114). Estas vacunas han demostrado ser capaces de
inducir una respuesta humoral mas robusta en comparacion con otros tipos de vacunas,
presentando respuestas de anticuerpos neutralizantes frente a la proteina S superiores
alas generadas por vacunas de vectores adenovirales y solo comparables a las obtenidas

mediante vacunas basadas en proteinas (115-118).
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- Respuesta inmune celular

En lo que respecta a la respuesta inmune celular, se ha observado una tendencia similar
(117, 118). Zhang et al. (118) llevaron a cabo una comparacion de la respuesta inmune
inducida por cuatro tipos de vacunas basadas en tres plataformas diferentes: mRNA-
1273 (Moderna), BNT162b2 (Pfizer/BioNTech), Ad26.COV2.S (Janssen) y NVX-CoV2373
(Novavax). En este estudio, demostraron que las vacunas de ARNm generan una
respuesta de células T CD4(+) especifica mayor que otros tipos de vacunas, con
resultados comparables Unicamente a la respuesta obtenida por la vacuna NVX-
CoV2373. Esta respuesta se observd en la mayoria de los individuos después de una sola
dosis de la vacuna, alcanzando su punto maximo tras la segunda dosis. Ademas, también
se observd una respuesta de células Th foliculares frente a la proteina S en la mayoria
de los individuos vacunados, lo que concuerda con la capacidad de estas vacunas de

inducir una respuesta humoral (118).

En cuanto a larespuesta de células T CD8(+), se observaron niveles comparables después
de la vacunacién con las vacunas de ARNm y la vacuna Ad26.COV2.S en la mayoria de
individuos, también después de solo una dosis de la vacuna y alcanzando su maximo tras
la segunda dosis. En contraste, la respuesta de células T CD8(+) fue inferior tras la
vacunacion con NVX-CoV2373, como era de esperar de una vacuna basada en proteinas

(118).

Por ultimo, al comparar las vacunas basadas en ARNm entre si, tanto la respuesta
humoral como celular fueron superiores tras la vacunacion con mRNA-1273 en

comparacion con la vacunacion con BNT162b2 (118, 119).

- Proteccidn ofrecida por la respuesta inmune tras la vacunacion

A pesar de los perfiles de seguridad y eficacia demostrados por las vacunas, la duracién
de la respuesta inmune proporcionada ha sido una de las principales preocupaciones en
la comunidad cientifica. Esta duracion es fundamental para que los programas de
vacunacioén sean efectivos en el control de la enfermedad. Investigaciones realizadas
sobre la eficacia de estas vacunas a medida que transcurre el tiempo post-vacunacion

han mostrado que la proteccién ofrecida disminuye de forma gradual, experimentando
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una reduccion considerable después de los 6 meses (120, 121). En este sentido, se ha
observado una disminucién del titulo de anticuerpos neutralizantes después de los 6
meses post-vacunacion en individuos que recibieron vacunas basadas en ARNm,
mientras que la vacuna Ad26.COV2.S, aunque induce niveles mas bajos de anticuerpos
neutralizantes, parece ofrecer una duracién mas prolongada en el tiempo (118, 122).
Por otro lado, la respuesta de células T no muestra una disminucién tan marcada
después de seis meses, lo que sugiere una mayor estabilidad en el tiempo en

comparacion con la respuesta humoral (118).

Ademas, también se ha analizado el impacto de la respuesta inmune inducida por la
vacunacion frente a VOCs como Omicron, observandose una reduccién en los niveles de
anticuerpos neutralizantes ante esta variante, aunque la respuesta celular se mantiene

mas conservada (95, 123).

Finalmente, se ha observado que la combinacion de infecciéon previa y vacunacion,
conocida como “inmunidad hibrida”, proporciona una proteccidon de mayor magnitud y
durabilidad en comparacién con la proporcionada por las vacunas o la infeccidon por
separado. En inmunidad hibrida, se han observado respuestas de anticuerpos
neutralizantes mas persistentes y capaces de reconocer las variantes identificadas hasta
la fecha (Figura 12) (124, 125). Sin embargo, la duracién y magnitud de la proteccién

frente al SARS-CoV-2 continua siendo un motivo de debate.

Inmunidad natural

Titulo anticuerpos
neutralizantes

Inmunidad vacunas vectores adenovirales
Inmunidad vacunas ARNm

Tiempo

Figura 12. Representacién de la magnitud y duracién de los titulos de anticuerpos neutralizantes
contrala COVID-19 tras la infeccidn, vacunacion o ambas. Adaptada de Lasrado et al., 2023 (124).
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1.4. Poblaciones de riesgo

Es fundamental mantener una estrecha vigilancia sobre la respuesta inmune ante la
infeccion por SARS-CoV-2 en poblaciones vulnerables o con mayor riesgo de no
desarrollar una respuesta inmune adecuada tras la vacunacidon. Esto permitiria
comprender su evolucién y gestionar la infeccién de manera efectiva en términos de

salud publica.

En este sentido, el informe del 25 de marzo de 2021 del Ministerio de Sanidad de Espaia
(126) identifico diversas poblaciones vulnerables o de riesgo frente al SARS-CoV-2. Entre

ellas, destacan tres grupos de pacientes que seran objeto de analisis en esta memoria:

- Mujeres embarazadas y sus bebés
- Personas inmunodeprimidas (personas con VIH)

- Pacientes oncoldgicos

1.4.1. Mujeres embarazadas y sus bebés
1.4.1.1. Impacto de la infeccion por SARS-CoV-2 en mujeres embarazadas

Las mujeres embarazadas se consideran especialmente susceptibles a la infeccidn por
SARS-CoV-2, con un mayor riesgo de desarrollar formas graves de la enfermedad (25,
127). Durante el embarazo, se ha observado una mayor probabilidad de ingresar en la
UCl y necesitar oxigenoterapia, asi como un mayor riesgo de mortalidad en comparacién
con mujeres no embarazadas (128). Ademads, existe un incremento en el riesgo de
complicaciones como preeclampsia, parto prematuro, retraso del crecimiento

intrauterino y muerte fetal, especialmente en casos de enfermedad grave (128).

Es fundamental considerar el impacto del SARS-CoV-2 en el desarrollo fetal y en los
recién nacidos. Aunque la transmisién vertical del virus es poco comun, se han
documentado casos de transmision a través de la placenta, lo que podria afectar al
desarrollo del embarazo (129, 130). Dado que el sistema inmune de los recién nacidos
es inmaduro, su proteccién contra el SARS-CoV-2 depende de la transferencia de
anticuerpos maternos (131). Por lo tanto, resulta crucial prestar especial atencidn a las

mujeres embarazadas en lo que respecta al SARS-CoV-2 y a la respuesta inmune
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generada tras la infeccion y/o la vacunacion, tanto para su propia salud como para la de

sus hijos.

1.4.1.2. Alteraciones inmunoldgicas y anatémicas durante el embarazo

Durante el embarazo, las mujeres experimentan cambios fisiolégicos que impactan en
sus funciones inmunolégicas y mecanicas. Estos cambios incluyen ajustes en el sistema
cardiovascular y pulmonar, y responden a la necesidad de adaptarse a la presencia del
feto (132, 133). Ademas, a lo largo del embarazo se observan modificaciones en la
composicion y funcién del sistema inmune para evitar el rechazo del feto, al tiempo que
se garantiza la proteccion tanto de la madre como del bebé (133, 134). Aunque esta
tolerancia inmunolégica es esencial para evitar que la madre rechace el feto, también
puede aumentar la susceptibilidad de las mujeres embarazadas a complicaciones

asociadas con infecciones virales (132).

Esta modulacién del sistema inmune se debe principalmente a los cambios hormonales
durante el periodo de gestacion, como el aumento en los niveles de progesterona,
estradiol o estriol, los cuales afectan al equilibrio entre las respuestas antiinflamatorias
y proinflamatorias, tanto de forma directa como a través de mediadores (135, 136). En
consecuencia, durante el primer trimestre, se establece un entorno proinflamatorio que
favorece la implantacién del embrién. A medida que avanza el periodo de gestacidn, el
sistema inmune se ajusta hacia un estado antiinflamatorio para promover el crecimiento

fetal, volviendo a una fase proinflamatoria que favorece el parto (137).

Durante el embarazo, aumenta la produccién del factor de bloqueo inducido por
progesterona (PIBF) por parte de los linfocitos, en respuesta a los elevados niveles de
progesterona (135). El PIBF promueve la diferenciacidn de las células T CD4(+) tipo Th2,
secretoras de citocinas antiinflamatorias como IL-4 o IL-10, reduciendo asi la respuesta
Th1 (135). Por tanto, durante la gestacidn, se observa un sesgo en la respuesta inmune,
con una predominancia de células Th2, cuya funcidn principal es proteger al feto. Sin
embargo, esto vuelve a la madre mas vulnerable a infecciones virales, las cuales son
controladas de manera mas efectiva por la respuesta de células Th1 (132). Estos cambios
son especialmente notables en el tercer trimestre del embarazo, cuando los niveles

hormonales son mas elevados (Figura 13) (135).
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La progesterona también fomenta un entorno antiinflamatorio al influir en la produccién
de células Treg, las cuales aumentan durante la gestacién y disminuyen en el momento
del parto (Figura 13). (136). Ademads, se ha observado una reduccién en la cantidad de
células B durante el embarazo, lo que también contribuye a la tolerancia inmunoldgica
hacia el feto por parte de la madre. Esta reduccidn en las células B evita la produccién
de anticuerpos que podrian identificar antigenos paternos presentes en el feto (Figura

13) (138, 139).

Esta tendencia se extiende también a la respuesta inmune innata, disminuyendo la
actividad de células como macréfagos y células natural killer (NK) (Figura 13), lo que
contribuye al estado antiinflamatorio caracteristico durante el desarrollo del embarazo

(135).

Actividad antiinflamatoria

Actividad proinflamatoria

Th2

Niveles
mas altos

Treguladoras

\ Células NK

Células T

Niveles
mas bajos

1 1
1€ trimestre 2° trimestre 3% trimestre

Figura 13. Representacion de los cambios en la respuesta inmune durante el periodo de
gestacion. Figura de elaboracién propia creada con Biorender.com, adaptada de Abu-Raya et al.,
2020 (133).

Por otro lado, se ha observado una mayor expresion de la proteina ACE2 en el sistema
reproductor femenino y la placenta, lo que aumenta la susceptibilidad de estos tejidos
a la infeccidn por el SARS-CoV-2 (140, 141). Ademas, la unién del virus con su receptor
provoca una reduccién de la proteina ACE2, lo cual compromete sus funciones en la
placenta y desencadena un estado de inflamacidn, vasoconstriccion y procoagulacion,

caracteristicos de trastornos durante el embarazo como la preeclampsia (142, 143).
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1.4.1.3. Respuesta inmune a la infeccidon y vacunaciéon en mujeres embarazadas

Se ha documentado la transferencia de anticuerpos especificos tipo IgG a través de la
placenta y la presencia de anticuerpos tipo IgA en la leche materna después de la
infeccion por SARS-CoV-2, lo que podria proporcionar inmunidad pasiva a los recién

nacidos (144, 145).

Aunque las mujeres embarazadas fueron excluidas de los primeros ensayos clinicos de
las vacunas contra la COVID-19 por razones éticas y de seguridad, se ha demostrado que
estas vacunas son seguras y eficaces para proporcionar proteccidon contra las formas
graves de la enfermedad. De hecho, la proteccién ofrecida por las vacunas ha
demostrado ser incluso superior a la proporcionada por la infeccion, tanto para las

madres como para los hijos (146-148).

Por tanto, dado que las mujeres embarazadas son especialmente vulnerables al SARS-
CoV-2, es de suma importancia vigilar su estado inmunolégico y la respuesta de esta

poblacidn a la infeccion y/o vacunacién.

1.4.2. Personas con VIH

Tras mas de cuatro décadas desde la aparicién de los primeros casos de sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), aun no existen vacunas o tratamientos curativos
efectivos contra el VIH. La gran mayoria de personas con VIH (PVIH) dependen de una
terapia antirretroviral diaria para controlar la infeccién (149). A finales de 2022, segin
la informacién proporcionada por el Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre
el VIH/SIDA (ONUSIDA), se estimaba que habia 39 millones de PVIH en todo el mundo.
De ese total, 29,8 millones tenian acceso a la terapia antirretroviral. Durante ese mismo
afo, 1,3 millones de personas se infectaron con el virus y 630.000 fallecieron debido a

enfermedades relacionadas con el SIDA (150).

En Espana, segun datos proporcionados por el Ministerio de Sanidad en su ultima
actualizacion de junio de 2022, la tendencia de transmision en los ultimos afios ha
seguido una trayectoria descendente, pero en el afio 2021 se registraron 2.786 nuevos

casos de infeccion por VIH (151).
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1.4.2.1. Alteraciones inmunoldgicas en PVIH

El VIH es un retrovirus de ARN que presenta una envoltura esférica formada por una
bicapa lipidica. En esta envoltura se encuentran diversas proteinas de membrana que
desempeiian funciones esenciales en el proceso de unién y fusidn con la célula huésped
(152). A través de estas proteinas, el VIH se une al receptor de superficie CD4, ubicado
principalmente en los linfocitos T CD4(+) y en otras células del sistema inmune como
monocitos, macrofagos o células dendriticas. Una vez que se establece esta unién, se
produce la fusiéon de ambas, lo que conduce a la liberacidn del ARN viral en el citoplasma

de la célula infectada (152).

La infeccion por VIH altera la funcion de las células T CD4(+) y conduce a su destruccion
(152). Durante la fase aguda de la infeccidn, se observa una reduccién significativa en el
numero de linfocitos T CD4(+), acompafiada por un aumento en la carga viral (Figura
14), lo que se resulta en una alteracion tanto de la respuesta inmune innata como de la
adaptativa (152). En ausencia de tratamiento, el virus continda replicdndose, lo que
ocasiona un estado de inflamacién crénica y la pérdida progresiva de las células T
CD4(+). Este deterioro continuo del sistema inmune esta directamente relacionado con

el desarrollo de inmunodeficiencia y progresion a SIDA (149, 152).
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Figura 14. Evolucion clinica de la infeccién por el VIH en pacientes sin tratamiento. Figura de
elaboracion propia creada con Biorender.com, adaptada de Chu et al., 2010 (153).
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El inicio temprano de la terapia antirretroviral tras la infeccién por VIH normaliza la
respuesta de células T CD4(+) y suprime eficazmente la replicacién viral (149, 152). De
esta forma, los niveles de inflamacidn y activacion del sistema inmune son menores
cuanto antes se inicie el tratamiento (154). Sin embargo, la respuesta de las células By
T especificas sigue alterada en las personas con VIH (155). Ademds, persiste un estado
basal de inflamacidn crénica en estos pacientes, lo que contribuye al envejecimiento
prematuro del sistema inmune y aumenta el riesgo de morbilidad y mortalidad por
eventos no relacionados con el SIDA (156, 157). Por lo tanto, las PVIH se consideran
especialmente vulnerable a la infeccidn por otros patédgenos oportunistas, presentando
mayor riesgo de sufrir neumonia y otras enfermedades respiratorias a pesar de estar

bajo tratamiento antirretroviral (158).

1.4.2.2. Respuesta inmune a la infeccidn y vacunacién en PVIH

Desde el inicio de la pandemia de COVID-19, numerosas investigaciones se han centrado
en determinar si las PVIH presentan un mayor riesgo de contraer la infeccion por SARS-
CoV-2, experimentar la enfermedad en su forma mas grave o tener un mayor riesgo de
muerte. Los primeros estudios realizados arrojaron resultados discordantes. Algunas
investigaciones no encontraron diferencias significativas entre PVIH y personas sin VIH
(159, 160), mientras otros estudios demostraron un peor prondstico para las PVIH (161-
163). Estas discrepancias parecen estar estrechamente relacionadas con el grado de
inmunosupresidon en estos pacientes y la toma de tratamiento antirretroviral. Se ha
observado que aquellos con un recuento de linfocitos T CD4(+) inferior a 200 células/pl

muestran un mayor riesgo de desarrollar COVID-19 grave (164).

Las PVIH fueron consideradas como grupo prioritario en la campafia de vacunacion
contra el SARS-CoV-2, siguiendo las recomendaciones de sociedades cientificas tanto
nacionales como internacionales (165, 166). Varios estudios han confirmado la
seguridad de las vacunas contra la COVID-19 en este grupo de pacientes (167-169). No
obstante, dado que las PVIH han mostrado respuestas subdptimas a otras vacunas, se
han llevado a cabo multiples investigaciones para analizar la respuesta inmune inducida

por las vacunas contra el SARS-CoV-2 en esta poblacién (166, 170, 171).
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Al igual que en la respuesta tras la infeccion por SARS-CoV-2, los resultados sobre estas
vacunas en PVIH son contradictorios. Mientras algunos estudios han demostrado que el
titulo y la capacidad de neutralizacion de los anticuerpos inducidos por la vacuna en
PVIH son comparables a los de personas sin VIH (172), otras investigaciones han
revelado diferencias en la respuesta inmune generada, vinculadas principalmente al
numero de linfocitos T CD4(+) y la carga viral en PVIH (165, 173). Se han observado
diferencias significativas en los niveles de anticuerpos contra la proteina S en PVIH con
un recuento de células T CD4(+) >200 células/ul en comparacion con aquellos con <200
células/ul, especialmente después de la vacunacidén con vacunas basadas en ARNm,
donde el grupo con menor recuento de células T CD4(+) mostré una respuesta
significativamente reducida (165, 173). Por ello, persisten las preocupaciones sobre la

eficacia de las vacunas contra el SARS-CoV-2 en esta poblacion.

1.4.3. Pacientes oncologicos

En la actualidad, el cancer sigue siendo una de las enfermedades con mayor incidencia
y una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial. Segin el Centro
Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC, del inglés International Agency
for Research on Cancer), en 2020 se diagnosticaron alrededor de 18,1 millones de
nuevos casos de cancer en todo el mundo (174). Ademas, se prevé que la tendencia al
alza observada en los ultimos afios continde, de modo que para 2040 las cifras de nuevos

diagndsticos podrian alcanzar los 28 millones (174).

En Espafia, el cancer representa una de las principales causas de morbilidad vy
mortalidad. Segun el informe anual de 2024 de la Sociedad Espafiola de Oncologia
Médica (SEOM), publicado en enero, se estima que en nuestro pais se registraran

alrededor de 286.664 casos en el aifio 2024 (174).

1.4.3.1. Alteraciones inmunoldgicas en pacientes oncolégicos

Debido a la propia enfermedad y los tratamientos a los que son sometidos, los pacientes
con cancer presentan un estado de inmunosupresiéon que los hace mas susceptibles a la
infeccion por SARS-CoV-2 y, en comparaciéon con la poblacién general, suelen tener un

prondstico mas desfavorable (175-177).
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Se ha observado que los tumores y el entorno tumoral tienen la capacidad de modular
la respuesta inmune mediante diversos mecanismos. Estos mecanismos influyen en la
proliferacion de células T auxiliares y citotdxicas, asi como en la acumulacién de citocinas
y células inmunitarias supresoras. De hecho, los cambios en la respuesta inmune
durante la progresién tumoral podrian compararse con los procesos inflamatorios e

inmunoldgicos que ocurren durante el embarazo, mencionados anteriormente (178).

Las células tumorales tienen la capacidad de modificar el entorno tisular, promoviendo
una respuesta dominada por células Th2 y generando un ambiente antiinflamatorio.
Este proceso se acompana del reclutamiento de macréfagos tipo M2, células con una
baja capacidad de presentacién de antigenos y que producen factores que inhiben la
actividad de las células T (179). Ademas, se reclutan células mieloides supresoras
(MDSCs, del inglés Myeloid-derived suppressor cell) y células T reguladoras, lo que
favorece el crecimiento tumoral (Figura 15) (180). Todos estos mecanismos de evasién
inmunoldgica contribuyen a establecer un estado inmunosupresor en los pacientes

afectados.
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TUMOR

Figura 15. Representacion esquematica del estado inmunosupresor en el ambiente tumoral.
Figura de elaboracién propia creada con Biorender.com, adaptada de Shimizu et al., 2018 (180).

Por otro lado, a pesar de la amplia variedad de tratamientos empleados en estos
pacientes, la mayoria de ellos tienen la capacidad de afectar al sistema inmune. Terapias
antineopldsicas como la quimioterapia, la inmunoterapia y la radioterapia impactan

negativamente en la respuesta inmune de los pacientes (181). En este sentido, se ha
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identificado una asociacion entre la administracion de ciertos regimenes de
quimioterapia, como aquellos basados en platino combinado con etopdsido o el
esquema R-CHOP (rituximab, ciclofosfamida, hidroxidaunorrubicina, sulfato de
vincristina y prednisona) y un mayor riesgo de desarrollar COVID-19 grave y mayor

mortalidad en pacientes infectados por SARS-CoV-2 (182).

La afectacidn del sistema inmune en este grupo de pacientes puede resultar en una alta
prevalencia de infecciones persistentes (183, 184). Esta mayor susceptibilidad a
infecciones crénicas puede hacer que actien como reservorios para el virus, facilitando
la acumulacién de mutaciones y, en consecuencia, la aparicion de nuevas variantes que

dificultan el control de la enfermedad (184-187).

1.4.3.2. Respuesta inmune a la infeccion y vacunacién en pacientes oncoldgicos

Varios estudios han evaluado la respuesta inmune tras la infeccién por SARS-CoV-2 en
pacientes oncoldgicos. Se ha documentado una baja prevalencia de anticuerpos contra
el SARS-CoV-2 tras la infeccién en estos pacientes, especialmente en aquellos con
neoplasias hematoldgicas (188-190). En cuanto a la respuesta celular, también se ha
observado una disminucién en la respuesta de células T contra el SARS-CoV-2 después
de la infeccidn en personas con cancer (191). Por ello, los pacientes oncolégicos tuvieron
prioridad para recibir las vacunas contra la COVID-19. Sin embargo, estas personas
fueron excluidas de los principales ensayos clinicos (192). Estudios anteriores sobre la
respuesta inmune después de la vacunacion en esta poblacidn han sugerido una menor

eficacia frente a ciertas vacunas como, por ejemplo, la vacuna contra la gripe (193, 194).

Se ha observado que la respuesta humoral generada tras una dosis de las vacunas de
ARNm contra la COVID-19, como BNT162b2 y mRNA-1273, es menor en pacientes
oncolégicos en comparaciéon con la poblacidén general. Esta reduccién de la respuesta
inmune es especialmente notable en pacientes que reciben tratamiento activo contra el
cancer, como la quimioterapia o agentes bioldgicos dirigidos a dianas especificas de
células B, como la terapia anti-CD20 (por ejemplo, rituximab) (95, 195, 196). Sin
embargo, los resultados obtenidos en este grupo de pacientes son contradictorios.
Mientras algunos estudios indican que la respuesta inmune humoral de estas vacunas

es similar en pacientes con cdncer sélido que reciben tratamiento oncoldgico sistémico
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en comparacion con individuos sin tratamiento (197), otros reportan respuestas

inmunes mas débiles en los primeros (198).

Por otro lado, se ha observado una respuesta inmune celular similar a la de la poblacién
sana en pacientes oncolégicos después de la vacunacién con vacunas de ARNm, tanto
en pacientes con cancer sélido como hematoldgico, incluso en aquellos en los que no se
detecta una respuesta de anticuerpos neutralizantes (199). No obstante, es importante
destacar que la respuesta celular tiende a ser menos eficaz contra variantes de

preocupacién como Omicron, incluso después de recibir dosis de refuerzo (200).

Dado el estado comprometido del sistema inmune en pacientes con cancer, es
fundamental seguir investigando su respuesta a la vacunacién contra la COVID-19. Este
conocimiento es vital tanto para su bienestar individual como para las estrategias de

salud publica.
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Hipotesis y objetivos

HIPOTESIS

La respuesta inmune en poblaciones de riesgo con sistemas inmunitarios alterados o
inmunodeprimidos, como mujeres embarazadas y sus bebés, personas con VIH vy
pacientes oncolégicos, es diferente de la respuesta inmune en individuos sanos. Estas
diferencias podrian conducir a una respuesta inmune comprometida frente al SARS-

CoV-2 después de la infeccidn natural o tras la vacunacién contra la COVID-19.
OBIJETIVOS

Caracterizar la respuesta inmune contra el SARS-CoV-2 tras la infeccién aguda primaria
y la vacunacién contra la COVID-19 en poblaciones de riesgo con sistemas inmunes
alterados o inmunodeprimidos, como mujeres embarazadas y sus bebés, personas con

VIH y pacientes oncoldgicos.

Objetivos especificos:

1) Analizar la respuesta humoral (IgM, 1gG, IgA) contra la proteina S del SARS-CoV-2 en
mujeres embarazadas infectadas y en sus bebés, tanto en el parto (suero y leche
materna, y suero de corddn umbilical) como seis meses después (suero de madres y
bebés).

2) Analizar la respuesta humoral (IgG sérica) contra la proteina S del SARS-CoV-2, tanto
frente al linaje B.1 como a la variante Omicron, en madres vacunadas de COVID-19 y
en sus bebés en el momento del parto y 2-3 meses posparto.

3) Evaluar la respuesta humoral (IgM, 1gG, IgA plasmaticas) contra la proteina S del
SARS-CoV-2 en PVIH y un grupo control sin VIH, ambos recuperados de COVID-19.

4) Analizar la respuesta humoral (IgG plasmatica) contra la proteina S del SARS-CoV-2
(linaje B.1y variante Omicron) después de la segunda dosis y la dosis de refuerzo de la
vacuna COVID-19 en PVIH.

5) Evaluar el impacto del tratamiento oncoldgico inmunosupresor en la respuesta
humoral (IgG plasmatica) y celular (células T) contra el linaje B.1y la variante Omicron

después de la segunda y tercera dosis de la vacuna COVID-19 en pacientes con cancer.
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Meétodos

3.1. Poblacion de estudio

3.1.1. Poblacién 1: Mujeres embarazadas y sus bebés

Art. 1 (201): Martin-Vicente et al. Antibody levels to SARS-CoV-2 spike protein in mothers
and children from delivery to six months later. Birth 2023; 50(2):418-427.

e Diseio: Estudio prospectivo.

e Poblacién: Mujeres embarazadas con primoinfeccidon natural por SARS-CoV-2 y sus
recién nacidos.

e Tiempos de estudio: En el momento del parto y seis meses posparto.

o Periodo de tiempo: Marzo de 2020 a mayo de 2021.

e Muestras bioldgicas: Suero y leche de mujeres embarazadas, y suero de sus bebés.

Art. 2 (202): Muioz-Gomez MJ et al. IgG antibody levels against the SARS-CoV-2 spike
protein in mother-child dyads after COVID-19 vaccination. Infection 2024, 52:813-824.

e Diseio: Estudio prospectivo.

e Poblacién: Mujeres embarazadas vacunadas contra la COVID-19 y sus bebés.
e Tiempos de estudio: En el momento del parto y 2-3 meses posparto.

e Periodo de tiempo: Septiembre de 2021 a marzo de 2022.

e Muestras bioldgicas: Suero de mujeres embarazadas y de sus bebés.

3.1.2. Poblacion 2: Personas con VIH

Art.3 (203): Martin-Vicente et al. Similar humoral immune responses against the SARS-
CoV-2 spike protein in HIV and non-HIV individuals after COVID-19. J Infect 2022;
84(3):418-467.

e Disefio: Estudio transversal.

e Poblacidn: Personas infectadas con VIH y controles sanos sin VIH que habian pasado
la infeccion por SARS-CoV-2.

e Periodo de tiempo: Abril de 2020 a septiembre de 2020.

e Muestras bioldgicas: Plasma de personas con VIH y controles sin VIH.
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Art.4 (204): Muiioz-Gomez M et al. Immune response against SARS-CoV-2 spike protein

in people with HIV after COVID-19 vaccination. medRxiv [Preprint].

e Diseio: Estudio prospectivo

e Poblacién: Personas infectadas con VIH y controles sanos (HC) sin infeccién por VIH,
vacunados contra la COVID-19.

e Tiempos de estudio: Febrero de 2021 a Febrero de 2022

e Periodo de tiempo: Antes de la primera dosis, cuatro semanas después de la
segunda dosis y diez semanas después de la dosis de refuerzo.

e Muestras biolégicas: Plasma de personas con VIH y controles sin VIH

3.1.3. Poblacidn 3: Pacientes oncoldgicos

Art.5 (205): Mufioz-Gomez MJ et al. Immune response against the SARS-CoV-2 spike
protein in cancer patients after COVID-19 vaccination during the Omicron wave: a

prospective study. Journal of Infection and Public Health 2024; 17(7).

e Diseio: Estudio prospectivo.

e Poblacién: Pacientes con cancer vacunados contra la COVID-19, estratificados segun
su tratamiento oncoldgico inmunosupresor.

e Tiempos de estudio: Antes de la primera dosis, cuatro semanas después de la
segunda dosis y ocho semanas después de la dosis de refuerzo.

e Periodo de tiempo: Febrero de 2021 a Enero de 2022

e Muestras bioldgicas: Plasma y células mononucleares de sangre periférica (CMSP).
3.2. Ensayos de laboratorio

3.2.1. Clonacidn, expresion y purificacion de los dominios de la proteina
Sy el receptor ACE2

3.2.1.1. Proteina S

e Plasmido (paH): codifica el ectodominio de la proteina S del SARS-CoV-2 (residuos
1-1208), estabilizado en su conformacién de prefusion. Proporcionado por el Dr. Jason

McLellan (Universidad de Texas, Austin, EE. UU.) (206).
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e Plasmido paH HexaPro: esta version del plasmido paH incluye 6 sustituciones de
prolina para aumentar la produccién (207). También se obtuvo una version del plasmido
paH HexaPro con dos sustituciones de cisteina (S383C D985C). Esta ultima codifica una
proteina S con una conformacidn cerrada, incapaz de unirse al receptor ACE2 (208).

e Transfeccion: células FreeStyle 293F (Life Technologies, Carlsbad, California,
EE.UU.)
e Purificacion: se usaron resinas de niquel-nitrilotriacetato (Ni-NTA) (Cityva, Uppsala,

Suecia), seguidas de filtracion en gel con columnas de Superose 6 10/300 (Cytyva,
Uppasala, Suecia).

e Estudio pureza e integridad: SDS-PAGE vy tincién con Coomassie-Blue.

3.2.1.2. Receptor ACE2

e Plasmido ACE2: codifica el dominio de la proteina ACE2 (residuos 1-165) fusionado
a una StrepTag.

e Transfeccion: células FreeStyle 293F (Life Technologies, Carlsbad, California,
EE.UU.)
e Purificacion: sistema Strep-tag (IBA Lifesciences, Gottingen, Alemania) y

cromatografia en gel Superdex 200 (Cytiva, Uppsala, Suecia).

3.2.2. Evaluacion de la respuesta inmune
3.2.2.1. Respuesta humoral

e Métodos: a) inmunoensayo (ELISA) para determinar la presencia de anticuerpos
(1gG, IgM, IgA) frente a la proteina de la nucleocdpside del SARS-CoV-2; b) inmunoensayo
(ELISA) para cuantificar los titulos de anticuerpos frente a la proteina S del SARS-CoV-2
(linaje B.1 y variante Omicron); c) inmunoensayo (ELISA) para cuantificar la capacidad
de los anticuerpos para inhibir la unién S-ACE2.

e  Muestras: suero, leche, plasma

3.2.2.2. Respuesta celular

e Método: cuantificacion de la expresion de IFN-y e IL-2 mediante
inmunofluorescencia (FluoroSpot Plus Human IFN-y/IL-2, Mabtech Inc., Cincinnati, Ohio,

EE.UU.).
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e Muestras: células mononucleares de sangre periférica (CMSP), estimuladas con

péptidos de la proteina S del SARS-CoV-2.

3.2.3. Analisis estadistico

e Programas: IBM SPSS Statistics 25.0 (SPSS INC, Armonk, NY, EE.UU.), Stata 15.0
(StataCorp, Texas, EE.UU.), GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,
EE.UU.).

e Estadistica: Para calcular diferencias en variables continuas en grupos
independientes, se utilizd la prueba U de Mann-Whitney. En grupos dependientes, se
uso la prueba de rangos con signo de Wilcoxon. Para variables categéricas, se aplicaron
la prueba de Chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher. El andlisis de correlacion se
realiz6 mediante la prueba de Pearson. Ademads, se usaron regresiones logisticas,
modelos lineales generalizados (GLM) y modelos lineales mixtos generalizados (GLMM)

ajustados por variables clinicas, para evaluar diferencias entre grupos.
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Resultados

4.1. Poblacion 1: Mujeres embarazadas y sus bebés

4.1.1. Articulo 1 (201): Antibody levels to SARS-CoV-2 spike protein in
mothers and children from delivery to six months later.

Introduccidn: Las mujeres embarazadas son vulnerables a la infeccidn por SARS-CoV-2.
Los anticuerpos neutralizantes contra la proteina S del virus protegen de enfermedad

grave.

Objetivos: Examinar la respuesta inmune humoral frente a la proteina S del SARS-CoV-
2 en mujeres embarazadas que han pasado el COVID-19 y en sus recién nacidos, tanto

en el momento del parto como seis meses después.

Métodos: Estudio prospectivo en mujeres embarazadas con infeccidon confirmada por
SARS-CoV-2 y sus recién nacidos. Se evaluaron los titulos de anticuerpos (IgG, 1gM e IgA)
mediante ELISA en muestras de suero y leche. También se determind la capacidad de
estos anticuerpos para inhibir la unién entre la proteina S y su receptor, la proteina

ACE2.

Resultados: En el momento del parto, se detectaron anticuerpos frente a la proteina S
en el 81,9% de los sueros de las madres, el 78,9% de las muestras de sangre del cordén
umbilical y el 63,2% de las muestras de leche. Los niveles de anticuerpos fueron mas
elevados en mujeres sintomaticas (p<0,05). A los seis meses posparto, los niveles de IgG
disminuyeron drasticamente en el suero de los nifios (p<0,001) pero permanecieron
elevados en el suero de las madres. Los titulos de anticuerpos se correlacionaron
positivamente con su capacidad para inhibir la interaccién proteina S-ACE2 al inicio del
estudio en suero materno (R?>=0,203; p<0,001), del cordén umbilical (R?=0,378; p<0,001)
y en la leche (R?=0,564; p<0,001), y a los seis meses en el suero materno (R?=0,600;

p<0,001).

Conclusion: La mayoria de las mujeres embarazadas presentaron altos niveles de
anticuerpos contra la proteina S del SARS-CoV-2. La eficiente transferencia de IgG a la
sangre del cordén umbilical y los altos titulos de IgA en la leche materna sugieren que

los recién nacidos pueden estar inmunizados pasivamente contra el SARS-CoV-2.
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Art. 1 (201): Maria Martin-Vicente*, Itziar Carrasco*, Maria José Muiioz-Gomez*, Alicia
Hernanz Lobo, Vicente Mas, Sara Vigil-Vazquez, Mdnica Vazquez, Angela Manzanares,
Olga Cano, Roberto Alonso, Daniel Sepulveda-Crespo, Laura Tarancén-Diez, Maria
Angeles Mufioz-Fernandez, Mar Mufioz-Chapuli, Salvador Resino, Maria Luisa Navarro,
Isidoro Martinez. Antibody levels to SARS-CoV-2 spike protein in mothers and children
from delivery to six months later. Birth 2023; 50(2):418-427.

* MMV, ICy MJMG han contribuido a partes iguales a este estudio.
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Abstract

Introduction: Pregnant women are vulnerable to severe acute respiratory syn-
drome coronavirus (SARS-CoV-2) infection. Neutralizing antibodies against the
SARS-CoV-2 spike (S) protein protect from severe disease. This study analyzes
the antibody titers to SARS-CoV-2 S protein in pregnant women and their new-
borns at delivery, and six months later.

Methods: We conducted a prospective study on pregnant women with confirmed
SARS-CoV-2 infection and newborns. Antibody (IgG, IgM, and IgA) titers were
determined using immunoassays in serum and milk samples. An angiotensin-
converting enzyme 2 (ACE2) receptor-binding inhibition assay to the S protein
was performed on the same serum and milk samples.

Results: At birth, antibodies to SARS-CoV-2 spike protein were detected in
81.9% of mothers' sera, 78.9% of cord blood samples, and 63.2% of milk samples.
Symptomatic women had higher antibody titers (IgG, IgM, and IgA) than the
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1 | INTRODUCTION

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) is expanding all over the world, causing devas-
tating diseases in humans (coronavirus disease 2019 or
COVID-19) with a tremendous impact on global health
and the economy.! The most common symptoms of mild
infections include fever, fatigue, and dry cough. However,
in severe cases, pneumonia and acute respiratory distress
syndrome, both with high mortality rates, are developed
1-2weeks after the onset of the illness.” In the severe
COVID-19, a deregulated proinflammatory response,
known as a “cytokine storm,” leads to systemic inflamma-
tion and multiple organ failure.?

Pregnant women are at increased risk of severe
COVID-19.* Furthermore, the inflammatory response
induced by SARS-CoV-2 may damage the placenta, rais-
ing the probability of viral vertical transmission,” and the
inflammatory condition may be extended to the fetus,
compromising its normal development.’” Nonetheless,
placental and fetus infections have been reported only in a
few studies, and data on vertical transmission are not con-
clusive because false-positive results or postnatal infection
can not be excluded.® The mother experiences substantial
physiologic and immunologic changes during normal
pregnancy to ensure proper fetal growth.” These changes
include the overexpression in the placenta and fetal or-
gans of the angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2).
ACE2 promotes an anti-inflammatory, vasodilatory, and
antithrombotic response that favors the implantation and
development of the fetus.” However, ACE2 is the SARS-
CoV-2 receptor, and its upregulation in the placenta and
fetal organs may increase the risk of SARS-CoV-2 infec-
tion in these organs.3 Moreover, when the virus binds to

asymptomatic ones (P <0.05). At six months postpartum, IgG levels decreased
drastically in children's serum (P <0.001) but remained high in mothers' serum.
Antibody titers correlated positively with its capacity to inhibit the ACE2-spike
protein interaction at baseline in maternal sera (R2 =0.203; P <0.001), cord sera
(R*=0.378; P <0.001), and milk (R*> =0.564; P <0.001), and at six months in ma-
ternal sera (R* =0.600; P < 0.001).

Conclusions: High antibody levels against SARS-CoV-2 spike protein were found
in most pregnant women. Due to the efficient transfer of IgG to cord blood and
high IgA titers in breast milk, neonates may be passively immunized to SARS-
CoV-2 infection. Our findings could guide newborn management and maternal

antibody, breast milk, cord blood, newborn, pregnant, SARS-CoV-2, spike glycoprotein

the ACE2, this receptor is downregulated, and its levels re-
main low during infection,'® promoting vasoconstriction,
inflammation, and procoagulopathic effects resembling
preeclampsia.'’

Specific neutralizing antibodies against the “spike”
or S glycoprotein of SARS-CoV-2 protect from severe
COVID-19. Those antibodies are raised mainly against
the receptor-binding domain, which mediates the attach-
ment to ACE2 on the host cells.">"* A few studies have
shown that SARS-CoV-2-specific immunoglobulin G
(IgG) and immunoglobulin M (IgM) antibodies are pres-
ent in the blood of pregnant women, while immunoglobu-
lin A (IgA) predominates in breast milk.*'® SARS-CoV-2
IgG is transferred to the fetus through the placenta.'*!’
However, IgM and IgA do not cross the placenta, and their
presence in the fetus’ umbilical cord blood could indicate
a possible infection.>**

In the present study, we aimed to analyze the antibody
levels to SARS-CoV-2 S protein at delivery in the serum
and milk of SARS-CoV-2-infected pregnant women and
their newborns’ umbilical cord serum. Six months after
delivery, antibody levels were also quantified in the serum
of the women and their infants.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Study design

We carried out a prospective study on pregnant women
with laboratory-confirmed SARS-CoV-2 infection before
childbirth or at childbirth and their newborns. At deliv-
ery, we studied the antibody levels to SARS-CoV-2 S pro-
tein in the maternal serum (n = 104), milk (n = 46), and
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umbilical cord serum (n = 71). Six months later, we also
studied the paired serum samples available from those
patients [mothers (n = 33) and children (n = 23)] who at-
tended their routine medical examination.

All participants were recruited at the Hospital General
Universitario Gregorio Marafion (HGUGM) from Madrid,
Spain, between March 2020 and November 2020, inside
the GESNEO-COVID Cohort.” The follow-up study (six
months after delivery) was carried out in the Department
of Pediatrics of the HGUGM, where the routine medical
examination of children exposed to or infected by SARS-
CoV-2 was performed. However, some children were lost
because they were examined in other hospitals or primary
care centers. Only children (and their mothers) that at-
tended the pediatric care of the HGUGM six months after
delivery were included in the follow-up study. This fol-
low-up study was stopped on May 15, 2021. The study was
approved by the HGUGM Ethics Committee (Ref.: IRB
00006051) and was conducted following the Declaration
of Helsinki. All participants gave their informed consent
before enrollment.

2.2 | Clinical data and samples
Epidemiological, clinical, and microbiological data (PCR
test and serological analysis for COVID-19 diagnosis) of
mothers and newborns were collected from the hospital's
electronic medical history through Research Electronic
Data Capture (REDCap) platform, hosted on a secure
server at the Instituto de Investigacion Sanitaria Gregorio
Marafion, Madrid, Spain.

Mothers were tested for SARS-CoV-2 infection by poly-
merase chain reaction (PCR, TaqPath 1-Step Multiplex
Master Mix, Applied Biosystems) on a respiratory speci-
men (nasopharyngeal swab) or by detecting IgG or/and
IgM antibodies by immunoassay (IgG/IgM against SARS-
CoV-2 by SARS-CoV-2 IgG Reagent Kit, Abbott) in mater-
nal serum before childbirth or on the day of childbirth.
Newborns were tested for SARS-CoV-2 infection (naso-
pharyngeal PCR) at birth and 15days later. Both mother
and child were followed up for six months.

For anti-SARS-CoV-2S antibody detection, blood sam-
ples were collected in ethylene diamine tetra-acetic acid
tubes from the mothers during childbirth and six months
later. At delivery, cord blood samples were collected for the
same purpose. For some children, blood samples were also
collected six months after birth. Breast milk was collected
in sterile sample bottles during the first 48 hours after de-
livery and, when not possible, after 15days. All samples
were received, processed, and stored at the Spanish HIV
BioBank at —20°C until use.*!

B\ EY-

2.3 | Immunoassay for antibody
quantification

The plasmid paH coding for the S protein ectodomain
(residues 1-1208) of SARS-CoV-22019-nCOV (GenBank:
MN908947) stabilized in the prefusion conformation was
kindly provided by Dr. Jason McLellan (the University of
Texas at Austin-USA). Mutagenesis was conducted to obtain
a HexaPro construct that allowed a high-yield production of
a stabilized prefusion spike protein. The following substitu-
tions were included at the ectodomain: glycine at residue
614 (D614G), a “GSAS” substitution at the furin cleavage
site (residues 682-685), and proline at residues 817, 892, 899,
942, 986, and 987. A plasmid coding for residues 1-165 of
ACE2, the cell receptor for the SARS-CoV-2 S protein, fused
to a StrepTag was also built. The expression vector coding
for the ectodomain of the SARS-CoV-2 S protein was used to
transfect FreeStyle 293F cells transiently. The S protein do-
main was purified from filtered cell supernatants using Ni-
NTA resins followed by size-exclusion chromatography. The
ACE2 receptor was expressed in the same way and purified
by the Insights into the Strep-tag system followed by size-
exclusion chromatography (full description in Appendix S1).

Antibody titers against the S protein were determined
in an ELISA assay by incubating serial dilutions of serum
samples with the purified S protein ectodomain in 96-well
plates, followed by successive incubations with a second-
ary peroxidase-conjugated anti-human IgG, IgM, or IgA
(Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA) and
the OPD substrate (Sigma Aldrich, San Luis, MO, USA).
One-phase exponential decay least-squares fit curves and
the area under the curve (AUC) were calculated using
GraphPad Prism 9.0. The capacity of the antibodies to in-
hibit the binding of the soluble ACE2 receptor to the SARS-
CoV-2 S protein was determined by ELISA (full description
in Appendix S1). A pool of sera from individuals negative
for anti-S antibodies, collected in 2016, was used as a con-
trol. After subtraction of the background, the percentage of
inhibition was calculated as [1 — (OD 45 test serum / OD g5
control serum)] X 100%. The percentage of inhibition rel-
ative to ACE2 in which the StrepTag was removed was
further calculated as (% inhibition of serum samples / % in-
hibition of ACE2) X 100% (full description in Appendix S1).

2.4 | Statistical analysis

Statistical analysis was carried out with IBM SPSS Statistics
25.0 (SPSS INC, Armonk, NY, USA), and figures were
generated by GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software,
Inc., San Diego, CA, USA). The level of significance was
defined as P <0.05 (two-tailed).
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TABLE 1 Characteristics of mothers and babies

Parameters

(A) Mothers

No.

Age (years)

Country of birth
Spain

Latin American Countries

Other
Comorbidities
Obesity
Hypertension
Diabetes
COPD
Hypothyroidism
COVID-19
Diagnosis (+)

> Two weeks before childbirth
Two weeks before childbirth

In childbirth
SARS-CoV-2 PCR (+)

Pregnancy

Childbirth

Gestational age (weeks) at diagnosis

Symptoms
Severe symptoms
Hospitalization
Treatment
Oxygen therapy
Lopinavir/r
Hydroxychloroquine
Corticosteroids
Heparin
Antibiotics
(B) Newborn
No.
Gestational age (weeks)
Mode of delivery
Vaginal
Caesarean
Gender (male)

Breastfeeding

Admitted to NICU by prematurity

Condition at birth
APGAR1
APGAR5

MARTIN-VICENTE ET AL.
TABLE 1 (Continued)
Values Parameters Values
Weight (kg) 3.3(2.9;3.5)
104 Height (cm) 50 (48; 51)
34.3(29.4;36.9) Head circumference (cm) 34 (33;35)
SARS-CoV-2 PCR (+)
52 (50%) Preperinatal 1(1%)
40 (38.5%) Postnatal 2 (1.9%)
12 (11.5%) Note: Statistics: Values are expressed as the median (Q1; Q3) and absolute
count (percentage).
10 (9.6%) Abbreviations: APGAR, Appearance, Pulse, Grimace, Activity, and
o Respiration; APGARI, 1-minute APGAR; APGARS, 5-minute APGAR;
4(3.8%) COPD, chronic obstructive pulmonary disease; COVID-19, coronavirus
6 (5.8%) disease 2019; NICU, Neonatal Intensive Care Unit; PCR, polymerase chain
reaction; SARS-CoV-2, severe acute respiratory syndrome coronavirus 2.
4(3.8%)
4(3.8%)
Data were shown as absolute counts (percentages) for
35(33.7%) categorical variables and median (interquartile range,
37 (35.6%) IQR = P25th; P75th) for continuous variables. The
33 (30.8%) Mann-Whitney U test calculated differences between in-
dependent groups and the Wilcoxon signed-rank test for
87 (83.6%) dependent groups. Correlation analysis was performed
' using the Pearson test.
66 (63.4%)
38(33.3;39.4)
46 (44.2%) 3 | RESULTS
10 (9.6%)
15 (14.9%) 3.1 | Patient characteristics
5 (4.8%) The characteristics of the study population are described
9.(8.7%) in Table 1. Most mothers (83.7%) were PCR positive for
8 (7.7%) SARS-CoV-2 during pregnancy or childbirth. However,
3 2.90/ 16.3% of pregnant women had a negative SARS-CoV-2
(25%) PCR but positive anti-SARS-CoV-2 antibodies. COVID-19
14 (13.5%) diagnosis was performed at childbirth (30.8%), two weeks
13 (12.5%) before childbirth (35.6%), or more than two weeks before
childbirth (33.7%). Only 43.3% had symptoms (9.6% were
71 severe), and 4.8% needed oxygen therapy. Newborns had a

36.7 (38.4; 40.4)

86 (82.7%)
18 (17.3%)
55 (52.9%)
91 (93.8%)
10 (9.7%)

9(9;9)
10 (10; 10)

mean gestational age of 36.7 weeks, 82.7% were born vagi-
nally, and 93.8% were breastfed at hospital discharge. In
general, anthropometric measurements and health status
were within normal ranges. Finally, 9.7% were admitted
to the Neonatal Intensive Care Unit by prematurity, and
three newborns had a positive PCR for SARS-CoV-2.

3.2 | Antibody titers in
mothers and neonates

At birth, antibodies to SARS-CoV-2 S protein were
detected in 81.9% of mothers' sera, 78.9% of cord sera
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samples, and 63.2% of milk samples. A significant re-
lationship between the positive antibodies to SARS-
CoV-2 S protein and the time of infection was only
found in maternal sera. Mothers diagnosed more than
two weeks before delivery had higher percentages of
positive sera for IgG (94.3% vs. 68.6%; P = 0.003), IgM
(65.7% vs. 36.8%; P = 0.009), and IgA (65.7% vs. 45.7%;
P = 0.056) than mothers diagnosed later (at two weeks
before delivery or at the childbirth). The presence/
absence of antibodies to SARS-CoV-2 S protein corre-
lated between mother sera, cord sera, and milk. Thus,
15 newborns had undetectable IgG, and 13 were born
to mothers diagnosed with COVID-19 near delivery
(<30days). Except for one, IgG antibodies were de-
tected in all preterm infants (less than 37 weeks gesta-
tion). Among the newborns with positive IgG cord sera,
94.6% were delivered by mothers who also had positive
IgG sera. Concerning negative IgG cord sera, 86.7%
of the newborns with negative results were delivered
by mothers with negative sera (P <0.001). Among the
mothers with IgA positive serum samples, 61.5% also
had IgAs in their milk, while 73.7% of mothers with no
detectable IgAs in their serum also were IgA negative
in milk (P = 0.021).

Levels of anti-SARS-CoV-2 S protein IgG in maternal
serum (264.4 [IQR = 11.5; 697.2]) were higher than
levels of IgM (1 [IQR = 1; 29.6]; P <0.001) and IgA
(2.4 [IQR = 1; 22.6]; P <0.001) (Figure 1A). In breast
milk (Figure 1B), levels of anti-SARS-CoV-2 S IgA
(4 [IQR = 1; 141.1]) were higher than IgM levels (1
[IQR = 1; 7.32]; P <0.001) and IgG levels (1 [IQR = 1;
1]; P <0.001). Regarding umbilical cord serum
(Figure 1C), 78.9% of samples had IgG antibodies (280.8

[IQR = 7.4; 1031]), but only a few samples had detect-
able IgMs or IgAs. The average ratio of IgG antibody
levels between the umbilical cord and maternal serum
was 1.4.

There were three children with a positive PCR for
SARS-CoV-2. A neonate was diagnosed at the time of
delivery, whose mother was ill and had no antibodies
to SARS-CoV-2 S protein in serum and milk. The other
two neonates were diagnosed 15days after delivery.
However, only one of them had anti-SARS-CoV-2 IgG
antibodies in the umbilical cord and six months later
in the serum, and whose mother also had antibodies
against SARS-CoV-2 (IgG, IgM, and IgA) at delivery and
six months later.

There were also two umbilical cord samples with low
levels of anti-SARS-CoV-2 S IgM and three with low
anti-SARS-CoV-2 S IgA levels, which corresponded to
neonates with a negative PCR for SARS-CoV-2. These
children had, however, high levels of anti-SARS-CoV-2 S
IgG antibodies.

3.3 | Antibody titers according to
COVID-19 symptoms

Women with COVID-19 symptoms had higher serum
values of anti-SARS-CoV-2 S protein IgG (350.3
[IQR = 110.1; 1449] vs. 150.6 [IQR = 1; 523.6]; P = 0.013;
Figure 2A), IgM (4.8 [IQR = 1; 75.1] vs. 1 [IQR = 1; 5.8];
P = 0.015; Figure 2B), and IgA (9.4 [IQR = 1; 37.7] vs.
1 [IQR = 1; 19.3]; P = 0.040; Figure 2C) than women
without COVID-19 symptoms. Additionally, newborns
of women with COVID-19 symptoms had higher serum
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IgG values than newborns of women without COVID-19
symptoms (395.9 [IQR = 53.2; 1353] vs. 88.8 [IQR = 1;
592.3]; P = 0.033; Figure 2D).

3.4 | Antibody titers at six
months postpartum

For some participants with paired samples at baseline
and six-month of follow-up, serum antibody levels against
SARS-CoV-2S protein were determined (Figure 3).
IgG levels remained relatively high in most mothers
(Figure 3A). In contrast, in 33 mothers, we observed a pro-
nounced decrease in serum IgM levels during the follow-
up (4.4 [IQR = 1; 102.2] vs. 1 [IQR = 1; 3.47]; P <0.001;
Figure 3B). In 23 children, serum IgG levels decreased

drastically at six months postpartum (440 [IQR = 79.1;
1501] vs. 1 [IQR = 1; 2.6]; P <0.001; Figure 3D).

3.5 | Antibody titers and their capacity to
inhibit ACE2-S protein interaction

We found a positive and significant correlation between
serum antibody titers against SARS-CoV-2 S protein and the
percentage of inhibition of ACE2 binding to the S protein at
baseline in maternal serum (R* =0.203; P < 0.001; Figure4A),
umbilical cord serum (R* =0.378; P <0.001; Figure 4B), and
breast milk (R2 =0.564; P <0.001; Figure 4C). Moreover,
a positive and significant correlation, much higher than at
baseline, was found in maternal serum samples six months
after delivery (R* =0.600; P <0.001; Figure 4D).
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4 | DISCUSSION

This study analyzed the antibody levels against the SARS-
CoV-2 S protein in pregnant women and neonates. The
main findings were: (a) most pregnant women displayed
high antibody levels in serum and milk; (b) IgG was trans-
ferred efficiently from mother to fetus, while the presence
of IgM antibodies in the cord blood was exceptional; (c)
symptomatic women had higher titers of antibodies than
the asymptomatic ones; (d) IgG titers remained relatively
high in mother serum after six months of delivery while
they decreased drastically in children; and (e) antibody
titers correlated positively with its capacity to inhibit the
binding of the ACE2 receptor to the S protein.

We observed high antibody levels against SARS-
CoV-2 S protein in the serum and milk of pregnant
women. However, according to a recent report, these lev-
els may be lower than in nonpregnant women,** although
other studies have not confirmed this result.*® In line with
previous findings, we also noted that antibody levels were
higher in symptomatic women than in asymptomatic
ones, indicating a correlation between COVID-19 severity

B WV EY-

and antibody titers.'*** Besides, antibody titers against
SARS-CoV-2 S protein, primarily to the receptor-binding
site, correlate with neutralization titers.'**>** According
to this, we have seen a positive correlation between anti-
body titers by ELISA and inhibition of ACE2 binding to
the S protein in pregnant women. This positive correla-
tion was much better after six months of follow-up than
at baseline, indicating antibody affinity maturation during
this period.

Neonatal protection from infections depends on trans-
placentally acquired IgG antibodies from the mother.
We observed that the mean IgG ratio of umbilical cord
serum to maternal serum was 1.4, indicating an efficient
transplacental transfer of anti-S antibodies. This is in line
with previous reports on SARS-CoV-2 and other patho-
gens.”»*’° The transfer ratio increases with increasing
time between maternal infection and delivery, regardless
of the severity of the disease.>® However, inefficient trans-
placental antibody transfer specific to SARS-CoV-2 has
been observed in other studies.>!”** This may be due to
perturbed Fc glycosylation of antibodies caused by SARS-
CoV-2 infection. However, this effect was observed when
SARS-CoV-2 infection occurred in the third trimester but
not in the second trimester, suggesting that glycosylation
alterations in anti-SARS-COV-2-specific antibodies nor-
malize over infection time.”* Although most mothers in
our study were diagnosed with SARS-CoV-2 in the third
trimester, we cannot precisely define when they were in-
fected. Despite this, we observed that most mothers with
very low antibody levels were diagnosed with COVID-19
close to delivery (<30days). Consequently, 13 out of 15 in-
fants born to these mothers had undetectable IgG in the
cord serum. Therefore, rather than prematurity or dys-
functional transplacental transport, the low levels of IgG
antibodies in the mothers' serum seem to cause the non-
detection of antibodies in their infants. Moreover, other
factors, such as ethnicity and accompanying comorbidi-
ties, may affect the transplacental transfer of antibodies.'’
Those conflicting results raise some concerns about the
efficacy of vaccination during pregnancy. In this sense,
efficient transplacental transfer of IgG after SARS-CoV-2
vaccination has been observed recently,31’32 but it remains
to be elucidated whether the antibody levels transferred
to the fetus are high enough to protect against infection.
However, even in the case of low transplacental antibody
transfer, vaccination should be helpful to protect pregnant
women, which are at risk for severe COVID-19 and related
pregnancy complications.

IgM immunoglobulins cannot cross the placenta, and
their presence in cord blood suggests fetus infections.>®
However, the detection of IgM in the umbilical cord does
not necessarily imply intrauterine infection since it may be
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due to assay errors, sample contamination, or increased per-
meability of the syncytiotrophoblast barrier by infection-
induced inflammation.*® Thus, low IgM levels have been
detected in the umbilical cord without fetal infection in
some cases.”*"**** Likewise, there was no concordance be-
tween SARS-CoV-2 positive PCR of newborns and the pres-
ence of IgM antibodies in their umbilical cord in our study.
Thus, three infants were PCR positive for SARS-CoV-2, but
only two of them had specific anti-SARS-CoV-2 IgM anti-
bodies in the cord serum. A similar interpretation can be
made for the presence of IgA in the umbilical cord.
Anti-SARS-CoV-2 S protein IgM peak around 14days
after symptom onset and then decline. IgG titers peak
around 21-28days and remain high for several weeks.**
Similarly, we have found that anti-SARS-CoV-2 S protein
IgM in mother serum decreased almost to undetectable lev-
els in most cases at six months after delivery, while IgG and
IgA levels remained high. On the contrary, IgG antibodies

dropped drastically in children at that point, which agrees
with previous reports,’>*" indicating that potential IgG-
mediated protection of neonates is limited in time.

Milk antibodies also may protect infants from in-
fections via breastfeeding. Secretory IgA (sIgA) derives
mainly from the gut-associated lymphoid tissue and is
actively secreted into the milk via the polymeric immuno-
globulin receptor.** We have observed high antibody titers
in most breast milk, principally IgA, that correlated with
inhibition of ACE2 binding to the S protein, indicating
neutralizing activity. A strong sIgA neutralizing response
against SARS-CoV-2 S protein has also been described in
milk from infected women.'**® These results encourage
breastfeeding of SARS-CoV-2-infected mothers to protect
infants from COVID-19.

Finally, it should be noted that this study has a small
sample size and, despite the study's prospective design, bi-
ases that are difficult to control may have been introduced.
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Besides, some samples have been lost at six months, although
these are complicated samples to obtain. Additionally, a con-
trol group of nonpregnant women was not included.

In conclusion, high antibody titers against SARS-
CoV-2 S protein were found in most pregnant women, and
fetus infection, if any, was rare. Due to the efficient trans-
fer of IgG to cord blood and high IgA titers in breast milk,
neonates may be passively immunized to SARS-CoV-2 in-
fection. Our findings could guide newborn management
and maternal vaccination policies.*
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Resultados

4.1.2. Articulo 2 (202): I1gG antibody levels against the SARS-CoV-2 spike
protein in mother—child dyads after COVID-19 vaccination.

Introduccién: La vacunacion contra la COVID-19 en las mujeres embarazadas es
necesaria para proteger tanto a ellas como a sus bebés mediante la generacién de
anticuerpos neutralizantes contra la proteina S del SARS-CoV-2.

Objetivos: Analizar la respuesta inmune humoral en madres vacunadas contra la COVID-
19 y en sus hijos, tanto en el momento del parto como después de 2-3 meses.
Métodos: Estudio prospectivo con madres que recibieron al menos una dosis de la
vacuna de Pfizer-BNT162b2, Moderna mRNA-1273 u Oxford-AstraZeneca ChAdOx1-S
durante el embarazo, junto con sus recién nacidos.

Resultados: En el momento del parto, se observaron niveles elevados de IgG dirigidos
contra la proteina S del linaje B.1 del SARS-CoV-2 en las madres y en recién nacidos (IgG
anti-SARS-CoV-2 S). Aunque los titulos de anticuerpos se mantuvieron estables en las
madres a los 2-3 meses posparto, disminuyeron significativamente en los lactantes
(p<0,001). Ademas, se observaron correlaciones positivas y significativas entre los
niveles de IgG anti-SARS-CoV-2 S y su capacidad de inhibicion de la unién S-ACE2 en las
madres y recién nacidos, tanto al nacimiento como a los 2-3 meses posparto (r>0,8,
p<0,001). En cuanto a la respuesta humoral frente a la variante Omicron post-
vacunacion, se detectaron niveles de anticuerpos mds bajos contra Omicron en
comparacion con el linaje B.1 en madres e hijos (p<0,001) a los 2-3 meses posparto.
Nuevamente, se evidencié una correlacién positiva para Omicron entre los titulos de 1gG
anti-SARS-CoV-2 S y la capacidad de inhibicion de la unién S-ACE2, en madres (r=0,818,
p<0,001) y en hijos (r=0,386, p<0,005). Ademads, se observé que la infeccion previa por
SARS-CoV-2 y la vacunacidn cercana al parto influyeron positivamente en los niveles de
IgG anti-SARS-CoV-2 S.

Conclusion: Las vacunas contra la COVID-19 generan altos niveles de anticuerpos IgG
anti-SARS-CoV-2 S en mujeres embarazadas, capaces de inhibir la unién S-ACE2.
Ademads, estos anticuerpos se transfieren eficientemente al feto. Sin embargo, se
observd una rapida disminucion de los niveles de I1gG anti-SARS-CoV-2 S en los lactantes

a los 2 o0 3 meses posparto.
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Abstract

Purpose We aimed to assess IgG antibodies against the SARS-CoV-2 spike protein (anti-SARS-CoV-2 S IgG) in vaccinated
mothers and their infants at delivery and 2—3 months of age.

Methods We conducted a prospective study on mothers who received at least one dose of the COVID-19 vaccine (Pfizer-
BNT162b2, Moderna mRNA-1273, or Oxford-AstraZeneca ChAdOx1-S) during pregnancy and on their infants. The baseline
was at the time of delivery (n=93), and the end of follow-up was 2 to 3 months post-partum (n=53). Serum anti-SARS-
CoV-2 S IgG titers and ACE2 binding inhibition levels were quantified by immunoassays.

Results Mothers and infants had high anti-SARS-CoV-2 S IgG titers against the B.1 lineage at birth. However, while anti-
body titers were maintained at 2-3 months post-partum in mothers, they decreased significantly in infants (p <0.001). Posi-
tive and significant correlations were found between anti-SARS-CoV-2 S IgG titers and ACE2-binding inhibition levels in
mothers and infants at birth and 2-3 months post-partum (r> 0.8, p <0.001). Anti-S antibodies were also quantified for the
Omicron variant at 2-3 months post-partum. The antibody titers against Omicron were significantly lower in mothers and
infants than those against B.1 (p <0.001). Again, a positive correlation was observed for Omicron between IgG titers and
ACE2-binding inhibition both in mothers (r=0.818, p <0.001) and infants (r=0.386, p < 0.005). Previous SARS-CoV-2
infection and COVID-19 vaccination near delivery positively impacted anti-SARS-CoV-2 S IgG levels.

Conclusions COVID-19 mRNA vaccines induce high anti-SARS-CoV-2 S titers in pregnant women, which can inhibit the
binding of ACE2 to protein S and are efficiently transferred to the fetus. However, there was a rapid decrease in antibody
levels at 2 to 3 months post-partum, particularly in infants.

Keywords SARS-CoV-2 - Spike glycoprotein - Antibody - Vaccine - Pregnant - Infant

Abbreviations Anti-SARS-CoV-2 SIgG  IgG against the SARS-CoV-2
SARS-CoV-2 Severe Acute Respiratory spike protein
Syndrome Coronavirus 2 HGUGM Hospital General Universitario
COVID-19 Coronavirus disease 2019 Gregorio Maraién
ACE2 Angiotensin-converting ELISA Enzyme-linked immunosorb-
enzyme 2 ent assay
IgG Immunoglobulin G AUC Area under the curve
IQR Interquartile range
GLM Generalized Linear Models
AMR Arithmetic mean ratio
Maria José Muifloz-Gémez, Maria Martin-Vicente and Sara Vigil- aAMR Adjusted arithmetic mean ratio
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Introduction

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic continues to
cause high morbidity and mortality worldwide as new, highly
transmissible Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavi-
rus 2 (SARS-CoV-2) variants emerge. Vaccination is the best
option to avoid severe COVID-19 pathology [1]. Several vac-
cine formulations are being administered globally, although
mRNA-based vaccines (BNT162b2 from Pfizer-BioNTech and
mRNA-1273 from Moderna) are the most widely distributed
in Western countries. These vaccines induce specific neu-
tralizing antibodies against the “spike” or S glycoprotein of
SARS-CoV-2, which mediates attachment to the angiotensin-
converting enzyme 2 (ACE2) receptor on host cells [2, 3].

Pregnant women are at an increased risk of COVID-19-re-
lated intensive care admission, mortality, preterm delivery,
pregnancy loss, and stillbirth [4—10]. These findings may
be related to the significant physiological and immunologic
changes during normal pregnancy to ensure fetal growth [11].
Additionally, although COVID-19 is usually mild in infants,
severe illness and hospitalization can happen in this population
[12, 13]. Therefore, protecting the mother—infant dyad against
COVID-19 is crucial, and pregnant women should get vac-
cinated and stay up-to-date with their COVID-19 shots [14].

Although pregnant women were excluded from early vac-
cine clinical trials for safety and ethical reasons, current data
show that vaccination with mRNA vaccines for COVID-19 is
safe and prevents severe COVID-19 in them [15-19]. Addi-
tionally, vaccine-induced antibodies in mothers may protect
their infants through transplacental antibody transfer and breast
milk [20-28]. Several reports have indicated that COVID-19
vaccination of pregnant women induces even higher anti-S IgG
titers than natural infection. Furthermore, these antibodies are
efficiently transferred to the fetus [18, 29-34], particularly fol-
lowing booster vaccination [35]. As a result, neutralizing IgG
levels against the S protein have been reported to be higher
in infants born to vaccinated mothers than in those born to
SARS-CoV-2-infected mothers [36], encouraging vaccination
of pregnant women. Nevertheless, some reports have noted
that maternal and infant IgG antibody levels decrease over
time [34, 36]. Therefore, additional studies are necessary to
confirm the magnitude, duration, and efficacy of the vaccine-
induced humoral immune response.

Objective

This study aimed to analyze the IgG antibody response
against the SARS-CoV-2 spike protein, the primary target
of neutralizing antibodies, in vaccinated mothers and their
infants at delivery and 2-3 months of age.

@ Springer

Materials and methods
Study design

We conducted a prospective study on pregnant women who
were vaccinated with two doses of the COVID-19 vac-
cine, or one dose if they had previously been infected with
SARS-CoV-2, at least one month before delivery. Some
women were also vaccinated within 2—-3 months after deliv-
ery. The study included their infants. All participants were
from the Hospital General Universitario Gregorio Marafién
(HGUGM) in Madrid, Spain, and were recruited within the
GESNEO-COVID Cohort [37, 38].

The baseline for the study was at the time of delivery,
between September 2021 and December 2021. At this point,
we collected 93 serum samples from mothers and babies.
The end of the follow-up period was 2—3 months post-par-
tum, between December 2021 and March 2022. At this time,
serum samples were only available from 53 mothers and
infants, those who returned to the HGUGM pediatric care
facility 2-3 months after delivery.

The HGUGM Ethics Committee approved the study
(Ref.: IRB 00006051), which was conducted in accordance
with the Declaration of Helsinki. All participants provided
their informed consent before enrollment.

Clinical data and samples

Epidemiological and clinical data from mothers and babies
were collected from the hospital's electronic medical
records. Serum samples from mothers were obtained via
venipuncture at the time of delivery and again 2-3 months
later. Serum samples from babies were collected either from
heel blood (concurrent with blood collection for metabolic
tests) or via venipuncture within 48 h of life. All samples
were received, processed, and stored in the laboratory of the
HGUGM Microbiology Service.

Previous SARS-CoV-2 infection

Serum samples from mothers and infants at delivery and
2-3 months post-partum were tested for SARS-CoV-2 infec-
tion by detecting antibodies (IgM/IgA/IgG) against the
SARS-CoV-2 N protein using a commercial enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) (Platelia SARS-CoV-2 Total
Ab, Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, California, USA).
A sample was considered positive when the optical density
ratio between the test and the control samples included in the
kit was greater than 1 (ratio > 1.0). The sensitivity and the
specificity of this cut-off are 94.7% and 97.5%, respectively
[39]. Previous infections were differentiated from recent



IgG antibody levels against the SARS-CoV-2 spike protein in mother—child dyads after COVID-19... 815

infections based on anti-N antibody data (IgM/IgA/IgG) in
the series of available samples. When a sample was positive
for anti-N antibodies at delivery, it was considered positive.
If a mother or infant had a negative sample at delivery but
tested positive at 2—3 months after delivery, this indicated
an infection during the follow-up period.

Immunoassay for anti-SARS-CoV-2 S IgG
quantification

A complete description of the materials and protocols for
antibody quantification is given in Martin-Vicente et al. [21].

Briefly, the plasmid paH, encoding the S protein ectodo-
main (residues 1-1208) of SARS-CoV-2 2019-nCOV (Gen-
Bank: MN908947) stabilized in the prefusion conformation,
was kindly provided by Dr. Jason McLellan (University of
Texas at Austin, USA) [40]. Mutagenesis was performed to
create a HexaPro construct that enabled high-yield produc-
tion of a stabilized prefusion spike protein [41]. The ecto-
domain of this protein includes the following substitutions:
glycine at residue 614 (D614G), a “GSAS” substitution at
the furin cleavage site (residues 682-685), and proline at
residues 817, 892, 899, 942, 986, and 987. Throughout this
text, we will be referred to this protein as B.1. The SARS-
CoV-2 S Omicron (B.1.1.529) HexaPro construct contains
the natural cleavage site “RRAR” (residues 682—-685) and
the following Omicron specific mutations: A67V, A69-70,
TI51, G142D/A143-145, A211/L.2121, ins214EPE, G339D,
S371L, S373P, S375F, K417N, N440K, G446S, S477N,
T478K, E484A, Q493R, G496S, Q498R, N501Y, Y505H,
T547K, D614G, H655Y, N679K, P681H, N764K, D796Y,
N856K, Q954H, N969K, and LI81F. Additionally, a plas-
mid encoding the ACE2 SARS-CoV-2 cell receptor (resi-
dues 1-165) was also constructed and fused to a StrepTag.

Antibody titers to the S protein were determined in an
ELISA assay by incubating serial 1:3 dilutions of serum
samples, starting from a 1:50 dilution and ending at a
1:36,450 dilution, with the purified S protein ectodomain.
One-phase exponential decay least-squares fit curves and the
area under the curve (AUC) were calculated using GraphPad
Prism 9.0. Antibody inhibition of the ACE2-S protein inter-
action was tested by ELISA. A pool of sera from individuals
negative for anti-S antibodies, collected in 2016, was used as
a control. After subtracting the background, the percentage
of inhibition was calculated as [1 — (OD,q; test serum/OD 495
control serum)] x 100%.

Statistical analysis

Figures were generated with GraphPad Prism 9.0 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, USA). The Y-axis of the
figures was transformed to a logarithmic scale (log10) to
compress it.

Statistical analysis was performed with IBM SPSS Sta-
tistics 25.0 (SPSS INC, Armonk, NY, USA) and Stata 15.0
(StataCorp, Texas, USA). The significance level was set at
p <0.05 (two-tailed). The Kolmogorov—Smirnov test was
used for evaluating data normality, finding that the antibody
level variables had a non-normal distribution. Data were pre-
sented as follows: absolute counts (percentages) for categori-
cal variables and median (interquartile range, IQR =P25th;
P75th) for continuous variables. The Mann—Whitney U
test was used to calculate differences between independent
groups, and the Wilcoxon test for dependent groups. Cor-
relation analysis was performed using the Spearman test.
Generalized Linear Models (GLM) with a gamma distribu-
tion (log-link) were used to assess the association between
various factors, such as previous SARS-CoV-2 infection
and the timing of COVID-19 vaccination, and anti-SARS-
CoV-2 S IgG levels. The GLM with a gamma distribution
and log-link is an alternative way of analyzing right-skewed
continuous variables. This test provides the arithmetic mean
ratio (AMR) and the 95% confidence interval (95% CI).
GLMs were also adjusted by the participant’s characteris-
tics, including age at delivery, comorbidities (hypothyroid-
ism, diabetes, hypertension, preeclampsia, and others), and
gestational age.

Results
Patient characteristics

The clinical characteristics of mother—child dyads after
COVID-19 vaccination are shown in Table 1. Among the
mothers, 11.8% (11/93) tested positive for anti-N antibodies
(IgM/1gA/IgG) at the time of delivery. At 2-3 months after
delivery, 39.6% (21/53) tested positive for anti-N antibod-
ies. Among these, 18.8% (10/53) became positive during the
follow-up period. As for the infants, 20.7% (11/53) tested
positive for anti-N antibodies (IgM/IgA/IgG) at 2-3 months
after delivery, with 11.3% (6/53) acquiring positivity dur-
ing the follow-up period. All SARS-CoV-2 infections were
asymptomatic or had mild symptoms; none required hospital
admission.

Table 2 provides detailed information about COVID-19
vaccination among the mothers in the study. All vaccine
antigens used were based on the Wuhan-Hu-1 strain. In the
first dose, 66 (71%) received the Pfizer BNT162b2 mRNA
vaccine, 26 (27.9%) received the Moderna mRNA-1273
vaccine, and 1 (1.1%) received the Oxford-AstraZeneca
ChAdOx1-S vaccine. Additionally, 79 (84.9%) of the moth-
ers received a second dose before delivery, and 6 (11.3%)
received a third dose at 2—3 months post-partum (before
sample collection).
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Table 1 Clinical characteristics of mothers and their infants

Table 2 Characteristics of COVID-19 vaccination

Parameters Values Parameters Values

A) Mothers No. 93

No. 93 SARS-CoV-2 vaccine

Age (years) 34.8 (32.2;39.1) First dose

Country of birth Pfizer-BioNTech (BNT162b2) 66 (71.0%)
Spain 74 (79.6%) Moderna (mRNA-1273) 26 (27.9%)
Latin American Countries 15 (16.1%) Oxford-AstraZeneca (ChAdOx1-S) 1(1.1%)
Other 4 (4.3%) Second dose (n=79)

Comorbidities Pfizer-BioNTech (BNT162b2) 57 (72.2%)
Hypertension 5 (5.4%) Moderna (mRNA-1273) 22 (27.8%)
Diabetes 8 (8.6%) Third dose (n="6)

Hypothyroidism 8 (8.6%) Pfizer-BioNTech (BNT162b2) 4 (66.7%)
Preeclampsia 6 (6.5%) Moderna (mRNA-1273) 2 (33.3%)
Other 3(32%) SARS-CoV-2 vaccine before pregnancy (n=6)

SARS-CoV-2 Infection (+) One dose 3 (50%)
Pre-perinatal (pre-pregnancy and pregnancy) 11 (11.8%) Pfizer-BioNTech (BNT162b2) 2 (66.7%)
Postnatal (n=53) 21 (39.6%) Moderna (mRNA-1273) 1 (33.3%)

B) Newborns Two doses 3 (50%)

No. 93 First dose

Gestational age (weeks) 39.7 (38.3; 40.4) Pfizer-BioNTech (BNT162b2) 2 (66.7%)

Mode of delivery Moderna (mRNA-1273) 1 (33.3%)
Vaginal 81 (87.1%) Second dose
Cesarean 12 (12.9%) Pfizer-BioNTech (BNT162b2) 2 (66.7%)
Sex (male) 53 (57.0%) Moderna (mRNA-1273) 1 (33.3%)
Breastfeeding 88 (94.6%) SARS-CoV-2 vaccine during pregnancy

Condition at birth One dose 14 (15.1%)
APGARI1 9(9;9 Pfizer-BioNTech (BNT162b2) 10 (71.4%)
APGARS 10 (105 10) Moderna (mRNA-1273) 4 (28.6%)
Weight (gr.) 3.3(3.0;3.5) Two doses 79 (84.9%)
Height (cm) 50 (49; 51) First dose
Head circumference (cm) 34 (33; 35) Pfizer-BioNTech (BNT162b2) 56 (70.9%)

SARS-CoV-2 Infection (+) Moderna (mRNA-1273) 22 (27.8%)
Postnatal (n=>53) 11 (20.7%) Oxford-AstraZeneca (ChAdOx1-S) 1(1.3%)

Statistics: values are expressed as the median (Q1; Q3) and absolute Second d(.)se

count (percentage) Pfizer-BioNTech (BNT162b2) 57 (72.2%)

SARS-CoV-2 severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, Moderna (mRNA-1273) 22 (27.8%)

APGAR Appearance, Pulse, Grimace, Activity, and Respiration, SARS-CoV-2 vaccine after childbirth (n=53)

APGARI 1-min APGAR, APGARS5 5-min APGAR One dose 7 (13.2%)

Pfizer-BioNTech (BNT162b2) 5 (71.4%)

Serum anti-SARS-CoV-2 S antibodies in mothers Moderna (mRNA-1273) 2 (28.6%)

and infants against the B.1 lineage Tvio doses 40 (75.5%)

First dose

Similar high anti-SARS-CoV-2 S IgG titers against the B.1 Pfizer-BioNTech (BNT162b2) 30(75.0%)

variant were observed at birth and 2—-3 months post-par- Moderna (mRNA-1273) 9 (22.5%)

tum in mothers (Fig. 1A). However, the IgG antibody titers Oxford-AstraZeneca (ChAdOx1-S) 1(2.5%)

decreased significantly in infants at 2-3 months post-partum Second dose

(p<0.001; Fig. 1B). As a result, the median titer of infants Pfizer-BioNTech (BNT162b2) 31(77.5%)

was three times higher than that of the mothers at childbirth Moderna (mRNA-1273) 9 (22.5%)

(p <0.001; Supplementary Fig. 1A), but it decreased to 2.3 Three doses 6 (11.3%)

times lower at 2-3 months post-partum (p < 0.001; Supple- First dose

Pfizer-BioNTech (BNT162b2) 5 (83.3%)

mentary Fig. 1B). A similar pattern of results was observed
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Table 2 (continued)

Parameters Values
Moderna (mRNA-1273) 1 (16.7%)
Second dose
Pfizer-BioNTech (BNT162b2) 5(83.3%)
Moderna (mRNA-1273) 1 (16.7%)
Third dose
Pfizer-BioNTech (BNT162b2) 4 (66.7%)
Moderna (mRNA-1273) 2(33.3%)

Statistics: values are expressed as absolute count (percentage)

SARS-CoV-2 severe acute respiratory syndrome coronavirus 2

Mothers Infants

(A) (B)
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Fig. 1 A, B IgG antibody levels against SARS-CoV-2 S protein (B.1
lineage) at childbirth and 2-3 months post-partum in maternal serum
(A) and infant serum (B). C, D Inhibition of ACE-S interaction titers
(B.1 lineage) at childbirth and 2-3 months post-partum in maternal
serum (C) and infant serum (D). Statistics: differences were calcu-
lated by the Wilcoxon test, and only p values <0.05 are shown. Medi-
ans are represented by a horizontal bar. AUC Area under the curve,
IgG anti-SARS-CoV-2 S IgG

when evaluating the antibody capacity to inhibit the binding
of ACE2 to S (Fig. 1C, D, Supplementary Figs. 1C, D).
These findings agree with the high correlation observed
between IgG antibody titers and the capacity to inhibit the
ACE2-S interaction in all cases (Fig. 2). Additionally, a
high correlation was observed between IgG antibody titers
of mothers and infants, particularly at delivery (r=0.860,
p<0.001) (Supplementary Fig. 2). Furthermore, the average
ratio of IgG antibody levels between infant and maternal sera

was 3.7, indicating quantitative trans-placental transfer of
antibodies from mother to fetus.

Serum anti-SARS-CoV-2 S antibodies in mothers
and infants against the Omicron variant

IgG antibody levels against the S protein of the Omicron
variant were determined only at 2-3 months post-partum
and compared to the levels against the B.1 lineage (Fig. 3).
The median IgG antibody titers were 3.3 times lower against
Omicron than against B.1 in mothers (p <0.001; Fig. 3A)
and 3.7 in infants (p <0.001; Fig. 3B). The median inhibi-
tion titers of the ACE2-S interaction were also lower against
Omicron than against the B.1 lineage in mothers (p < 0.003;
Fig. 3C). Infants also had lower values against Omicron than
the B.1 lineage (Fig. 3D), but statistically significant differ-
ences were not achieved.

A good correlation was observed between IgG antibody
titers and inhibition of the ACE2-S interaction, particularly
in mothers (r=0.818, p<0.001; Fig. 3E). As observed
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Fig.2 Correlation between IgG antibody levels against SARS-CoV-2
S protein (B.1 lineage) and its capacity to inhibit the ACE2 recep-
tor-S protein interaction in maternal (A, B) and infant (C, D) serum
at childbirth (A, C) and 2-3 months post-partum (B, D). Statistics:
correlation analysis was performed using the Spearman test. AUC the
area under the curve, IgG anti-SARS-CoV-2 S IgG, ACE2 angioten-
sin-converting enzyme 2
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Mothers Infants
105- <0.001
1
105
104+
104
o —_
S 103 G, .

5 10 B H 28
< Ed ] g3
QS 102+ Q 100 ) BT
- 2 [

38
107+ 101 eteees
10° T T 10° T T

Postpartum Postpartum Postpartum Postpartum
(B.1) (Omicron) (B.1) (Omicron)
0.003
108 108
g gl o g™ i
1] 2 Lt
<10 " < 100
5 : 5 L :
£ 102 £ 102
£ £ —
= 10' = 10"
100 ' T 100 T T
Postpartum Postpartum Postpartum Postpartum
(B.1) (Omicron) (B.1) (Omicron)
105 105
— 1044 I 104
g : g
< 103 < 1034
s s 4
g 107 g 107
£ £
- 4 - 14
10t r=0818 10 r=0386
100 p <0.001 o p =0.006
[} T - T T ] 10 - - T T 1
100 10" 102 10% 104 10° 10° 10" 102 10% 104 10°
19G (AUC) 19G (AUC)

Fig.3 Comparison of IgG antibody levels against SARS-CoV-2
S protein (A, B) and ACE2-S inhibition titers (C, D) between B.1
and Omicron variants in maternal (A, C) and infant serum (B, D) at
2-3 months post-partum. Correlation between anti-SARS-CoV-2 S
IgG titers and inhibition titers to the Omicron variant in mother (E)
and infant (F) serum. Statistics: differences were calculated by the
Mann—Whitney U test. Only p values <0.05 are shown, and medians
are represented by a horizontal bar. Correlation analysis was per-
formed using the Spearman test. AUC the area under the curve, IgG
anti-SARS-CoV-2 S IgG

with the B.1 lineage, IgG levels against Omicron were
lower in infants than in mothers (2.6 times, p < 0.02; Sup-
plementary Fig. 3A). However, the differences between
the inhibition titers of mothers and infants were not sig-
nificant, and many individuals without antibodies with
detectable inhibition capacity were found (Supplementary
Fig. 3B). A positive correlation was observed between IgG
titers against Omicron of mothers and infants (Supplemen-
tary Fig. 3C). Similar results were obtained for the inhibi-
tion titers (Supplementary Fig. 3D).

@ Springer

Factors associated with anti-SARS-CoV-2 S IgG levels

The influence of previous SARS-CoV-2 infection and the
timing of COVID-19 vaccination on anti-SARS-CoV-2 S
IgG levels is shown in Fig. 4 (full description provided in
Supplementary Table 1).

For mothers at birth (Fig. 4, section A), those with a his-
tory of previous SARS-CoV-2 infection (adjusted AMR
(aAMR) =2.52; p=0.002) or those who received the 1st or
2nd dose of the COVID-19 vaccine during the last trimester
of pregnancy (aAMR=2.08 (p<0.001) and aAMR=2.6
(»<0.001), respectively) exhibited higher IgG anti-SARS-
CoV-2 S titers against the B.1 lineage. Furthermore, the 2nd
dose of the COVID-19 vaccine during the last trimester of
pregnancy was associated with increased levels of ACE2
binding inhibition (aAMR=4.91; p=0.002).

For babies at childbirth (Fig. 4, section B), factors linked
to higher levels of anti-SARS-CoV-2 S IgG response against
the B.1 included receiving the 1st dose of the COVID-19
vaccine during the last trimester of pregnancy (aAAMR=1.57
(p=0.024) for IgG levels and aAMR=1.87 (p=0.039) for
ACE2 binding inhibition) and receiving the 2nd dose of the
COVID-19 vaccine during the last trimester of pregnancy
(aAAMR=2.51 (p<0.001) for IgG levels and aAMR =2.69
(p=0.011) for inhibition of ACE2 binding).

For mothers at 2-3 months post-partum (Fig. 4, section
C & D), a history of previous SARS-CoV-2 infection was
associated with higher titers of anti-SARS-CoV-2 S IgG
(aAMR =2.2; p=0.040) and increased ACE2-binding inhi-
bition levels (aAMR =2.59; p=0.027) against the B.1 line-
age (Fig. 4, section C). Similarly, for the Omicron variant
(Fig. 4, section D), a previous SARS-CoV-2 infection was
also associated with elevated titers of anti-SARS-CoV-2 S
IgG (aAMR =2.36; p=0.042) and higher ACE2-binding
inhibition levels (aAAMR =6.61; p=0.035).

For infants at 2-3 months post-partum and the B.1
lineage (Fig. 4, section E), receiving the 1st dose of the
COVID-19 vaccine during the last trimester of preg-
nancy (aAMR=3.19; p<0.001) and the 2nd dose of the
COVID-19 vaccine during the last trimester of pregnancy
or 2-3 months post-partum (aAMR=2.4; p=0.013) were
associated with higher levels of anti-SARS-CoV-2 S IgG
against the B.1 lineage. Furthermore, previous SARS-CoV-2
infection (AAMR =6.48; p=0.004), receiving the 1st dose
of COVID-19 vaccine during the last trimester of pregnancy
(aAMR=3.78; p<0.05), and the 2nd dose of COVID-19
vaccine in the last trimester of pregnancy or 2—3 months
post-partum (aAMR =28.85; p=0.016) were linked to
increased ACE2-binding inhibition levels against the B.1
lineage.

For infants at 2-3 months post-partum and the Omicron
variant (Fig. 4, section F), receiving the 1st dose of the
COVID-19 vaccine during the last trimester of pregnancy
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Fig.4 Impact of previous
SARS-CoV-2 infection and the
timing of COVID-19 vaccina-
tion during pregnancy or the
follow-up on anti-SARS-CoV-2
S IgG levels. Statistic: the
statistics were performed using
Generalized Linear Models
with gamma distribution and
logarithmic link. Values are
expressed as the adjusted
arithmetic mean ratio (aAMR)
and 95% confidence interval
(95%CT). Significant differences
are shown in bold. protein S
protein spike, COVID-19 coro-
navirus disease 2019, SARS-
CoV-2 Severe Acute Respira-
tory Syndrome Coronavirus 2,
AUC Area under the Curve

(aAMR =3.32; p<0.001) and the 2nd dose of the COVID-
19 vaccine during the last trimester of pregnancy or
2-3 months post-partum (AAMR=2.99; p =0.005) were
associated with higher levels of anti-SARS-CoV-2 S IgG

(A) Mothers at childbirth: B.1 lineage#

Titration assay (AUC)- p-value
Previous SARS-CoV-2 infection - L —— 0.002
1st dose in the last trimester p—— <0.001
2nd dose in the last trimester - —— <0.001
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2nd dose in the last trimester - P —— 0.002
(B) Babies at childbirth: B.1 lineage-
Titration assay (AUC)A : p-value
Previous SARS-CoV-2 infection —— 0.067
1st dose in the last trimester - 0.024
2nd dose in the last trimester - N <0.001
Competition assay (AUC)-
Previous SARS-CoV-2 infection - ——— 0.200
1st dose in the last trimester —a— 0.039
2nd dose in the last trimester 4 e 0.011
(C) Mothers at 2-3 months postpartum: B.1 lineage- :
Titration assay (AUC)- : p-value
Previous SARS-CoV-2 infection — 0.040
1st dose in the last trimester 4 —— 0.565
2nd dose in the last trimester or postpartum - . 0.541
Competition assay (AUC)- :
Previous SARS-CoV-2 infection I—I—I 0.027
1st dose in the last trimester 4 —a— 0.876
2nd dose in the last trimester or postpartum - —— 0.850
(D) Mothers at 2-3 months postpartum: Omicron variant- :
Titration assay (AUC)+ : p-value
Previous SARS-CoV-2 infection —— 0.042
1st dose in the last trimester — 0.778
2nd dose in the last trimester or postpartum - —— 0.707
Competition assay (AUC)- :
Previous SARS-CoV-2 infection —_— 0.035
1st dose in the last trimester 4 F——s——s 0.441
2nd dose in the last trimester or postpartum - '—I—| 0.920
(E) Infants at 2-3 months postpartum: B.1 lineage- :
Titration assay (AUC)A : p-value
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2nd dose in the last trimester or postpartum - | —— 0.013
Competition assay (AUC)A
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2nd dose in the last trimester or postpartum - C——— 0.016
(F) Infants at 2-3 months postpartum: Omicron variant-
Titration assay (AUC)A : p-value
Previous SARS-CoV-2 infection - —— 0.553
1st dose in the last trimester Do <0.001
2nd dose in the last trimester or postpartum - D —— 0.005
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2nd dose in the last trimester or postpartum - —_— 0.448
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against the Omicron variant. Furthermore, a history of pre-
vious SARS-CoV-2 infection was linked to elevated levels
of ACE2-binding inhibition against the Omicron variant
(aAMR =14.97; p=0.009).
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Discussion

Pregnant women and their babies are vulnerable to SARS-
CoV-2 infection [42]. Therefore, studies on the immune
response after vaccination, including the analysis of anti-
body levels, their trans-placental transfer to the fetus, and
the durability and amplitude of the anti-SARS-CoV-2 S
IgG response, are relevant for better protecting both the
mothers and newborns. This study addressed these issues
in pregnant women who received monovalent COVID-19
mRNA vaccines based on the Wuhan-Hu-1 strain. The
main findings were as follows: (i) at delivery, most moth-
ers had high levels of anti-SARS-CoV S antibodies against
the B.1 lineage, which were efficiently transferred to the
fetus; (ii) these antibodies were capable of inhibiting the
ACE2-S interaction; (iii) while anti-SARS-CoV-2 S anti-
body levels remained high after 2-3 months post-partum
in mothers, they decreased significantly in infants; (iv)
anti-SARS-CoV-2 S antibody levels against the Omicron
variant were substantially lower than those against the
B.1 lineage; (v) previous infection with SARS-CoV-2 or
COVID-19 vaccination near delivery positively influenced
anti-SARS-CoV-2 S antibody levels.

Recent studies have shown that COVID-19 vaccination
induces even higher levels of anti-SARS-CoV-2 S anti-
bodies than natural infection and that these antibodies are
efficiently transferred to the fetus in pregnant women [19,
34, 43, 44]. Anti-SARS-CoV-2 S antibodies have been
reported to correlate with the inhibition of the ACE2-S
interaction and neutralizing activity [18, 21]. The present
study also demonstrated a high correlation between anti-
S IgG titers and ACE2-S inhibition in both mothers and
infants at delivery and 2-3 months post-partum. These
findings support the observation that COVID-19 vaccina-
tion during pregnancy protects both mothers and infants
against severe infections [23, 45]. In addition, the infec-
tions observed in mothers and infants 2-3 months after
birth, during the period when the highly contagious Omi-
cron variant was circulating in the country, were asymp-
tomatic or mild (data not shown).

Our study observed a median IgG transfer ratio of
approximately three, which is higher than what is typically
seen after SARS-CoV-2 infection [21]. Due to efficient
trans-placental transfer, anti-SARS-CoV-2 S antibody lev-
els in infants correlated very well with maternal antibody
levels, as previously seen after SARS-CoV-2 infection
[46—48] and vaccination [31, 49, 50]. However, despite
mothers maintaining high antibody titers 2—3 months post-
partum, median antibody levels in infants decreased six-
fold, suggesting that infants may become more vulnerable
to SARS-CoV-2 infection after this period [51]. Conse-
quently, Burns et al. [51] reported that antibody-mediated
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protection against SARS-CoV-2 completely waned in
infants by six months of age. Furthermore, although
mothers maintained high antibody levels 2—-3 months
after delivery, the effectiveness of the vaccine decreased
5-6 months after the second dose, highlighting the need
for a booster dose [52].

Given that the highest levels of anti-SARS-CoV-2 S at
birth correlate with extended infection-free periods in infants
[51], it is imperative to develop an optimized vaccination
schedule to increase antibody levels in pregnant women and
newborns. Some studies have reported that the majority of
maternal IgGs are transferred to the fetus during the last
four weeks of pregnancy [44, 53, 54]. This aligns with our
findings, which show higher antibody levels in infants born
to mothers vaccinated during the last trimester of pregnancy.
Therefore, optimizing vaccination schedules, considering
the number of vaccine doses and the administration period,
particularly in the last trimester of pregnancy, can increase
the antibody levels acquired by infants, as observed in this
study and others [34, 44, 49, 55, 56]. Vaccination should
be performed even after SARS-CoV-2 infection, as com-
bined immune stimulation (infection and vaccination) leads
to increased antibody titers, as observed in this study and
elsewhere [55, 57, 58].

Finally, we found substantially lower antibody levels
against the Omicron variant than against the B.1 lineage.
The high number of mutations in the Omicron S protein
could explain the lower levels of antibodies that recognize
this variant and its resistance to neutralization by vaccine-
induced antibodies [59]. The decreased immunity against
new variants not fully covered by the current vaccine is
expected to increase vulnerability to SARS-CoV-2 infec-
tion, particularly in infants. Consequently, Burns et al. [51]
observed an abrupt increase in infant-infected cases during
the emergence of Omicron. Other studies also found reduced
neutralizing antibody titers against the Delta variant in vac-
cinated women and their newborns’ serum [44, 60]. These
results highlight the importance of updating the vaccine for-
mulation according to the circulating variants.

Study limitations

This study has several limitations that must be taken into
account. First, the sample size is small, limiting statisti-
cal power and increasing the risk of false positive results.
Second, this study had a prospective design that introduced
some unavoidable biases, such as the loss of follow-up for
some samples at 2-3 months. This occurred because some
infants were examined in other hospitals or primary care
centers. Third, the study did not include a control group of
non-pregnant vaccinated women. Fourth, although we ana-
lyzed IgM/IgA/IgG levels in the breast milk of vaccinated
pregnant women, we found low IgG levels in only a few
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mothers and negligible IgM and IgG values in all samples
(data not shown), which precluded further analysis. Proba-
bly, a more sensitive assay would have detected IgG in more
pregnant women. A positive correlation between serum and
breast milk in vaccinated women has been observed for anti-
S IgG antibody levels. However, median anti-S IgG antibody
levels were more than 200 times lower in milk than in serum
[25, 61].

Conclusions

COVID-19 mRNA vaccines generate high anti-SARS-CoV-2
S titers in pregnant women, which are efficiently transferred
to the fetus. These antibodies inhibit ACE2-S interaction.
However, it is crucial to carefully design immunization
schedules and formulations due to the rapid decrease in anti-
body levels, especially in infants. Factors to consider were
the number of doses, the administration period, previous
SARS-CoV-2 infection, and circulating variants.

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https://doi.org/10.1007/s15010-023-02111-x.
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Resultados

4.2. Poblacion 2: Personas con VIH

4.2.1. Articulo 3 (203): Similar humoral immune responses against the
SARS-CoV-2 spike protein in HIV and non-HIV individuals after COVID-19.
Introduccidn: La respuesta inmune contra el SARS-CoV-2 en personas con VIH es un
tema de controversia y de intensa investigacion, ya que la infeccién por VIH puede
afectar a esta respuesta.

Objetivos: Estudiar la respuesta inmune humoral en personas con VIH (PVIH)
recuperadas de la COVID-19, cuantificando los niveles de anticuerpos plasmaticos
contra la proteina S del SARS-CoV-2 (IgG anti-SARS-CoV-2 S).

Métodos: Estudio transversal con 91 PVIH de la Cohorte de la Red Espaiiola de
Investigacion en VIH (CoRIS) que se recuperaron de la COVID-19 en 2020. Se compararon
con 21 sujetos control no infectados por el VIH (CTRL) que también superaron la COVID-
19. Se evaluaron los niveles de anticuerpos IgG, IgM e IgA contra la proteina S del SARS-
CoV-2 y su capacidad de inhibir la unién de la proteina S al receptor ACE2.

Resultados: El 92,3% de las PVIH tuvieron COVID-19 asintomatico o leve, el 7,7% fueron
hospitalizadas y el tiempo medio desde los sintomas hasta la recoleccidén de plasma fue
de 11 semanas. Los CTRL tenian caracteristicas similares a las PVIH excepto el género.
No se observaron diferencias significativas en los niveles plasmaticos de IgG anti-SARS-
CoV-2 S, ni en los porcentajes de inhibicion de la unién S-ACE2 entre ambos grupos. La
mayoria de PVIH estaban bajo tratamiento antirretroviral, con un buen control
virolégico, lo que podria haber influido en los resultados. Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas en los titulos de anticuerpos ni en los porcentajes
de inhibicion de la unidn S-ACE2 al estratificar las PVIH segln el recuento de células T
CD4(+) (<350, 350-500, >500 células/mm3).

Conclusion: Las PVIH mostraron una respuesta inmune humoral especifica contra el

SARS-CoV-2 similar a la de sujetos sin infeccion por VIH tras la COVID-19.
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Letter to the Editor

Similar humoral immune responses against the SARS-CoV-2
spike protein in HIV and non-HIV individuals after COVID-19

Dear editor

We have read with interest the article of Venturas et al., who
found persons living with HIV (PWH) are not at higher risk of
moderate or severe COVID-19 than the general population®. The
immune response against severe acute respiratory syndrome coro-
navirus 2 (SARS-CoV-2) in PWH is a matter of controversy and in-
tense research, as HIV infection may impair the immune response
to SARS-CoV-22. High levels of neutralizing antibodies against
SARS-CoV-2 spike (S) protein are associated with less severe dis-
ease and a good prognosis in COVID-193. These antibodies against
the SARS-CoV-2 S protein block the virus union to its cellular re-
ceptor, the angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) receptor?.

Thus, it is critical to determine whether the anti-SARS-CoV-2
neutralizing antibody response is impaired in PWH?. This study
aimed to characterize plasma antibodies against SARS-CoV-2 S pro-
tein in PWH and CTRLs recovered from COVID-19.

We performed a cross-sectional study in 91 PWH from the Co-
hort of the Spanish HIV Research Network (CoRIS) seropositive for
SARS-CoV-2 and with plasma specimens collected from April 1,
2020, to September 30, 2020%. We also included HIV-uninfected
CTRLs seropositive for SARS-CoV-2 with plasma specimens stored
in the National center for Microbiology Instituto de Salud Carlos
Il. Both groups were matched for age and time since initiation of
symptoms and were not vaccinated against SARS-CoV-2. The Ethics
Committee of Hospital General Universitario Gregorio Maraién ap-
proved the study (Ref# 162/20).

Blood samples were collected by venipuncture in EDTA tubes
and were sent the same day to the Spanish HIV BioBank, where

plasma samples were obtained and stored at —80 °C. These sam-
ples were sent to the Instituto de Salud Carlos Il for its analysis.
We used immunoassays to evaluate the antibody titer against the
SARS-CoV-2 S protein, which gives us the area under the curve
(AUC) of IgG, IgM, and IgA titration curves. Besides, we assayed
the capacity of the antibodies to inhibit the binding of the soluble
ACE2 receptor to S protein (see Supplemental file 1).

The differences between groups were calculated by the Mann-
Whitney U test for continuous variables and the Chi-square test
or Fisher’s exact test for categorical variables. Generalized Linear
Models (GLM) with a gamma distribution (log-link) adjusted by
age, gender, and COVID-19 disease severity were used to eval-
uate the differences in plasma anti-SARS-CoV-2 S protein anti-
body levels (IgG, IgM, and IgA) between groups. The inhibition of
ACE2 binding to the S protein (inhibition percentage, y-axis) and
the titers of plasma anti-SARS-CoV-2 S protein antibodies (sum of
AUCs of 1gG, 1gM, and IgA titration curves, x-axis) were plotted ac-

https://doi.org/10.1016/j.jinf.2021.11.002

cording to a semilog line, and Pearson’s correlation coefficient (r)
was calculated. Then, GLM tests were used to assess if regression
slopes in PWH and CTRLs were differents by analyzing the inter-
action between the groups (PWH vs. CTRLs) with the sum of AUCs
and inhibition percentages. Statistical analysis was performed with
GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA)
and IBM SPSS Statistics 25.0 (SPSS INC, Armonk, NY, USA). The level
of significance was two-tailed and defined as p < 0.05 (two-tailed).

The study population included 91 PWH — fully described else-
where* — and 21 CTRLs, whose characteristics are shown in
Table 1. Concerning COVID-19, 92.3% PWH had asymptomatic or
mild COVID-19 disease, 7.7% were hospitalized, and the median
time from symptoms to plasma collection was 11 weeks. CTRLs had
similar characteristics to PWH, except for gender.

No significant differences were found between groups in
plasma levels of different classes of immunoglobulins against
SARS-CoV-2 S protein [IgG (p = 0.414; Fig. 1A), IgM (p = 0.862;
Fig. 1B), and IgA (p = 0.134; Fig. 1C)], and percentages of inhibition
of ACE2 binding to the S protein (p = 0.237; Fig. 1D). Adjusted re-
gression analysis also found no significant differences (Supplemen-
tal Table 1). Furthermore, we found solid and similar correlations
between total plasma antibody titers against SARS-CoV-2 S protein
and the percentage of inhibition of ACE2 binding to the S protein
in CTRLs (r = 0.580; p = 0.005; Fig. 1E) and PWH (r = 0.548;
p < 0.001; Fig. 1F). No differences were found between the regres-
sion slopes of the two study groups (p = 0.849).

Several studies have reported that PWH usually shows poor an-
tibody response to other viruses or viral vaccines®”’, raising con-
cerns about whether they can mount an adequate humoral re-
sponse against SARS-CoV-2. This issue is relevant since high anti-
body titers against the SARS-CoV-2 S protein correlate with virus
neutralization and protection®. Our study shows that PWH and
CTRLs who recovered from COVID-19 display a similar antibody re-
sponse against the S protein. To detect neutralizing antibodies, we
used a stabilized trimeric S protein in its native pre-fusion confor-
mation. The suitability of our assay was confirmed by the strong
correlation between the antibody titers and their capacity to in-
hibit the interaction S protein-ACE2 receptor.

Our data agree with recently published results showing compa-
rable anti-SARS-CoV-2 neutralizing antibody levels between PWH
under effective antiretroviral therapy (ART) and HIV-uninfected in-
dividuals®®. Succesful HIV suppression seems to be crucial for de-
veloping an adequate humoral immune response. In our study,
almost all HIV patients analyzed were on ART, with good clini-
cal, virological, and immunological control, which may have con-
tributed to similar anti-SARS-CoV-2 antibody titers between PWH
and CTRLs. We analyzed the antibody titers against the SARS- CoV-
2 S protein and percentages of inhibition of ACE2 bind-
ing to the S protein according to CD4*+ strata (< 350, 350-500,
> 500 cells/mm?3), and we did not find significant differences (data

0163-4453/© 2021 The British Infection Association. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Table 1
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Epidemiological and clinical characteristics of SARS-CoV-2 infected patients.

Variable Control group HIV group p-value
No. 21 91

Demographic data

Male sex at birth — No./with data (%) 13 (61.9%) 85 (93.4%) < 0.001
Age - Median (Q1; Q3) — yr. 42.3 (38.9; 48.8) 44.2 (36.8; 51.6) 0.902
COVID-19 data

Severity status (asymptomatic or mild) — No./with data (%) 18 (85.7%) 84 (92.3%) 0.277
Hospital admission — No./with data (%) 3 (14.3%) 7 (7.7%) 0.340
Time from symptoms - Median (Q1; Q3) — wk. 12.3 (11.1; 19.7) 11 (8.1; 15.4) 0.106
Oxygen-therapy — No./with data (%) 3 (14.3%) 6 (6.6%) 0.340

HIV infection data

Mechanism of HIV acquisition — No./with data (%)
Men having sex with men

Heterosexual

Injection drug use

Other

Age of HIV diagnosis - Median (Q1; Q3) — yr.
Time with HIV infection - Median (Q1; Q3) — yr.
Prior AIDS-defining conditions — No./with data (%)
Age - Median (Q1; Q3) — yr.

Last CD4+ count

Median (Q1; Q3) - cells/mm3

Distribution — No./with data (%)

< 350

350-499

= 500

Last HIV-RNA load < 50 copies/mm3 — No./with data (%)
Antiretroviral therapy — No./with data (%)

- 68 (74.7%) -
- 20 (22%) -
- 1 (1.1%) -
- 2 (2.2%) -
- 36.4 (28.1; 43.6) -
- 6.2 (3.3; 11.5) -
- 11 (12.1%) -
- 45 (36.9; 46.9) -

- 696.5 (491.5; 939) -

- 9/84 (10.7%) -
- 13/84 (15.5%) -
- 62/84 (73.8%) -
- 80 (94.1%) -
- 88 (96.7%) -

Antiretroviral therapy (N[t]RTI backbone) — No./with data (%)

TAF/FTC

ABC/3TC

TDF/FTC

Antiretroviral therapy (third drug)
NNRTI

Protease inhibitor

Integrase inhibitor

- 40 (44%) -
- 25 (27.5%) -
- 5 (5.5%) -

- 48 (52.7%) -
- 4(4.4%) -
- 51 (56%) -

Abbreviations: PWH. People with HIV; Q1. 1st quartile; Q3. 3rd quartile; N(t)RTI. nucleoside/nucleotide reverse transcrip-
tase inhibitors; TAF. tenofovir alafenamide; FTC. emtricitabine; ABC. abacavir; 3TC. lamivudine; TDF; tenofovir disoproxil

fumarate; NNRTI. non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors.

not shown). In contrast, lower neutralizing antibody titers against
SARS-CoV-2 were found in PWH than in HIV-uninfected individu-
als recovering from COVID-19 by Spinelli et al.*°, although its sam-
ple size was three times lower than in our study. Differences in the
characteristics of the study cohorts (sample size, ethnicity, age, sex,
COVID-19 severity, percentage of people with unsuppressed viral
loads, among others), study design, or assays for antibody charac-
terization may explain these conflicting results.

In conclusion, no differences in quantitative and qualitative
SARS-CoV-2-specific immune humoral response were found be-
tween well-controlled PWH and CRTLs after recovery from COVID-
19. This finding suggests that PWH are not an at-risk population
for this infection and are potentially good vaccination responders.
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Fig. 1. Plasma levels of antibody against SARS-CoV-2 S protein (A—C) and percentages of inhibition of ACE2 receptor binding to the S protein (D). Correlation between

antibody levels against SARS-CoV-2 S protein (sum of the AUC of IgG, IgM, and IgA) and percentages of inhibition of ACE2 receptor binding to the S protein (E and F).

Statistics: Differences were calculated by the Mann-Whitney U test, and medians were represented by a horizontal bar. Correlation analysis was performed using the Pearson

test.

Abbreviations: AUC, the area under the curve; ACE2, angiotensin-converting enzyme 2; CTRLs, HIV-uninfected patients, PWH, persons living with human immunodeficiency
virus; SARS-CoV-2, Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus; IgG, anti-SARS-CoV-2 S IgG; I1gM, anti-SARS-CoV-2 S I1gM; IgA, anti-SARS-CoV-2 S IgA.
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Resultados

4.2.2. Articulo 4 (204): Antibody response against SARS-CoV-2 spike
protein in people with HIV after COVID-19 vaccination.

Introduccidn: Las personas con VIH (PVIH) a menudo tienen una respuesta subdptima a
las vacunas, lo que ha generado preocupacion sobre la eficacia de las vacunas contra la
COVID-19 en esta poblacion.

Objetivos: Evaluar la respuesta inmune humoral frente al linaje B.1y la variante Omicron
en PVIH después de la vacunacion contra la COVID-19.

Métodos: Estudio prospectivo con 19 PVIH que recibieron dos dosis de la vacuna de
ARNm contra la COVID-19 y un refuerzo seis meses después. Se incluyd un grupo control
sano (HC) sin infeccion por VIH. Se midié la respuesta humoral a la vacuna (niveles de
IgG anti-SARS-CoV-2 S y la capacidad de bloquear la interaccién S-ACE2) contra el linaje
B.1y la variante Omicron mediante inmunoensayos.

Resultados: Las PVIH mostraron una robusta respuesta humoral tras la segunda dosis y
la dosis de refuerzo (GMFR>8 y GMFR>4, respectivamente) tanto frente al linaje B.1
como frente a la variante Omicron. No se observaron diferencias significativas en la
respuesta humoral frente al linaje B.1y la variante Omicron entre los grupos PVIH y HC
después de la segunda dosis y la dosis de refuerzo (q>0,05). La vacuna COVID-19 generd
una respuesta humoral significativamente mds débil contra la variante Omicron en
comparacion con el linaje B.1 en ambos grupos (g<0,05). Sin embargo, esta respuesta
mejoré tras la dosis de refuerzo, aunque la inhibiciéon de la interaccion S-ACE2 siguid
siendo mas débil en las PVIH.

Conclusién: Las PVIH generaron una fuerte respuesta humoral a la vacuna contra la
COVID-19, tanto contra el linaje B.1 como contra la variante Omicron, similar a la de los
individuos sin infeccién por VIH. Sin embargo, nuestros datos sugieren la necesidad de
una dosis de refuerzo para mejorar la inmunogenicidad y actualizar las vacunas COVID-

19 para nuevas variantes como Omicron.
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Abstract

Background: People with HIV (PWH) often have a suboptimal response to vaccines, raising
concerns about the efficacy of coronavirus disease 2019 (COVID-19) vaccines in this
population. We aimed to evaluate the humoral immune response to the B.1 lineage and

Omicron variant in PWH following COVID-19 vaccination.

Methods: We conducted a prospective study on 19 PWH who received a two-dose series of
the COVID-19 mRNA vaccine and a booster six months later. Participants without HIV
infection were included as a healthy control (HC) group. The humoral response to the COVID-
19 vaccine (anti-SARS-CoV-2 S IgG levels and ability to block ACE2-S interaction) against both

the original B.1 lineage and the Omicron variant was measured by immunoassays.

Results: The humoral response in PWH was very strong (GMFR >8) after the second dose and
strong (GMFR >4) after the booster dose for both the B.1 lineage and the Omicron variant. We
found similar humoral responses to the B.1 lineage and Omicron variant between PWH and
HC groups after the second and booster doses (g-value >0.05). The COVID-19 vaccine
generated a significantly weaker humoral response against the Omicron variant compared to
the B.1 lineage in both groups (g-value <0.05). However, this response improved after the

booster dose, although the inhibition of ACE2-S interaction remained weaker in PWH.

Conclusions: PWH generated a strong humoral response to the COVID-19 vaccine against
both the B.1 lineage and the Omicron variant, similar to individuals without HIV infection.
However, our data suggest the need for booster doses to improve immunogenicity and update

COVID-19 vaccines for new variants like Omicron.
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Introduction

Human immunodeficiency virus (HIV) infection causes significant alterations in the immune
system, particularly in people with HIV (PWH) without antiretroviral therapy (ART).
However, even in PWH who have achieved HIV suppression with ART, chronic immune
impairment may persist [1], potentially contributing to suboptimal antibody production

following vaccination, resulting in diminished vaccine efficacy [2].

PWH are a high-risk group for severe coronavirus disease 2019 (COVID-19), with a 38%
higher risk of dying from COVID-19 compared to people without HIV [3]. Consequently, PWH
were designated as a priority group for COVID-19 vaccination [2]. The most effective COVID-
19 vaccines in preventing severe COVID-19 are the COVID-19 mRNA vaccines, BNT162b2
(Pfizer-BioNTech) and mRNA-1273 (Moderna). However, considering that PWH may exhibit
suboptimal responses to other vaccines [4], concerns remain about the potential efficacy of
COVID-19 vaccines in this population. Besides, PWH were not included in clinical trials [2], so

most of the available information comes from observational studies.

COVID-19 mRNA vaccines induce specific neutralizing antibodies against the spike
glycoprotein (S) of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), which
mediates the binding to the angiotensin-converting enzyme 2 (ACEZ2) receptor on host cells

[5, 6]. While numerous studies have established the safety of COVID-19 mRNA vaccines
among PWH, there are conflicting data regarding the vaccine-induced humoral immune
response in this population [7]. Some studies suggest that there is no difference between PWH
and HIV-negative individuals concerning antibody kinetics, peak titers, and neutralization
activity [8]. Conversely, other researchers have demonstrated that the antibody response in
PWH is correlated with their CD4 cell count levels and viremia, with a compromised immune

response in PWH with a CD4 below 200 cells per uL [9, 10].

SARS-CoV-2 mutates quickly, evolving into new variants that increase transmissibility and
virulence or reduce the effectiveness of COVID-19 vaccines [2]. The Omicron variant is highly
transmissible and resistant to vaccine-induced immunity. Antibody and neutralizing
responses against Omicron are significantly lower compared to those against the wild-type
SARS-CoV-2 [11, 12]. In the general population, completing a primary vaccination series with
two doses offers limited protection against severe Omicron outcomes, but a booster dose

increases protection. However, data on PWH are limited.
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Objective
We aimed to evaluate the humoral immune response against the B.1 lineage and Omicron

variant generated in response to the COVID-19 vaccine in PWH.
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Materials and Methods

Study design

We conducted a prospective study on 19 PWH who received the COVID-19 mRNA vaccine,
based on the Wuhan-Hu-1 strain, for the first time between February 2021 and July 2021 at
the Hospital Universitario Infanta Leonor (HUIL) in Madrid, Spain. We included a healthy
control (HC) group of participants without HIV, matched by age and sex to the PWH group.

The vaccination schedule followed international guidelines [13], consisting of two doses of a
COVID-19 mRNA vaccine with a 28-day interval, followed by a third booster dose six months
later. At the first and second dose (n=44), 18 PWH received the Moderna mRNA-1273 vaccine,
one PWH received the Pfizer BNT162b2 mRNA vaccine, and 25 HC received the Moderna
mRNA-1273 vaccine. At the booster dose (n=27), 15 PWH received the Moderna mRNA-1273
vaccine, eight HC received the Moderna mRNA-1273 vaccine, and seven HC received the Pfizer

BNT162b2 mRNA vaccine.

The HUIL Ethics Committee approved the study (Ref.: 030-21). The research followed the

Declaration of Helsinki, and all participants gave their informed consent before enrollment.

Clinical data and samples
Participant characteristics were collected from the hospital's electronic medical records. Data

were stored using the Research Electronic Data Capture system [14 TN, USA] [14].

Blood samples were collected in ethylene diamine tetra-acetic acid tubes at three points: the
first COVID-19 vaccination (baseline), around four weeks after the second vaccine dose, and
around ten weeks after the booster dose. All samples were processed and preserved at -802C

in the HUIL until analysis.

Previous SARS-CoV-2 infection

Participant plasma samples were tested for SARS-CoV-2 infection at baseline, after the second
dose, and after the booster dose of the COVID-19 vaccine. The test detected IgG, IgA, and IgM
antibodies against SARS-CoV-2 N protein using a commercial enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) (Platelia SARS-CoV-2 Total Ab, Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, California,
USA). A sample was considered positive if the optical density ratio between the test and
control samples was greater than or equal to 1 (ratio 21.0). This cut-off has a sensitivity of

94.7% and a specificity of 97.5% [15].
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Immunoassay for anti-SARS-CoV-2 S IgG quantification

A complete description of the protocols and materials for antibody quantification is provided
by Martin-Vicente et al. [16]. We used the plasmid paH, kindly provided by Dr. McLellan
(University of Texas, Austin, USA), encoding the S protein ectodomain (residues 1-1208) of
SARS-CoV-2 2019-nCOV (GenBank: MN908947). Two HexaPro constructs were created by
mutagenesis to stabilize the prefusion spike protein. For the first construct (B.1 linage), the
following substitutions were made: glycine at residue 614 (D614G), a "GSAS" substitution at
the furin cleavage site (residues 682-685), and proline at residues 817, 892, 899, 942, 986,
and 987. For the second construct (SARS-CoV-2 S Omicron, B.1.1.529), the natural cleavage
site “RRAR” (residues 682-685) was included, along with these Omicron specific mutations:
A67V, A69-70, T951, G142D/A143-145, A211/1.212], ins214EPE, G339D, S371L, S373P,
S375F, K417N, N440K, G446S, S477N, T478K, E484A, Q493R, G496S, Q498R, N501Y, Y505H,
T547K, D614G, H655Y, N679K, P681H, N764K, D796Y, N856K, Q954H, N969K, and L981F).
The plasmid encoding the ACE2 SARS-CoV-2 cell receptor (residues 1-165) was also

constructed and fused to a StrepTag.

Antibodies against the S protein were titrated using an ELISA assay. Serial 1:3 dilutions of
plasma samples (starting from 1:50 and ending at 1:36450), were incubated with the purified
S protein ectodomain. One phase exponential decay least-squares fit curves, and the area

under the curve was calculated using GraphPad Prism 9.0.

Antibody inhibition of the ACE2-S protein interaction was tested by ELISA. Serum samples
were diluted serially 1:2, starting from 1:10 to 1:320. These dilutions were incubated with the
S protein before adding the ACE2 receptor complexed with StrepTactin-peroxidase. A 2016
sera pool from people who tested negative for anti-S antibodies was used as a control. After
background subtraction, the inhibition percentage was calculated as [1 - (OD4s93 test plasma /

0Dyo3 control plasma)] x 100 %.

Statistical analysis
IBM SPSS Statistics 25.0 (SPSS INC, Armonk, NY, USA) and Stata 15.0 (StataCorp, Texas, USA)
were used for statistical analysis. GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,

USA) was used to create the figures. The significance level was set at p<0.05 (two-tailed).

The two main factors analyzed were the study population (PWH vs. HC) and the immune
response to SARS-CoV-2 variants (B.1 vs. Omicron). The primary outcome was the humoral

response to the COVID-19 vaccine, measured by anti-SARS-CoV-2 S IgG levels and their ability
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to block ACE2-S interaction against both the original B.1 lineage and the Omicron variant after

the second dose and booster dose. Humoral response data were log10-transformed.

Generalized linear mixed models (GLMM) were used to calculate the geometric mean fold rise
(GMFR) and their 95% CI between post- and pre-vaccination. The interpretation of the GMFR
values was as follows: GMFR > 8 indicated a very strong humoral response with a significant
amount of antibodies, GMFR 4 - 8 indicated a strong humoral response, and GMFR <4

indicated a weak humoral response.

GLMM also evaluated the impact of two main factors (study population and SARS-CoV-2
variants) on the COVID-19 vaccine humoral response, providing differences among groups. P-
values were corrected by the False Discovery Rate (g-value). The rate of non-responders (AUC

= 0) was compared using the Chi-squared test.
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Results

Patient characteristics
Baseline characteristics of PWH are shown in Table 1. All patients were on ART, two had a
detectable viral load (>50 HIV RNA copies/mL), and six had a CD4 count below 200

cells/mm?3.

Humoral response to the COVID-19 vaccine

GMEFR values of the humoral response (anti-SARS-CoV-2 S IgG and inhibition of ACE2-S
interaction) were higher than 8 after the second dose and higher than 4 after the booster dose
for both the B.1 lineage and the Omicron variant (Table 2). Additionally, there was a strong
correlation between anti-SARS-CoV-2 S IgG titers and ACE2-S interaction inhibition in all

cases (Supplementary Figure 1).

Humoral response to COVID-19 vaccine between study groups

We found similar humoral responses (anti-SARS-CoV-2 S IgG and inhibition of ACE2-S
interaction) to the B.1 lineage and Omicron variant between PWH and HC groups after the
second and booster doses of the COVID-19 vaccine (g-value >0.05; Supplementary Figure 2A
& 2B). Therefore, the humoral response in the PWH group was comparable to that of the HC
group.

Humoral response to COVID-19 vaccine between SARS-CoV-2 variants

After the second dose, both PWH and HC groups showed lower humoral responses against the
Omicron variant compared to the B.1 lineage (g-value <0.05; Figure 1A). However, after the
booster dose, we only found significant differences in ACE2-S interaction inhibition between
the B.1 lineage and the Omicron variant among PWH (qg-value =0.035; Figure 1B). The rate of
PWH non-responders in the ACE2-S interaction inhibition (AUC = 0) against Omicron was
significantly higher than against B.1 after the second dose (p-value = 0.007), but this
difference was not significant after the booster dose (Figure 2). Therefore, the COVID-19
vaccine generated a significantly weaker humoral response against the Omicron variant than
the B.1 lineage in both the HC and PWH groups. However, this response improved after the

booster dose, although ACE2-S interaction inhibition in PWH remained significantly weaker.
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Discussion

PWH might have a weaker humoral response to vaccination, even with antiretroviral therapy.
Moreover, although COVID-19 vaccines are effective against the original strain of SARS-CoV-2,
the Omicron variant has impacted the efficacy of the immune response to vaccines. This study
examined the humoral response to both the B.1 lineage and the Omicron variant following
COVID-19 vaccination in PWH and HIV-negative controls. The major findings were: 1) PWH
showed a strong humoral response after the second and booster doses. 2) The humoral
response against the B.1 lineage and the Omicron variant after the second and booster doses
was similar in the PWH and HC groups. 3) The humoral response to the Omicron variant was

weaker than to the B.1 lineage in both groups but improved after the booster dose.

This study provides evidence of a robust humoral response against the COVID-19 vaccine in
PWH. It shows a substantial increase in antibody levels against the B.1 lineage and the
Omicron variant. The GMFR values were >8 after the second dose and >4 after the booster
dose, indicating strong immunogenicity. These results align with previous studies showing a
strong humoral response after the second and third doses of the COVID-19 vaccine [17]. Our
data underscore the potential benefits of COVID-19 vaccination in protecting PWH against
SARS-CoV-2 infection.

Moreover, anti-SARS-CoV-2 S IgG levels and the ability of these antibodies to inhibit the ACE2-
S interaction were similar between PWH and the HC group for both the B.1 lineage and the
Omicron variant, following the second and booster dose of the COVID-19 vaccine. These
findings are consistent with previous research, which has also reported a comparable
humoral immune response between PWH and HIV-negative controls following mRNA COVID-
19 vaccination [18-20]. Of note, in these studies, the PWH were on ART with suppressed HIV
viral loads and exhibited higher baseline CD4 counts compared to studies reporting
diminished IgG responses in PWH relative to the HC group [20, 21]. In our study, patients
were on suppressive ART with a median CD4 count <300 cells/mm?3 and 31.6% had a CD4+
count <200 cells/mm3. Despite this, our study also found a robust immune response to the

COVID-19 vaccine in PWH.

Our findings also showed that after the second vaccine dose, IgG levels against the Omicron
variant and the inhibition of the ACE2-S interaction were significantly lower compared to
those against the B.1 lineage. The Omicron variant contains many mutations, mainly within
the S protein, the principal target of COVID-19 vaccines. These mutations help the virus evade

the humoral response, reducing vaccine efficacy [22]. However, the response to Omicron
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significantly improved in both groups following administration of a booster dose. Significant
differences between the B.1 lineage and the Omicron variant were observed only in the
inhibition of the ACE2-S interaction in PWH after the booster. Despite this difference, the rate
of PWH non-responders in ACE2-S interaction inhibition (AUC = 0) was not significantly
different between the B.1 lineage and the Omicron variant after the booster dose. Consistent
with these observations, previous studies have shown that despite the immune evasion of the
Omicron variant to COVID-19 vaccines, booster doses are critical to enhance the efficacy of the
immune response [23, 24]. These results underscore the crucial role of booster shots in
sustaining protection against Omicron despite its partial evasion of the immune response

elicited by the initial vaccination series.

Study limitations

This study has several limitations that should be considered when interpreting the results.
First, the sample size is limited, which reduces statistical power and increases the risk of false
positive results. Second, the prospective nature of the study may have introduced biases, such
as the loss of follow-up for some participants. Third, patient subgroup analysis, such as CD4
<200 or hybrid COVID-19 immunity, was not analyzed in detail due to the low number of
patients. Fourth, our findings are primarily relevant to PWH who are on suppressive ART and

may not apply to PWH who are not on ART with severe immune deficiency.

Conclusions

PWH generated a strong humoral response to the COVID-19 vaccine against both the B.1
lineage and the Omicron variant, which were similar to that of individuals without HIV
infection. However, our data suggest the need for booster doses to improve immunogenicity

and update COVID-19 vaccines to new variants such as Omicron.
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Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2)
Coronavirus Disease 2019 (COVID-19)

People With Human Immunodeficiency Virus (PWH)
Antiretroviral therapy (ART)

Spike glycoprotein (S)

Angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2)

Hospital Universitario Infanta Leonor (HUIL)

Healthy controls (HC)

Immunoglobulin G (IgG)

Immunoglobulin M (IgM)

Immunoglobulin A (IgA)

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Anti-SARS-CoV-2 S IgG (IgG against the SARS-CoV-2 spike protein)
Area under the curve (AUC)

Generalized Linear Mixed Models (GLMM)

Geometric mean fold rise (GMFR)

95% confidence interval (95%CI)

Geometric mean titer (GMT)
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Tables and figures

Table 1. Characteristics of people with HIV infection at baseline.

Characteristics Data

No. 19

Age (years) 41 (33;5)

Sex (male) 15 (78.9%)

Previous SARS-CoV-2 Infection (+) 6 (31.6%)

HIV infection
ART 19 (100.0%)
CD4+ count (cells/mms3) 232 (158; 278)
CD4+ count <200 cells/mm?3 6 (31.6%)
HIV viral load >50 copies/mL 2 (10.5%)

Statistics: Values are expressed as the median (Q1; Q3) and absolute count (percentage).
Abbreviations: PWH, people with HIV; COVID-19, coronavirus disease 2019; SARS-CoV-2,
severe acute respiratory syndrome coronavirus 2; ART, antiretroviral treatment; PWH, people
with HIV; COVID-19, coronavirus disease 2019.
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Table 2. Humoral response in PWH generated by COVID-19 vaccine stratified by SARS-CoV-2 variants.

Baseline After the second dose After the booster dose
GMT (95%CI) GMT (95%(CI) GMFR (95%CI) GMT (95%CI) GMFR (95%(CI)
Wuhan (B.1)
IgG antibody titers 0.7 (0.2; 2.6) 1866.5 (975.4; 3571.7) 30.4 (18.7; 49.6) 1134.9 (638.1; 2018.4) 5(3.5;7.1)

Inhibition ACE2-S titer 0.3(0.1;1.5) 1326.5 (159.6; 11027.6) 35.1(14.7; 83.9) 3780.1 (1395.5; 10239.6) 7.6 (5.5; 10.5)
Omicron

IgG antibody titers 0.3(0.1;0.8) 539.5 (262.3; 1109.6) 26 (18.4; 36.8) 597.3 (319.3; 1117.4) 5.3 (4.1;6.7)
Inhibition ACE2-S titer 0.1(0.1;0.1) 28 (3; 264.8) 11.6 (5.2; 25.9) 234.3 (18.9; 2906.4) 5.4 (3.7;8)

Statistics: Values are expressed as geometric mean fold rise (95% confidence interval). Data were calculated using generalized linear mixed

models adjusted (GLMM, see Statistical analysis section). Abbreviations: GMT, geometric mean titer; GMFR, geometric mean fold rise from
baseline, 95% CI,B95% confidence interval; IgG, immunoglobulin G; ACE2, angiotensin-converting enzyme 2; S, Spike glycoprotein
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Figure 1. Comparison of humoral response to COVID-19 vaccine (anti-SARS-CoV-2 S IgG and
inhibition of ACE2-S interaction) between SARS-CoV-2 variants in study groups after the
second (A) and booster dose (B) of the COVID-19 vaccine.

Statistics: The graph shows the geometric means and 95% confidence intervals in gray lines.
P-values were calculated using generalized linear mixed models. Significant differences are

shown in bold.

Abbreviations: HC, healthy controls; PWH, people with HIV; Log10, base-10 logarithm; AUC,

the area under the Curve; IgG, immunoglobulin G.
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Figure 2. Rates of PWH non-responders in the inhibition of the ACE2-S interaction (AUC = 0),
according to SARS-CoV-2 variants, after the second dose and the booster dose of the COVID-19

vaccine.

Statistics: P-values were calculated using the Chi-square test.
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Resultados

4.3. Poblacion 3: Pacientes oncoldgicos

4.3.1. Articulo 5 (205): Immune response against the SARS-CoV-2 spike
protein in cancer patients after COVID-19 vaccination during the Omicron
wave: a prospective study

Introduccidn: Los pacientes con cancer a menudo tienen el sistema inmune debilitado,
lo que puede resultar en una respuesta reducida a las vacunas, especialmente en
aquellos que reciben tratamiento oncolégico inmunosupresor (TO-IS).

Objetivos: Evaluar el impacto del TO-IS en la respuesta inmune humoral y celular (células
T) frente al linaje B.1y la variante Omicron del SARS-CoV-2, tras la vacunacién contra la
COVID-19 en pacientes con neoplasias sdélidas y hematolégicas.

Métodos: Estudio prospectivo en pacientes oncoldgicos, divididos en grupos con y sin
TO-IS, que recibieron una serie de dos dosis de la vacuna mRNA-1273 de Moderna y un
refuerzo seis meses después. Se evalud la respuesta humoral (titulos de IgG anti-SARS-
CoV-2 S y su capacidad de inhibir la interaccidon S-ACE2) y celular (focos de células T
especificas de SARS-CoV-2 S por millén de CMSP) contra el linaje B.1 y la variante
Omicron.

Resultados: La respuesta humoral después de la segunda dosis de la vacuna contra el
linaje B-1y la variante Omicron fue significativamente mds baja en el grupo con TO-IS
en comparacion con el grupo sin TO-IS (g<0,05). No obstante, una dosis de refuerzo
mejoré significativamente la respuesta humoral en el grupo con TO-IS, alcanzando
niveles similares al grupo sin TO-IS. La vacuna mRNA-1273, disefiada para la cepa original
de Wuhan, generd una respuesta humoral mas débil contra Omicron en comparacién
con el linaje B.1, independientemente del tratamiento oncolégico o la dosis de vacuna
(0<0,05). La respuesta celular, incluyendo la variante Omicron, ya fue fuerte tras la
segunda dosis de vacuna y no se vio significativamente afectada por los tratamientos
oncolégicos.

Conclusiones: Se necesitaron tres dosis de vacuna para elevar la respuesta inmune
humoral del grupo con TO-IS a niveles similares al grupo sin TO-IS. Sin embargo, esta
respuesta siguié siendo menor frente a Omicron que frente a B.1 en ambos grupos,
aungue mejoro con la dosis de refuerzo. No obstante, la respuesta inmune celular fue

similar entre los grupos después de la segunda dosis de la vacuna contra la COVID-19.

125



Resultados

Art. 5 (205): Maria José Mufioz-Gomez, Pablo Ryan, Marta Quero-Delgado, Maria
Martin-Vicente, Guillermo Cuevas, Jorge Valencia, Eva Jiménez, Natalia Blanca-Lopez,
Miguel Angel Lara-Alvarez, José Angel Hernandez-Rivas, Gerardo Redondo, Vicente Mas,
Daniel Sepulveda Crespo, Modnica Vdzquez, Juan Torres-Macho, Isidoro Martinez,
Salvador Resino. Immune response against the SARS-CoV-2 spike protein in cancer
patients after COVID-19 during the Omicron wave: a prospective study. Journal of

Infection and Public Health 2024; 17(7).

Indicadores de calidad

ISSN: 1876-0341

Editorial: Elsevier

indice de impacto: 6,7

Fuente de impacto: WOS (JCR)
Categoria: INFECTIOUS DISEASES
Rango: 19/129

Cuartil: Primero

126



Journal of Infection and Public Health 17 (2024) 102473

Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Infection

and Public Health

Journal of Infection and Public Health

journal homepage: www.elsevier.com/locate/jiph

Immune response against the SARS-CoV-2 spike protein in cancer N

Check for

patients after COVID-19 vaccination during the Omicron wave: a

prospective study

Maria José Mufioz-Gémez *', Pablo Ryan %' Marta Quero-Delgado *',
Maria Martin-Vicente ¢, Guillermo Cuevas ¢, Jorge Valencia ™, Eva Jiménez “,
Natalia Blanca-Lépez ¢, Miguel Angel Lara-Alvarez ““, José Angel Hernandez-Rivas ¢,
Gerardo Redondo €, Vicente Mas !, Daniel Septlveda-Crespo *°, Ménica Vazquez
Juan Torres-Macho “, Isidoro Martinez >, Salvador Resino "

2 Unidad de Infeccion Viral e Inmunidad, Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos III, Majadahonda, Madrid, Spain

b Centro de Investigacion Biomédica en Red en Enfermedades Infecciosas (CIBERINFEC), Instituto de Salud Carlos IIl, Madrid, Spain

€ Hospital Universitario Infanta Leonor, Madrid, Spain

94 Facultad de Medicina, Universidad Complutense de Madrid, Madrid, Spain

€ Instituto de Investigaciones Sanitarias Gregorio Marafién (liSGM), Madrid, Spain
fUnidad de Biologia Viral, Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Investigacién Sanitaria, Instituto de Salud Carlos IIl, Madrid, Spain

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Background: Cancer patients often have weakened immune systems, resulting in a lower response to
Received 23 January 2024 vaccines, especially those receiving immunosuppressive oncological treatment (OT). We aimed to assess the
Received in revised form 22 May 2024 impact of OT on the humoral and T-cell response to the B.1 lineage and Omicron variant following COVID-19

Accepted 3 June 2024 vaccination in patients with solid and hematological neoplasms.

Methods: We conducted a prospective study on cancer patients, stratified into OT and non-OT groups, who

I;,f\}llz‘g?crgi;-z received a two-dose series of the COVID-19 mRNA vaccine and a booster six months later. The outcomes
COVID-19 vaccine measured were the humoral (anti-SARS-CoV-2 S IgG titers and ACE2-S interaction inhibition capacity) and
Immune response cellular (SARS-CoV-2 S-specific T-cell spots per million PBMCs) responses against the B.1 lineage and
B.1 lineage Omicron variant. These responses were evaluated four weeks after the second dose (n = 98) and eight weeks
Omicron variant after the booster dose (n = 71).

Results: The humoral response after the second vaccine dose against the B.1 lineage and Omicron variant was
significantly weaker in the OT group compared to the non-OT group (q-value <0.05). A booster dose of the
mRNA-1273 vaccine significantly improved the humoral response in the OT group, making it comparable to the
non-OT group. The mRNA-1273 vaccine, designed for the original Wuhan strain, elicited a weaker humoral
response against the Omicron variant compared to the B.1 lineage, regardless of oncological treatment or
vaccine dose. In contrast, T-cell responses against SARS-CoV-2, including the Omicron variant, were already
present after the second vaccine dose and were not significantly affected by oncological treatments.

Conclusions: Cancer patients, particularly those receiving immunosuppressive oncological treatments,
should require booster doses and adapted COVID-19 vaccines for new SARS-CoV-2 variants like Omicron.

Abbreviations: COVID-19, Coronavirus Disease 2019; SARS-CoV-2, Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2; S, Spike glycoprotein; HUIL, Hospital Universitario
Infanta Leonor; PBMC, Peripheral blood mononuclear cell; ELISA, Enzyme-linked immunosorbent assay; IgG, Immunoglobulin G; IgM, Immunoglobulin M; IgA, Immunoglobulin
A; N, Nucleocapsid protein; AUC, Area under the curve; ACE2, Angiotensin-converting enzyme 2; IL-2, Interleukin 2; IFN-y, Interferon-gamma; mAb, Monoclonal antibody; OT,
Oncological treatment; OR, Odds ratio; 95 % CI, 95 % confidence interval; GLMM, Generalized Linear Mixed Models; GMR, Geometric mean ratio; GMFR, Geometric mean fold rise
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Future studies should evaluate the durability of the immune response and the efficacy of individualized

regimens.
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Introduction

Since the emergence of Coronavirus Disease 2019 (COVID-19)
in December 2019 in Wuhan, China, the disease caused by the
Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2)
rapidly became a global pandemic, constituting a significant
public health threat [1,2]. As of May 2024, SARS-CoV-2 has caused
over 775 million infections and nearly seven million deaths
worldwide [3].

SARS-CoV-2 mainly targets the respiratory system but also af-
fects the cardiovascular, central nervous, and gastrointestinal sys-
tems [4]. The infection causes significant changes in the gut and
airway microbiota, influencing disease progression and outcome [5].
Elderly patients and those with comorbidities, impaired organ
function, and preexisting polypharmacy tend to experience more
severe COVID-19 complications [5].

The mRNA vaccines, including mRNA-1273 (Moderna), prevent
symptomatic COVID-19 infections in the general population. They
elicit robust humoral immune responses by activating B cells,
leading to the production of specific neutralizing antibodies against
the SARS-CoV-2 "spike" or S glycoprotein [6]. These vaccines also
induce antigen-specific T cells, contributing to long-term protective
immunity [7]. However, SARS-CoV-2 continually evolves, with new
variants emerging that carry mutations in the spike protein, a crucial
component of the COVID-19 vaccines, reducing their effectiveness
[8]. The Omicron variant is particularly concerning due to its nu-
merous mutations, high transmissibility, and ability to evade im-
munity [9]. Omicron’s increased transmissibility has made it the
dominant variant worldwide [10].

Approximately 75 % of hospitalized COVID-19 patients have at
least one comorbidity, such as hypertension, neurological disorders,
diabetes, endothelial dysfunction, cardiovascular diseases, or cancer
[11]. Cancer patients often have weakened immune systems due to
the disease or its treatments. This significantly impacts the body’s
ability to respond effectively to infections or vaccinations. Evidence
indicates that cancer patients are more susceptible to viral infec-
tions, including COVID-19, and face higher risks of severe compli-
cations and mortality compared to the general population [12-15].
Clinical factors like age or specific oncological therapies are linked to
worse outcomes in cancer patients with COVID-19 [14,16,17]. Con-
sequently, immunocompromised cancer patients were prioritized
for receiving COVID-19 vaccines. However, cancer patients were in-
itially excluded from COVID-19 vaccine clinical trials, leading to low
vaccination rates in this group [18,19]. Therefore, data on the im-
mune response to the COVID-19 vaccine in cancer patients are more
limited than in the general population.

COVID-19 vaccines can induce an immune response in cancer
patients. However, this response is often lower in patients with
hematological and solid malignancies, resulting in higher rates of
low or absent serological responses than in the general population,
especially in those receiving immunosuppressive oncological treat-
ment [20-22]. Therefore, it is necessary to gather comprehensive
information to establish vaccination guidelines for cancer patients
due to the impact of oncological treatments on the immune re-
sponse [18,19]. Furthermore, with the emergence of variants like
Omicron, which exhibits heightened immune evasion, it is crucial to
gather information on the efficacy of COVID-19 vaccines in vulner-
able groups [23].

Objective

This study assessed how oncological treatments with im-
munosuppressive effects impact humoral and T-cell responses to the
B.1 lineage and Omicron variant after COVID-19 vaccination in a
cohort of patients with solid and hematological neoplasms.

Materials and methods
Study design

We conducted a prospective study on oncology patients who
received their first COVID-19 vaccination between February 2021
and January 2022 at the Hospital Universitario Infanta Leonor (HUIL)
in Madrid, Spain. The vaccination regimen included two doses of
mRNA-1273 (Moderna) administered 28 days apart and a booster
dose 6 months later, following international guidelines [24]. Inclu-
sion criteria included: (i) cancer patients over 18 years old; (ii) life
expectancy of over 6 months; (iii) confirmed diagnosis of solid or
hematological cancer. We collected biological samples from cancer
patients to evaluate their immune response to the COVID-19 vaccine
about four weeks after the second dose (N = 98) and eight weeks
after the booster dose (N = 71).

The HUIL Ethics Committee authorized the study (Ref.: 030-21).
The research adhered to the Declaration of Helsinki. All participants
gave informed consent before enrollment.

Clinical samples

A peripheral blood sample was collected via venous puncture
using ethylene diamine tetra-acetic acid tubes. Samples were taken
at three points: baseline (first COVID-19 vaccine dose), about four
weeks after the second dose, and eight weeks after the booster dose.
Plasma and peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were iso-
lated using a Ficoll gradient. PBMCs were stored in liquid nitrogen,
and plasma samples were stored at —80 °C.

Clinical data

Patient characteristics were collected from the hospital’s elec-
tronic medical records and stored using the Research Electronic Data
Capture system (REDCap, Vanderbilt University, Nashville, TN, USA).
Cancer diagnosis and oncological treatments followed international
guidelines [25].

Test for SARS-CoV-2 infection

We determined the presence of SARS-CoV-2 antibodies in plasma
samples both before vaccination and after receiving the second and
booster doses of the vaccine. The detection method used was a com-
mercial enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Platelia SARS-
CoV-2 Total Ab, Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, California, USA).
This ELISA test identified IgG, IgA, and IgM antibodies against the SARS-
CoV-2 nucleocapsid protein (N). The optical density ratio > 1.0 of the
test sample to the control sample provided in the kit was considered
positive. This cut-off point was chosen based on the test’s sensitivity
and specificity, which are 94.7 % and 97.5 %, respectively [26].
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Immunoassays for COVID-19 vaccine humoral response

A detailed description of the materials and protocols for antibody
quantification is provided in Martin-Vicente et al. [27]. Briefly, Dr.
Jason McLellan (University of Texas at Austin-USA) kindly provided
the plasmid pH encoding the S protein ectodomain (residues
1-1208) of SARS-CoV-2 2019-nCOV (GenBank: MN908947) stabi-
lized in the prefusion conformation [28]. Mutagenesis was used to
create a HexaPro construct that produces a high yield of the stabi-
lized prefusion spike protein [29]. The ectodomain was modified
with the following substitutions: glycine at residue 614 (D614G), a
"GSAS" substitution at the furin cleavage site (residues 682-685),
and proline at residues 817, 892, 899, 942, 986, and 987. This protein
is referred to as B.1 throughout the text. The SARS-CoV-2 S Omicron
(B.1.1.529) HexaPro construct contains the natural cleavage site
"RRAR" (residues 682-685) and the following Omicron-specific
mutations: A67V, A69-70, T95I, G142D/A143-145, A211/L212], in-
s214EPE, G339D, S371L, S373P, S375F, K417N, N440K, G446S, S477N,
T478K, E484A, Q493R, G496S, Q498R, N501Y, Y505H, T547K, D614G,
H655Y, N679K, P681H, N764K, D796Y, N856K, Q954H, N969K, and
L981F. A plasmid containing the ACE2 SARS-CoV-2 cell receptor
(residues 1-165) was also constructed and linked to a StrepTag.

Antibody titers to the S protein were measured in ELISA assays by
incubating serial 1:3 dilutions of serum samples, starting at 1:50 and
ending at 1:36450, with 0.2 pg of the S protein ectodomain. One-
phase exponential decay, least-squares fit curves, and the area under
the curve (AUC) were calculated using GraphPad Prism 9.0.

Antibody inhibition of the ACE2-S protein interaction was tested
by ELISA. Serum samples were diluted serially (1:2 dilutions) from
1:10 to 1:320. These dilutions were incubated with the S protein,
followed by the addition of ACE2 complexed with StrepTactin-per-
oxidase [27]. A pool of sera collected in 2016 from individuals ne-
gative for anti-S antibodies served as a control. After subtracting the
background, the percentage of inhibition was calculated as [1 -
(ODg4g3 test serum | OD493 control serum)] x 100 %.

Immunoassays for COVID-19 vaccine cellular response

The FluoroSpot Plus Human IFN-y/IL-2 Kit (Mabtech Inc.,
Cincinnati, Ohio, USA) was used to detect interleukin 2 (IL-2) and
interferon-gamma (IFN-y) secretion in T-cells. PBMC samples were
stimulated with protein S peptides and an anti-CD28 monoclonal
antibody (mAb) as co-stimulus. As a positive control, PBMC samples
were stimulated with anti-CD3 mAb and anti-CD28 mAb. As a ne-
gative control, PBMC samples were incubated only with anti-CD28
mADb. For specific stimulation, two distinct peptide pools were em-
ployed. The first pool contained 166 peptides covering the S1 do-
main of the spike protein from the ancestral (Wuhan) strain of SARS-
CoV-2 (Mabtech Inc., Cincinnati, Ohio, USA). The second pool con-
tained 168 peptides from the S1 domain of the SARS-CoV-2 Omicron
(B.1.1.529) variant, lineage BA.1, with the following mutations: A67V,
_D_69-70, T95I, G142D, _D_143-145, _D_211, L212I, ins214EPE,
G339D, S371L, S373P, S375F, K417N, N440K, G446S, S477N, T478K,
E484A, Q493R, G496S, Q498R, N501Y, Y505H, T547K, D614G, H655Y,
N679K, P681H (Mabtech Inc, Cincinnati, Ohio, USA).

Briefly, 96-well microplates precoated with monoclonal capture
antibodies against IFN-y and IL-2 were used. The base medium was
RPMI with penicillin/streptomycin, L-glutamine, fetal bovine serum,
non-essential amino acids, and anti-CD28 mAb (1 pg/ml). For the
negative control, 20 pl of this base medium was added per well.
Additionally, 20 pl of the base medium was added to wells with anti-
CD3 mAb (0.2 pg/ml, positive control) or peptide pools (final con-
centration of 0.2 pg/ml for each peptide), diluted in the base
medium. Then, 300.000 PBMCs were added per well in 80 pl of the
base medium, and the plates were incubated at 37 °C and 5 % CO,
for 18 h.
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After the incubation, the plates were washed with sterile phos-
phate-buffered saline with Ca®>* and Mg?*. Biotin-conjugated anti-
bodies against IL-2 and BAM-labeled antibodies against IFN-y were
added. Following a two-hour incubation and subsequent washing,
Cy3-conjugated streptavidin and FITC-conjugated anti-BAM were
added for another hour. After further washing, a fluorescence en-
hancer was applied for 5 min.

The plates were dried, and readings were taken using an AID
iSpot ELISpot FluoroSpot Reader (AID GmbH, Strassberg, Germany)
with two specific filters. The calculations were done by subtracting
the number of spots in the negative control wells, and the results
were expressed as the number of spots per million PBMCs.

Main factors and outcomes

This study examined the immune response of cancer patients to
the COVID-19 vaccine, stratifying them based on whether they re-
ceived concurrent or recent oncological treatment (OT) with im-
munosuppressive effects. The study compared the OT group to the
non-OT group. At the second dose of the COVID-19 vaccine (n = 98),
the OT group had 61 patients (38 chemotherapy, 11 radiotherapy, 11
immunotherapy, 18 targeted therapy, and 1 other oncological
treatment). The non-OT group had 37 patients (23 never received
oncological treatments, and 14 completed the oncological treat-
ments 6 months before vaccination). At the booster dose, only 71
individuals were analyzed, as 27 patients were lost to follow-up. The
OT group had 51 patients (23 chemotherapy, 6 radiotherapy, 10
immunotherapy, 14 targeted therapy, and 2 other oncological
treatments). The non-OT group had 20 patients (13 never received
oncological treatment, and 7 completed the oncological treatments 6
months before vaccination).

The primary outcome was the humoral response to the COVID-19
vaccine (anti-SARS-CoV-2 S IgG titers and ACE2-S interaction in-
hibition capacity) against the B.1 lineage and Omicron variant after
the second and booster doses. The secondary outcome was the cel-
lular response (SARS-CoV-2 S-specific T-cell spots per million
PBMCs) against the B.1 lineage and Omicron variant after the
second dose.

Statistical analysis

IBM SPSS Statistics 25.0 (SPSS INC, Armonk, NY, USA) and Stata
15.0 (StataCorp, Texas, USA) were used for statistical analysis.
GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA)
was used to generate figures. Significance was set at p < 0.05 (two-
tailed).

Descriptive analysis included absolute counts (percentages) and
median (P25th; P75th). The Chi-squared test compared categorical
variables, and the Mann-Whitney U test compared continuous
variables.

COVID-19 vaccine immune response data were logl0-trans-
formed. The impact of oncological treatment with im-
munosuppressive effect on the COVID-19 vaccine immune response
(OT vs. non-OT groups) was evaluated using logistic regressions.
These regressions were adjusted for clinical variables (age, sex,
previous SARS-CoV-2 infection, tumor type (solid or hematological),
and COVID-19 vaccination timing) selected by a stepwise forward
selection method (pin < 0.15 and pout < 0.20). This test provided the
odds ratio (OR) and the 95 % confidence interval (95 %ClI). Differences
between dependent measures in the COVID-19 vaccine immune
response were also evaluated using generalized linear mixed models
(GLMM), a repeated measures test where each patient serves as their
control. This test provided the geometric mean ratio (GMR) for dif-
ferences between the Omicron variant and the B.1 lineage and the
geometric mean fold rise (GMFR) for the differences between post-
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and pre-vaccination, along with their 95 %CI. P-values were adjusted
by the False Discovery Rate (g-value).

Results
Patient characteristics

At the second dose of the COVID-19 vaccine (n = 98, Table 1), the
median age was 60. Among participants, 41.8 % were male, and
24.5 % had a previous SARS-CoV-2 infection. In addition, 45.9 % had
solid neoplasms, with breast cancer being the most common (40 %).
Meanwhile, 54.1 % had hematological neoplasms, with lymphopro-
liferative neoplasia being the most frequent (34 %). Participant
characteristics at the booster dose (n = 71) were similar to those at
the second dose (Supplementary Table (ST) 1).

Patients were stratified by the primary outcome variable (OT or
non-OT) and the timing of vaccine response assessment (after the
second dose or booster dose). We found 37 patients in the non-OT
group and 61 patients in the OT group after the second dose
(Table 1). After the booster dose, there were 20 patients in the non-
OT group and 51 in the OT group (ST1). The OT group had lower
lymphocyte counts and fewer hematological neoplasms than the
non-OT group, both after the second dose and after the booster dose
(Table 1 & ST1).

Additionally, eight patients in the non-OT group and 16 in the OT
group tested positive for SARS-CoV-2 infection after the second dose
(Table 1). After the booster dose, three patients in the non-OT group
and 14 in the OT group tested positive (ST1). However, there were no
statistically significant differences in infection rates between the
groups (Table 1 & ST1).

Table 1
Characteristics of the patients at the second dose of COVID-19 vaccine.
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Humoral immune response to the COVID-19 vaccine

Table 2 shows the GMFR in humoral response, measured by IgG
antibody levels against SARS-CoV-2 S protein and ACE2-S inhibition
titers, after the second and booster doses of the COVID-19 vaccine.
Notably, the GMFR values were higher after the second dose com-
pared to the booster dose.

Impact of oncological treatment with immunosuppressive effect

After the second dose of the COVID-19 vaccine, the OT group
exhibited lower humoral response (measured by anti-SARS-CoV-2 S
IgG titers and ACE2-S interaction inhibition capacity) against the B.1
lineage and Omicron variant compared to the non-OT group (q-value
<0.05; Fig. 1A; full description in ST2). However, after the booster
dose, the humoral response against both the B.1 lineage and the
Omicron variant was similar between OT and non-OT groups
(Fig. 1B; full description in ST2). Therefore, the booster dose im-
proved the humoral response in the OT group to levels comparable
to the non-OT group.

Response against the Omicron variant

The humoral response, characterized by anti-SARS-CoV-2 S IgG
levels and ACE2-S interaction inhibition, was consistently lower
against the Omicron variant compared to the B.1 lineage after both
the second and booster COVID-19 vaccine doses in OT and non-OT
groups (q-value <0.05; Fig. 2; full description in ST3). Notably, the
rate of non-responders (AUC = 0) for ACE2-S interaction inhibition
against Omicron was significantly higher than against B.1 after the

Oncological treatment (OT)

All Non-OT group OT group p
No. 98 37 61
Sex (male), N (%) 41 (41.8) 16 (43.2) 25 (41) 0.826
Age (years). median (IQR) 60 (52 - 66) 61 (52 - 66) 60 (51 - 66) 0.814
Spanish. N (%) 83 (84.7) 32 (86.5) 51 (83.6) 0.701
Comorbidities. N (%)
Hypertension 28 (28.6) 6(16.2) 22 (36.1) 0.035
Dyslipidemia 21 (21.4) 6(16.2) 15 (24.6) 0.327
Diabetes 16 (16.3) 7 (18.9) 9 (14.8) 0.589
Obesity 12 (12.2) 2 (5.4) 10 (16.4) 0.108
Smoker 23 (23.5) 9 (24.3) 14 (23) 0.876
HPSCT. N (%) 5(94) 3(111) 2(7.7) 0.670
SARS-CoV-2 Infection. N (%) 24 (24.5) 8 (21.6) 16 (26.2) 0.607
Lymphocytes (10%/ul). median (IQR) 17 (11-23) 1.85 (1.4 - 2.95) 1.5(11-1.9) 0.006
Solid neoplasms. N (%) 45 (45.9) 10 (27) 35 (57.4) 0.003
Lung 5(11.1) 1(10) 4 (11.4) 0.657
Breast 18 (40) 4 (40) 14 (40) 0.714
Prostate 1(2.2) 1(10) 0(0) 0.499
Colorectal 7 (15.6) 1(10) 6 (17.1) 0.956
Stomach 2 (4.4) 0(0) 2 (5.7) 0.923
Esophagus 3(6.7) 0(0) 3(8.6) 0.811
Pancreas 1(2.2) 0(0) 1(2.9) 0.499
Uterus 1(2.2) 0(0) 1(2.9) 0.499
Head and neck 1(2.2) 1 (10) 0(0) 0.499
Bladder 2 (44) 1(10) 1(2.9) 0.923
Others 4(8.9) 1(10) 3(8.6) 0.624
Hematologic neoplasms. N (%) 53 (54.1) 27 (73) 26 (42.6) 0.003
Acute Lymphocytic Leukemia 1(1.9) 0(0) 1(3.8) 0.999
Chronic Lymphocytic Leukemia 7 (13.2) 5(18.5) 2(7.7) 0.448
Multiple Myeloma and Gammopathy 4(7.5) 1(3.7) 3 (11.5) 0.576
Myelodysplastic syndrome 4(7.5) 3(11.1) 1(3.8) 0.603
Lymphoproliferative neoplasm 18 (34) 12 (44.4) 6(23.1) 0.101
Myeloproliferative neoplasm 13 (24.5) 5(18.5) 8(30.8) 0.302
Chronic Myeloid Leukemia 6 (11.3) 13.7) 5(19.2) 0.177

Statistics: Values are expressed as the median (P25; P75) and absolute count (percentage). P-values were calculated using the Chi-square test for categorical variables and the

Mann-Whitney U-test for continuous variables.

Abbreviations: COVID-19, coronavirus disease 2019; HPSCT, Hematopoietic stem cell transplant; SARS-CoV-2, severe acute respiratory syndrome coronavirus 2.
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Table 2

Summary of geometric mean fold rises from baseline stratified by the oncological
treatment with immunosuppressive effect during follow-up.

After the second dose
GMER (95 %CI)

After the booster dose
GMEFR (95 %Cl)

All patients

Wuhan (B.1)

IgG antibody titers
Inhibition ACE2-S titer
Omicron

IgG antibody titers
Inhibition ACE2-S titer
Non-OT group
Wuhan (B.1)

IgG antibody titers
Inhibition ACE2-S titer
Omicron

IgG antibody titers
Inhibition ACE2-S titer
OT group

Wubhan (B.1)

IgG antibody titers
Inhibition ACE2-S titer
Omicron

IgG antibody titers
Inhibition ACE2-S titer

39.4 (29.4; 52.7)
34.6 (22.5; 53.2)

272 (21.2; 34.9)
71 (4.8; 10.6)
543 (35.1; 84.1)
753 (45.6; 124.3)
39.6 (28.2; 55.6)
15.1 (8; 28.4)
32.4(22.2; 47.1)

215 (12; 38.6)

217 (15.7; 302)
45(2.8;7.3)

59 (5; 7)
8.1 (6.7; 9.9)

5.7 (5; 6.6)

6 (4.9; 7.4)

71 (5.4; 9.3)
10.1 (7.9; 12.9)
6.9 (5.5; 8.5)
6.4 (4.5; 9.1)
5.5 (4.5; 6.8)

7.9 (6.2; 9.9)

5.3 (4.4; 6.3)
5.9 (4.6; 7.6)

Statistics: Values are expressed as median (95 % confidence interval). Data were
calculated using generalized linear mixed models adjusted (GLMM, see Statistical
analysis section). Abbreviations: GMFR, geometric mean fold rise (GMFR) from
baseline, 95 % CI, 95 % confidence interval; OT, oncological treatment; Area under the
Curve; IgG, immunoglobulin G; ACE2, angiotensin-converting enzyme 2; S, Spike
glycoprotein.

second dose in both groups (g-value <0.05; Supplementary Fig. 1).
However, these differences were not statistically significant after the
booster dose. Therefore, the COVID-19 vaccine elicited a weaker
humoral response against Omicron than B.1, regardless of oncolo-
gical treatment. However, this response improved after the

booster dose.
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T-cell immune response to the COVID-19 vaccine

The T-cell response to the B.1 lineage and Omicron variant was
similar between the OT and non-OT groups after the second COVID-
19 vaccine dose (Fig. 3A; full description in ST4). Additionally, the T-
cell response to the Omicron variant was similar to that of the B.1
lineage in both groups (Fig. 3B; full description in ST5). Therefore,
after the second vaccine dose, the T-cell response reached compar-
able levels in both OT and non-OT groups for both the B.1 lineage and
the Omicron variant.

Discussion

Cancer patients have an elevated risk of SARS-CoV-2 infection
and related complications due to systemic immunodeficiency, pri-
marily induced by oncological therapy [30]. This study investigated
the immune response after COVID-19 vaccination in cancer patients,
with or without immunosuppressive oncological treatments, who
received the monovalent Moderna mRNA-1273 vaccine based on the
Wuhan-Hu-1 strain. The main findings were: i) The humoral im-
mune response, after the second vaccine dose, against the B.1 lineage
and Omicron variant was significantly weaker in cancer patients
undergoing oncological treatment (OT group) compared to those not
receiving treatment (non-OT group). ii) A booster dose of the mRNA-
1273 vaccine significantly improved the humoral immune response
in the OT group, bringing it to a level comparable to the non-OT
group. iii) The mRNA-1273 vaccine, designed for the original Wuhan
strain, elicited a weaker humoral response against the Omicron
variant compared to the B. lineage, regardless of oncological
treatment or vaccine dose. iv) In contrast, T-cell responses against
SARS-CoV-2, including the Omicron variant, were already present
after the second vaccine dose and were not significantly affected by
oncological treatments. Overall, our data offers valuable insights into
the immune response of cancer patients to COVID-19 vaccination. It
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Fig. 1. Plasma IgG antibody levels against the SARS-CoV-2 S protein and ACE2-S inhibition titers, stratified by oncological treatment and SARS-CoV-2 variants, weeks after the
administration of the second (A) and booster dose (B) of the COVID-19 vaccine. Statistics: Data were calculated by logistic regression analysis adjusted for the most relevant
clinical and epidemiological characteristics. Significant differences are shown in bold. Abbreviations: aOR, adjusted odds ratio; 95% CI, 95 % confidence interval; AUC, the area
under the Curve; IgG, immunoglobulin G.
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Fig. 2. Plasma IgG antibody levels against the SARS-CoV-2 S protein and ACE2-S inhibition titers, stratified by SARS-CoV-2 variants and oncological treatment, several weeks after
the administration of the second (A) and booster dose (B) of the COVID-19 vaccine. Statistics: Data were calculated using generalized linear mixed models. Significant differences
are shown in bold. Abbreviations: GMR, geometric mean ratio; 95 % CI, 95 % confidence interval; AUC, the area under the Curve; IgG, immunoglobulin G.

highlights the need for personalized vaccination approaches and the
potential benefits of booster doses in enhancing humoral immunity,
especially against challenging variants like Omicron.

An important finding is the improved humoral immune response
after the booster vaccine dose in the OT group, aligning it with the
non-OT group. Our findings are consistent with prior studies that
reported a reduced humoral response in patients undergoing onco-
logical treatment after two doses of the COVID-19 vaccine
[22,31-34]. This response improves with a booster dose [35-41] and
lasts at least 6 months [41]. Therefore, for cancer patients on im-
munosuppressive oncological treatment, a booster dose is crucial for
adequate immunization. These findings suggest the need to revise
vaccination strategies to include additional doses for this vulnerable
population.

Oncological treatments with an immunosuppressive effect alter
the intestinal microbiota, causing dysbiosis and modifying the im-
mune response [42]. This has been linked to the modulation of the
immune response against SARS-CoV-2 [43]. Gut-lung axis dysbiosis
worsens COVID-19 symptoms, increases systemic inflammation, and
causes greater tissue damage, leading to long-term complications
and death [5]. However, this dysbiosis and the translocation of
bacterial components (lipopolysaccharides, flagellin, peptidoglycan,
and short-chain fatty acids) appear to enhance COVID-19 vaccine
efficacy by improving the production of antibodies by plasma B cells
[43]. Although we lack data on bacterial translocation in the ana-
lyzed patients, we should not rule out the possible impact of cancer
treatments on gut microbiota and humoral response to the COVID-
19 vaccine, which recovered after the booster dose.

Both OT and non-OT groups showed weaker responses against
the Omicron variant compared to the B.1 lineage after the second
and booster vaccine doses. Monovalent vaccines, based on the
Wuhan strain, are less effective against Omicron in both the general
population and cancer patients [44,45]. This is due to many amino
acid changes in Omicron’s S protein, which helps it evade the hu-
moral response and reduces vaccine protection [44]. Previous data

highlighted the need for booster doses to achieve adequate neu-
tralizing antibody levels against Omicron [46]. Our findings support
this, showing no significant differences in non-responder rates for
the ACE2-S interaction inhibition between the B.1 lineage and
Omicron after the booster dose in both the OT and non-OT groups.
However, the bivalent COVID-19 vaccine, introduced after our
study’s enrollment period had closed, has shown improved neu-
tralization against Omicron sub-variants [47]. This underscores the
importance of monitoring variants and developing adapted vaccines
to control SARS-CoV-2 effectively.

The cellular immune response may play a crucial role in pre-
venting severe COVID-19 [48]. Previous reports show that vaccinated
individuals generate T-cell responses against epitopes conserved
across many variants [49]. In our study, the antigen-specific T-cell
responses after the second dose of the COVID-19 vaccine showed no
significant differences between the OT and non-OT groups. These
results align with previous studies indicating that systemic oncolo-
gical therapy impairs antibody responses but does not significantly
affect cellular responses [40,50]. Despite this T-cell response, pa-
tients undergoing cancer treatment have higher morbidity and
mortality than the general population [18]. Our results also showed a
T-cell response against the Omicron variant similar in magnitude to
the response against the Wuhan lineage. This underscores the sig-
nificant benefits of vaccination, particularly for patients with com-
promised humoral immunity.

Our article uniquely combines a comparative analysis of onco-
logical treatment effects, an evaluation of variant-specific immune
responses, and the impact of multiple vaccine doses. Overall, the
study significantly enhances the understanding of COVID-19 vaccine
efficacy in cancer patients and informs future vaccination strategies
to ensure adequate protection for this high-risk group.

Promoting vaccination is crucial for oncology patients with
compromised immune systems [18]. Our findings, along with other
studies, underscore the need for personalized vaccination strategies
for those undergoing oncological treatments. These strategies should
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Fig. 3. SARS-CoV-2 S-specific T-cell response against the B.1 lineage and Omicron
variant, stratified by oncological treatment (A) or SARS-CoV-2 variants (B), several
weeks after the second dose of the COVID-19 vaccine. Statistics: Data were calculated
using logistic regression analysis adjusted for the most relevant clinical and epide-
miological characteristics, as well as generalized linear mixed models. Abbreviations:
aO0R, adjusted odds ratio; 95% CI, 95% confidence interval; GMR, geometric mean
ratio; IFN, interferon; IL-2, interleukin 2; AUC, Area under the Curve; PBMCs, per-
ipheral blood mononuclear cells.

include personalized vaccination schedules and booster doses to
ensure optimal protection against COVID-19, especially with the
emergence of new variants. Emphasizing the benefits of vaccination
can encourage higher vaccination rates among oncology patients,
providing broader protection against COVID-19 and reducing the risk
of severe disease in this high-risk group.

Limitations

This study has several limitations. First, the small sample size
reduces statistical power and increases the risk of false positives. In
this regard, hybrid immunity was not analyzed in detail due to the
low number of patients with SARS-CoV-2 infection in the non-OT
group. However, prior infection status was included in multivariate
regression analyses to account for the potential protective effects of
this hybrid immunity. A larger sample size could provide a more
accurate depiction of the immune response in oncology patients.
Second, the prospective design of this study introduced biases, in-
cluding patient and sample loss to follow-up. Third, conclusions
could not be reached for certain subgroups, such as those with dif-
ferent tumors or specific anti-cancer regimens. Fourth, patient
follow-up was limited to four weeks after the second dose and eight
weeks after the booster dose. A longer follow-up could provide
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valuable information on the durability and effectiveness of the long-
term immune response. Fifth, some cancer patients showed no im-
mune response to the COVID-19 vaccine, possibly due to test sen-
sitivity issues. Sixth, there was no healthy control group. Differences
between cancer patients and healthy subjects are well documented,
so this was not a priority for our study. Finally, no significant dif-
ferences were found in the immune response against COVID-19
vaccination between solid and hematological cancer patients, pos-
sibly due to treatment heterogeneity and combined treatment re-
gimens.

Conclusions

Cancer patients, particularly those on immunosuppressive on-
cological treatments, need booster doses and updated COVID-19
vaccines for new variants like Omicron. Future studies should eval-
uate the durability of the vaccine-induced immune response and the
efficacy of personalized vaccine regimens.
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La lucha contra la pandemia de COVID-19 ha dependido en gran medida de nuestra
capacidad para comprender y fortalecer la respuesta inmune al SARS-CoV-2. Esto ha sido
especialmente importante para proteger a las poblaciones mas vulnerables, incluidas
personas con sistemas inmunoldgicos debilitados, como los pacientes oncoldgicos, las
personas con VIH (PVIH) y las mujeres embarazadas. El estudio de la respuesta inmune
permite desarrollar estrategias de vacunacién mas eficientes y adaptadas, asegurando
una proteccién mas amplia y duradera. Ademads, comprender la respuesta inmune
frente a las variantes virales es crucial para ajustar las intervenciones sanitarias y

mantener la eficacia de las vacunas.

5.1. Respuesta inmune en poblaciones vulnerables

Desde el inicio de la crisis sanitaria, se ha observado que las personas con sistemas
inmunes comprometidos o condiciones médicas subyacentes tienen un mayor riesgo de
desarrollar formas graves de la enfermedad (209). Ademas, la afectacién del sistema
inmune en estas poblaciones ha planteado dudas sobre su capacidad para generar una
respuesta humoral adecuada contra el SARS-CoV-2. Esto es relevante, ya que altos
titulos de anticuerpos contra la proteina S del SARS-CoV-2 (Abs anti-SARS-CoV-2 S) se

correlacionan con la neutralizacién del virus y la proteccién (210).

Los cambios fisioldgicos, mecanicos e inmunolégicos que experimentan las mujeres
durante el embarazo hacen a esta poblacién mas vulnerable a la infeccidon por SARS-
CoV-2 y a desarrollar formas mas graves de la enfermedad (211). Estos cambios, como
la reduccidn de células B, son necesarios para el desarrollo del feto, ya que evitan la
produccién de anticuerpos contra antigenos paternos y previenen el rechazo. Sin
embargo, también pueden debilitar la capacidad del sistema inmune materno para

combatir infecciones virales (138, 139).

Estudios previos han demostrado que las PVIH suelen tener una respuesta de
anticuerpos reducida ante infecciones virales y vacunas debido al deterioro del sistema

inmunolégico provocado por la infeccion por VIH (170, 212, 213).

Los pacientes con cancer tienen un mayor riesgo de infeccién por SARS-CoV-2 vy

complicaciones relacionadas. Esto se debe a la inmunodeficiencia sistémica causada
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principalmente por los tratamientos que reciben (175). La inmunosupresién en estos
pacientes puede comprometer la capacidad del organismo para responder a la infeccién

o la vacunacion contra la COVID-19.

Comprender y reforzar la respuesta inmune en las poblaciones vulnerables es
fundamental para mejorar el manejo y tratamiento de estos pacientes. La accidn
coordinada de las respuestas humoral y celular es esencial para controlar la infeccién y
modular su gravedad (214). El rapido desarrollo de diversas vacunas contra la COVID-19
ha sido vital para fortalecer la respuesta inmunitaria y reducir el riesgo de enfermedad
grave o mortalidad, especialmente en las poblaciones vulnerables (214, 215). Sin
embargo, aunque las vacunas contra la COVID-19 son efectivas contra la cepa original
del SARS-CoV-2, lo son menos contra la variante Omicron. Esto ocurre tanto en la
poblacién general como en las poblaciones de riesgo. La variante Omicron presenta
numerosos cambios de aminodcidos en la proteina S, lo que le permite evadir la

respuesta humoral, reduciéndose la proteccion de la vacuna frente a esta variante (216).

Al comparar las poblaciones estudiadas en este trabajo, se han identificado varios
aspectos comunes relacionados con la respuesta inmune inducida tanto por la infeccidn
por SARS-CoV-2 como por la vacuna contra la COVID-19, que serdn discutidos con mayor

detalle a continuacion.

5.2. Respuesta inmune humoral frente a la infeccidon por SARS-

CoV-2

5.2.1. Mujeres embarazadas

Tras la infeccidn por SARS-CoV-2, se detectaron niveles elevados de Abs anti-SARS-CoV-
2 S en el suero y la leche de mujeres embarazadas. Sin embargo, un informe reciente
sugiere que estos niveles podrian ser mas bajos que en mujeres no embarazadas (217),

aunque otros estudios no han confirmado este resultado (218).

En linea con hallazgos previos, en nuestro estudio observamos que los niveles de Abs
anti-SARS-CoV-2 S eran mas altos en mujeres sintomdticas que en asintomaticas, lo que

indica una correlacion entre la gravedad de la COVID-19 vy los titulos de anticuerpos (219,
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220). Ademads, observamos una correlacién positiva entre los titulos de anticuerpos
determinados por ELISA y su capacidad para inhibir la unién de la proteina S a su
receptor ACE2. Esta correlacién positiva fue mucho mejor después de seis meses de
seguimiento que al inicio, lo que indica una maduracidn de la afinidad de los anticuerpos
durante este periodo. En linea con nuestros resultados, otros estudios has mostrado que
los titulos de Abs anti-SARS-CoV-2 S, especialmente contra el sitio de unién al receptor,

se correlacionan con los titulos de neutralizacién (97, 221, 222).

La proteccidn neonatal contra las infecciones depende de los anticuerpos IgG adquiridos
de la madre a través de la placenta. Se observd que la proporcién media de IgG anti-
SARS-CoV-2 S entre el suero del cordéon umbilical y el suero materno fue de 1,4, lo que
indica una transferencia transplacentaria eficiente de esos anticuerpos. Esto estd en
linea con informes previos sobre el SARS-CoV-2 y otros patdgenos (218, 223-226). La
proporcién de transferencia aumenta con el tiempo transcurrido entre la infeccién
materna y el parto, independientemente de la gravedad de la enfermedad (225). No
obstante, algunos estudios han mostrado una transferencia transplacentaria ineficiente
de anticuerpos especificos para el SARS-CoV-2 (145, 218, 227), posiblemente debido a
alteraciones en la glicosilacion de la regidn Fc de los anticuerpos causada por la infeccion
del SARS-CoV-2. Sin embargo, este efecto se observé cuando la infeccidn por SARS-CoV-
2 se produjo en el tercer trimestre, pero no en el segundo, lo que sugiere que las
alteraciones de la glicosilacion en los anticuerpos especificos anti-SARS-COV-2 se
normalizan a lo largo del tiempo de infeccién (218). Aunque la mayoria de las madres en
nuestro estudio fueron diagnosticadas con SARS-CoV-2 en el tercer trimestre, no
podemos determinar con precision cuando se infectaron. A pesar de esto, observamos
que la mayoria de las madres con niveles muy bajos de anticuerpos fueron
diagnosticadas cerca del parto (<30 dias), lo que resultd en que no se detectaran IgG
anti-SARS-CoV-2 S en el cordén umbilical de 13 de los 15 bebés nacidos de estas madres.
Por tanto, mas que la prematuridad o el transporte transplacentario disfuncional, los
bajos niveles de IgG anti-SARS-CoV-2 S en el suero materno parecen ser la causa de la
no deteccion de anticuerpos en sus bebés. Ademas, otros factores, como la etnia y las
comorbilidades acompafantes, pueden afectar la transferencia transplacentaria de

anticuerpos (145). Estos hallazgos contradictorios generaron dudas sobre la eficacia de
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la vacunacion durante el embarazo, aunque estudios recientes indican una transferencia
transplacentaria eficiente de 1gG después de la vacunaciéon contra el SARS-CoV-2 (228,

229).

La IgM no puede atravesar la placenta, y su presencia en la sangre del cordéon umbilical
generalmente indica infecciones fetales (227, 230). No obstante, la deteccion de IgM en
el cordon umbilical no implica necesariamente una infeccidn intrauterina, ya que puede
deberse a errores en los ensayos, contaminacion de la muestra o aumento de la
permeabilidad de la barrera sincitio-trofobldstica por la inflamacién inducida por la
infeccion (231). En algunos casos, se han detectado bajos niveles de IgM en el cordén
umbilical sin presencia de infeccién fetal (225, 227, 232, 233). En nuestro estudio, no
hubo concordancia entre una PCR positiva para SARS-CoV-2 en recién nacidos vy la
presencia de IgM anti-SARS-CoV-2 S en su cordén umbilical. Una interpretacién similar

puede aplicarse a la presencia de IgA anti-SARS-CoV-2 S en el cordén umbilical.

Los niveles de IgM anti-SARS-CoV-2 S alcanzan su punto maximo aproximadamente 14
dias después del inicio de los sintomas y luego disminuyen. Los titulos de IgG anti-SARS-
CoV-2 S alcanzan su maximo alrededor de los 21-28 dias y permanecen altos durante
varias semanas (92, 234-236). De acuerdo con esto, observamos que los niveles de IgM
anti-SARS-CoV-2 S en el suero materno disminuyeron casi hasta niveles indetectables en
la mayoria de los casos a los seis meses después del parto, mientras que los niveles de
IgG e IgA se mantuvieron altos. Por el contrario, los anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 S
disminuyeron significativamente en los nifios, seis meses después del parto, lo que
concuerda con informes previos (237, 238). Esto indica que la posible proteccion

mediada por IgG en los recién nacidos es limitada en el tiempo.

Los anticuerpos presentes en la leche materna también pueden proteger a los bebés de
infecciones a través de la lactancia. La IgA secretora (slgA) deriva principalmente del
tejido linfoide asociado al intestino y se secreta activamente en la leche a través del
receptor de inmunoglobulina polimérica (239). Nuestro estudio reveld altos titulos de
Abs anti-SARS-CoV-2 S en la mayoria de las muestras de leche materna, principalmente
IgA, que se correlacionaron con la inhibicion de la unién de la proteina S a ACE2,

indicando actividad neutralizante. También se ha descrito una fuerte respuesta
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neutralizante de sIgA contra la proteina S del SARS-CoV-2 en la leche de mujeres
infectadas (144, 240, 241). Estos resultados respaldan la importancia de la lactancia
materna en madres infectadas por el SARS-CoV-2 como una medida para proteger a los

lactantes contra la COVID-19.

5.2.2. Personas con VIH

Tras la infeccién por SARS-CoV-2, encontramos niveles comparables de Abs anti-SARS-
CoV-2 S entre las PVIH bajo terapia antirretroviral efectiva y los personas no infectadas
por el VIH, lo que coincide con los resultados obtenidos en estudios previos (172, 242).
Sin embargo, otros estudios, como el de Spinelli et al. (243), informaron de titulos mas
bajos de anticuerpos neutralizantes contra el SARS-CoV-2 en PVIH en comparacién con
individuos no infectados por el VIH. Esas discrepancias podrian explicarse por las
diferencias en las caracteristicas de las cohortes de estudio (tamafio de la muestra,
etnia, edad, sexo, gravedad de la COVID-19, porcentaje de personas con cargas virales
no suprimidas, entre otras), el disefio del estudio o los métodos empleados para la
caracterizacidon de anticuerpos. Es de destacar que el tamafio muestral de nuestro
estudio es tres veces mayor que el de Spinelli et al. Ademas, |a supresién efectiva de la
replicacion del VIH parece ser crucial para desarrollar una respuesta inmune humoral
adecuada. En nuestro estudio, casi todas las PVIH estaban recibiendo terapia
antirretroviral, con buen control clinico, viroldgico e inmunoldgico, lo que puede haber
contribuido a los titulos similares de Abs anti-SARS-CoV-2 S entre las PVIH y los controles
sin VIH. Es mas, al analizar los titulos de anticuerpos y los porcentajes de inhibicidn de
la unidn S-ACE2 segun los estratos de recuento de células CD4(+) (<350, 350-500, >500
células/mm3), no encontramos diferencias significativas (datos no mostrados). Esto
indica que, incluso con diferentes niveles de inmunosupresidn, las PVIH pueden generar

una respuesta humoral comparable a la de individuos no infectados por el VIH.

En conclusidn, no se observaron diferencias en la respuesta inmune humoral, tanto en
términos cuantitativos como cualitativos, frente al SARS-CoV-2 entre las PVIH bien
controladas y los controles tras la recuperacion de la COVID-19. Este hallazgo sugiere
gue las PVIH no son una poblacién especialmente vulnerable a esta infeccidon y pueden

responder adecuadamente a la vacunacion.
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5.3. Respuesta inmune humoral frente a la vacunacion contra la

COVID-19

5.3.1. Mujeres embarazadas

Estudios recientes han mostrado que la vacunacién contra la COVID-19 en esta
poblacién induce niveles de 1gG anti-SARS-CoV-2 S aun mas altos que en la infeccién
natural, y que estos anticuerpos se transfieren eficientemente al feto (148, 244-246). Se
ha observado que las IgG anti-SARS-CoV-2 S correlacionan con la inhibicién de la
interaccion S-ACE2 y muestran actividad neutralizante (201, 229). Nuestro estudio
también demostrd una alta correlacién entre los titulos de IgG anti-SARS-CoV-2 Sy la
inhibicion de la interaccidn S-ACE2, tanto en madres como en lactantes al momento del
partoy 2-3 meses después del mismo. Estos resultados respaldan la observacion de que
la vacunacion contra la COVID-19 durante el embarazo protege tanto a madres como a
lactantes contra infecciones graves (247, 248). Ademas, las infecciones observadas en
madres y lactantes 2-3 meses después del parto, durante el periodo en el que la variante
Omicron circulaba por el pais, fueron asintomaticas o leves (datos no mostrados). Esto
sugiere que la vacuna confiere proteccién, al menos contra enfermedades graves,

después de la infeccion con esta variante.

En nuestro estudio, se observé una mediana de la proporcidn de transferencia de IgG
anti-SARS-CoV-2 S al feto de aproximadamente tres, superior a la observada tras la
infeccion por SARS-CoV-2 (201). Debido a la eficiente transferencia transplacentaria, los
niveles de IgG anti-SARS-CoV-2 S en lactantes se correlacionaron estrechamente con los
niveles de anticuerpos maternos, como se ha observado previamente tras la infeccién

por SARS-CoV-2 (145, 225, 249) y la vacunacion (250-252).

No obstante, a pesar de que las madres mantuvieron altos titulos de IgG anti-SARS-CoV-
2 S 2-3 meses después del parto, los niveles medios de estos anticuerpos en los lactantes
disminuyeron seis veces, sugiriendo que los lactantes pueden volverse mas vulnerables
a la infeccion por SARS-CoV-2 después de este periodo (253). Consecuentemente, Burns
et al. (253) informaron que la proteccién mediada por IgG anti-SARS-CoV-2 S se perdid

completamente en lactantes a los seis meses de edad. Ademas, aunque las madres
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mantenian altos niveles de 1gG anti-SARS-CoV-2 S 2-3 meses después del parto, la
efectividad de la vacuna disminuyd a los 5-6 meses después de la segunda dosis,

subrayando la necesidad de una dosis de refuerzo (254).

Dado que los niveles mas altos de IgG anti-SARS-CoV-2 S al nacer se correlacionan con
periodos mas largos libres de infeccidn en los lactantes (253), es esencial desarrollar un
calendario de vacunacién optimizado para aumentar los niveles de estos anticuerpos en
mujeres embarazadas y recién nacidos. Algunos estudios indican que la mayoria de las
IgG anti-SARS-CoV-2 S maternas se transfieren al feto durante las ultimas cuatro
semanas del embarazo (246, 255). Estos hallazgos concuerdan con nuestros resultados,
que muestra niveles mas altos de anticuerpos en recién nacidos de madres vacunadas
durante el ultimo trimestre del embarazo. Por tanto, la optimizacidn de los calendarios
de vacunacién, considerando el nimero de dosis y el momento de administracion,
especialmente en el Ultimo trimestre de embarazo, puede aumentar los niveles de
anticuerpos adquiridos por los lactantes, como se observo en nuestro estudio y en otros
(244, 246, 251, 256, 257). La vacunacion debe realizarse incluso después de la infeccién
por SARS-CoV-2, ya que la estimulacion inmune combinada (inmunizacién hibrida)
conduce a un aumento en los titulos de IgG anti-SARS-CoV-2 S, como se observd en

nuestro estudio y en otros (256, 258, 259).

5.3.2. Personas con VIH

Tras la vacunacion contra la COVID-19, se observd una respuesta humoral robusta en
PVIH. Los valores de GMFR fueron =8 tras la segunda dosis y 24 tras la dosis de refuerzo,
indicando una fuerte inmunogenicidad. Estos resultados coinciden con estudios previos
gue muestran una fuerte respuesta humoral después de la segunda y tercera dosis de la
vacuna contra la COVID-19 (260). Nuestros datos subrayan los beneficios potenciales de
la vacunacion contra la COVID-19 en la proteccién de las PVIH frente a la infeccién por

SARS-CoV-2.

Los niveles de IgG anti-SARS-CoV-2 S y la capacidad de estos anticuerpos para inhibir la
interaccion S-ACE2 fueron similares entre las PVIH y el grupo control sin infeccién por
VIH, tras la segunda dosis y la dosis de refuerzo. Estos resultados son consistentes con

investigaciones anteriores que también han reportado una respuesta inmune humoral
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comparable entre las PVIH y los controles sin VIH tras la vacunacién contra la COVID-19
con vacunas de ARNm (261-263). Cabe destacar que, en estos estudios, las PVIH estaban
bajo tratamiento antirretroviral, con cargas virales de VIH suprimidas y recuentos
basales de CD4(+) mas altos en comparacién con estudios que reportan respuestas de
IgG disminuidas en las PVIH en relacidon con grupos control (263, 264). En nuestro
estudio, los pacientes estaban bajo tratamiento antirretroviral, con una mediana de
recuento de CD4(+) <300 células/mm3 y el 31,6% tenia un recuento de CD4(+) <200
células/mm3. A pesar de esto, nuestro estudio también encontrd una respuesta inmune

robusta a la vacuna contra la COVID-19 en PVIH.

5.3.3. Pacientes oncoldgicos

La respuesta humoral tras la segunda dosis de la vacuna fue significativamente mas débil
en los pacientes con tratamiento oncolégico inmunosupresor (TO-IS) en comparacion
con los pacientes sin TO-IS. Esto sugiere que los tratamientos inmunosupresores pueden
reducir la efectividad de la vacuna en inducir una respuesta inmune adecuada. Sin
embargo, la respuesta humoral en pacientes TO-IS mejord significativamente tras la
dosis de refuerzo de la vacuna, alinedndola con la del grupo sin TO-IS. Nuestros
resultados son consistentes con estudios anteriores que informaron de una respuesta
humoral reducida en pacientes sometidos a TO-IS tras dos dosis de la vacuna contra la
COVID-19 (265-269). Esta respuesta mejora con una dosis de refuerzo (270-276) y dura
al menos 6 meses (276). Por lo tanto, para los pacientes con cancer bajo tratamiento
oncolégico inmunosupresor, una dosis de refuerzo es crucial para una inmunizacién
adecuada. Estos hallazgos sugieren la necesidad de revisar las estrategias de vacunacién

para incluir dosis adicionales para esta poblacién vulnerable.

5.4. Respuesta inmune humoral frente a las variantes del SARS-

CoV-2 tras la vacunacion contra la COVID-19: Omicron

Desde su aparicidn, el SARS-CoV-2 ha experimentado multiples mutaciones, dando lugar
a varias variantes de interés (VOI) y variantes de preocupacion (VOC) que han impactado
la dinamica de la pandemia de la COVID-19. Estas variantes pueden diferir

significativamente en su capacidad de transmisidén, severidad de la enfermedad y
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capacidad para evadir lainmunidad inducida por infecciones previas o vacunacién. Entre
las variantes mas notables se encuentra Omicron, por su alto niimero de mutaciones en

la proteina S y su capacidad para evadir el sistema inmune.

5.4.1. Mujeres embarazadas

En esta poblacién observamos niveles de IgG anti-SARS-CoV-2 S significativamente mas
bajos contra la variante Omicron en comparacién con el linaje B.1. El alto nimero de
mutaciones en la proteina S de Omicron podria explicar los niveles més bajos de
anticuerpos que reconocen esta variante y su resistencia a la neutralizacion por
anticuerpos inducidos por vacunas contra la COVID-19 desarrolladas a partir de la cepa
original de Wuhan (280). La menor proteccién humoral frente a nuevas variantes no
completamente cubiertas por la vacuna actual puede aumentar la vulnerabilidad a la
infeccidn por SARS-CoV-2, especialmente en lactantes. A este respecto, Burns et al. (253)
observaron un aumento brusco de casos de infeccién en lactantes durante la
propagacién de la variante Omicron. Otros estudios también encontraron titulos de
anticuerpos neutralizantes reducidos contra la variante Delta en mujeres vacunadas y

en el suero de sus recién nacidos (246, 281).

5.4.2. Personas con VIH

Tras la segunda dosis de vacuna, los niveles de IgG contra Omicron y la inhibicién de la
interaccidon S-ACE2 fueron significativamente mas bajos en comparacién con los del
linaje B.1. Sin embargo, la respuesta a Omicron mejord significativamente en ambos
grupos tras la administraciéon de una dosis de refuerzo. Las diferencias significativas
entre el linaje B.1 y la variante Omicron solo se observaron en la inhibicién de la
interaccidon S-ACE2 en PVIH tras la dosis de refuerzo. A pesar de esta diferencia, la tasa
de no respondedores de PVIH en la inhibicion de la interaccion S-ACE2 (AUC=0) no fue
significativamente diferente entre el linaje B.1y la variante Omicron después de la dosis
de refuerzo. En consonancia con estas observaciones, estudios previos han mostrado
que, a pesar de la evasién inmune de la variante Omicron a las vacunas contra la COVID-
19, las dosis de refuerzo son criticas para aumentar la eficacia de la respuesta inmune

(282, 283).

145



Discusion

5.4.3. Pacientes oncoldgicos

Después de la segunda dosis y la dosis de refuerzo, tanto los pacientes bajo tratamiento
inmunosupresor como sin TO-IS mostraron respuestas mas débiles contra la variante
Omicron en comparacién con el linaje B.1. Datos previos destacaron la importancia de
las dosis de refuerzo para alcanzar niveles adecuados de anticuerpos neutralizantes
contra Omicron (284). Nuestros hallazgos respaldan estos resultados, ya que no
observamos diferencias significativas en las tasas de no-respondedores para la
inhibicion de la interaccién S-ACE2 entre el linaje B.1 y Omicron después de la dosis de
refuerzo en ambos grupos, con TO-IS y sin TO-IS. Estos resultados subrayan la
importancia de las dosis de refuerzo para mantener la proteccién contra Omicron, a
pesar de su evasion parcial de la respuesta inmune provocada por la serie de vacunacién
inicial.

Por otro lado, la vacuna bivalente contra la COVID-19, introducida después de que se
cerrara el periodo de inscripcién de nuestros estudios, ha mostrado una mejor
neutralizacién frente a las subvariantes de Omicron (285). Por lo tanto, es esencial

monitorizar las variantes y mantener actualizadas las formulaciones de las vacunas en

funcidn de las variantes circulantes.

5.5. Respuesta inmune de células T frente a la vacunacion contra

la COVID-19

En el caso de los pacientes oncolégicos también se estudio la respuesta celular (células
T) tras la vacunacién contra la COVID-19. La respuesta inmune celular puede
desempeiiar un papel crucial en la prevencion de la COVID-19 grave (286). Estudios
previos muestran que los individuos vacunados generan respuesta de células T contra
epitopos conservados en una amplia gama de variantes (123). En nuestro estudio, la
respuesta de células T antigeno-especificas después de la segunda dosis de la vacuna
contra la COVID-19 no mostrd diferencias significativas entre pacientes con y sin TO-IS.
Estos resultados son consistentes con estudios previos que indican que el TO-IS

deteriora las respuestas de anticuerpos, pero no afecta significativamente a la respuesta
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celular (275, 287). Sin embargo, a pesar de esta respuesta de células T, los pacientes con

TO-IS tienen mayor morbilidad y mortalidad que la poblacién general (288).

Nuestros resultados también mostraron una respuesta celular contra la variante
Omicron similar en magnitud a la respuesta contra el linaje B.1. Esto subraya los
importantes beneficios de la vacunacién, particularmente para los pacientes con

inmunidad humoral comprometida.

5.6. Sinopsis

La respuesta inmune desempefia un papel esencial en la defensa contra el SARS-CoV-2,
ya sea inducida por la infeccidén natural o la vacunacion contra la COVID-19. Sin embargo,
en ciertas poblaciones vulnerables, esta respuesta puede ser menos efectiva,

aumentando el riesgo de infeccion, complicaciones graves y mortalidad.

La presente tesis doctoral ha explorado la respuesta inmune adaptativa al SARS-CoV-2
en tres poblaciones de riesgo: mujeres embarazadas y sus bebés, personas con VIH
(PVIH) y pacientes oncoldgicos. Se han analizado las respuestas inmunes inducidas tanto
por la infeccién natural como por la vacunacion contra la COVID-19, proporcionando una
vision integral de cdmo estas poblaciones responden a la amenaza del SARS-CoV-2 vy las

variantes emergentes. (Figura 16).
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Figura 16. Representacidon esquematica de los resultados obtenidos en nuestros estudios.
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Los estudios en mujeres embarazadas han demostrado que tanto la infeccion por SARS-
CoV-2 como la vacunacidn inducen una respuesta humoral significativa. Las mujeres
embarazadas que contraen COVID-19 desarrollan anticuerpos que se transfieren
eficientemente al feto, lo que sugiere una proteccién neonatal. Sin embargo, se ha
observado que los niveles de anticuerpos en los recién nacidos disminuyen con el
tiempo, lo que sugiere la necesidad de estrategias de vacunacion infantil para mantener
la protecciéon. Ademas, la respuesta humoral a variantes como Omicron es mas débil en
comparacion con la cepa original, lo que subraya la necesidad de actualizar las

formulaciones de las vacunas.

Las PVIH bajo terapia antirretroviral efectiva pueden desarrollar una respuesta humoral
robusta tanto a la infeccién por SARS-CoV-2 como a la vacunacién. Los niveles de
anticuerpos y la capacidad de inhibicidn de la unidon S-ACE2 en PVIH son comparables a
los de individuos no infectados por el VIH. Sin embargo, la vacunacién en PVIH requiere
consideraciones especiales, como la administracién de dosis de refuerzo para mantener

niveles adecuados de anticuerpos, especialmente frente a variantes como Omicron.

Los pacientes con cancer, especialmente aquellos bajo tratamiento inmunosupresor,
presentan una respuesta humoral mas débil a la vacuna contra la COVID-19. Sin
embargo, las dosis de refuerzo pueden mejorar significativamente esta respuesta,
alinedndola con la de pacientes sin tratamientos inmunosupresores. La respuesta celular
frente al SARS-CoV-2 se mantiene relativamente intacta en estos pacientes, lo que

proporciona una linea adicional de defensa.

En resumen, la investigacion sobre la respuesta inmune al SARS-CoV-2 en poblaciones
vulnerables es crucial para desarrollar estrategias de vacunacién efectivas y garantizar
la proteccion de estas poblaciones frente al COVID-19. Es esencial continuar con la
vigilancia epidemioldgica y la investigacion para adaptar las vacunas y las estrategias de
vacunacion a las necesidades especificas de diferentes grupos de poblacién y a la

evolucién del virus.
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5.7. Limitaciones de la investigacion

En lineas generales, los estudios incluidos en esta memoria tienen varias limitaciones

que se detallan a continuacién:

1. Tamafo muestral reducido, lo que reduce la potencia estadistica y aumenta el
riesgo de resultados falsos positivos. Una muestra de mayor tamano podria
proporcionar una descripcidn mas precisa de algunos subgrupos de pacientes.

2. El disefio observacional puede introduce sesgos inherentes a este tipo de
estudios, algunos de los cuales han podido ser controlados ajustando los andlisis
de regresidn por las principales caracteristicas epidemioldgicas y clinicas.

3. En los estudios prospectivos, el seguimiento se limitd a varias semanas/meses,
faltando datos sobre la evolucion de la respuesta humoral y celular a largo plazo.
Ademas, hubo pérdida inevitable de algunos pacientes durante el seguimiento.

4. No se evalud la proteccidn real frente al SARS-CoV-2 en las cohortes estudiadas.
Solo se midieron los niveles de anticuerpos neutralizantes, pero no las tasas de
infecciones, complicaciones o muertes evitadas.

5. En algunos pacientes, no encontramos respuesta inmune a la vacuna contra la
COVID-19, posiblemente debido a la falta de sensibilidad de la prueba utilizada.
Un ensayo mas sensible podria haber detectado la respuesta inmune buscada.

6. En algunos casos faltaron grupos de control adecuados, como mujeres no

embarazadas o controles sanos.
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Conclusiones

Poblacion 1: Mujeres embarazadas y sus bebés

Articulo 1

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Se encontraron altos niveles de anticuerpos contra la proteina de S del SARS-CoV-2
en la mayoria de las mujeres embarazadas al momento del parto.

Se observé una transferencia eficiente de anticuerpos IgG de las madres a la sangre
del cordén umbilical, lo que sugiere una inmunizacién pasiva de los recién nacidos
contra el SARS-CoV-2.

Los altos niveles de IgA en la leche materna podrian proporcionar proteccién
adicional a los bebés a través de la lactancia.

Las mujeres sintomaticas presentaron titulos de anticuerpos mas altos en
comparacion con las asintomaticas.

A los seis meses después del parto, los niveles de IgG en el suero de las madres
permanecieron altos, mientras que los niveles de IgG en el suero de los nifios
disminuyeron significativamente.

Los titulos de anticuerpos se correlacionaron positivamente con su capacidad para
inhibir la interaccidn entre el receptor ACE2 y la proteina S, lo que indica actividad

neutralizante.

Articulo 2

1)

2)

3)

Las vacunas de ARNm contra la COVID-19 generan altos niveles de anticuerpos
contra la proteina S del SARS-CoV-2 en mujeres embarazadas. Estos anticuerpos se
transfieren eficazmente al feto e inhiben la interaccién entre ACE2 y la proteina S.
Aunque los niveles de anticuerpos se mantienen altos en las madres 2-3 meses
después del parto, disminuyen significativamente en los lactantes durante el mismo
periodo. Esta disminucién sugiere que los lactantes pueden volverse mas
vulnerables a la infeccidén por SARS-CoV-2 a medida que disminuyen los anticuerpos
maternos.

Un historial de infeccion previa por SARS-CoV-2 y la vacunacion contra la COVID-19
cerca del momento del parto influyen positivamente en los niveles de anticuerpos

contra la proteina S del SARS-CoV-2. Factores como el nimero de dosis, el periodo
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4)

5)

de administracion, la infeccion previa y las variantes circulantes deben considerarse
cuidadosamente al disefiar los calendarios de inmunizacién.

El estudio encontrd niveles significativamente mas bajos de anticuerpos contra la
variante Omicron en comparacién con el linaje B.1. Esto probablemente se deba al
alto nimero de mutaciones en la proteina S de Omicron, que reduce el
reconocimiento y la neutralizacidon por parte de los anticuerpos inducidos por la
vacuna.

La disminucién de la inmunidad contra nuevas variantes no completamente
cubiertas por la vacuna subraya la importancia de actualizar las formulaciones de las

vacunas para que coincidan con las variantes circulantes.

Estas conclusiones destacan la efectividad de las vacunas de ARNm contra la COVID-19

en

la generacion de anticuerpos protectores en mujeres embarazadas y sus recién

nacidos. Ademas, sefialan la necesidad de monitoreo continuo y actualizacién de las

formulaciones de vacunas para abordar las variantes emergentes.

Poblacion 2: Personas con VIH

Articulo 3

1)

El articulo concluye que no existen diferencias significativas en la respuesta humoral
especifica contra el SARS-CoV-2 entre personas con VIH (PVIH) y personas no
infectadas por el VIH tras la recuperacion de la COVID-19. Esto sugiere que las PVIH
no estan en mayor riesgo de infeccidn grave por COVID-19 y pueden responder bien

a la vacunacion contra el SARS-CoV-2.

Articulo 4

1)

2)
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Las PVIH generaron una fuerte respuesta humoral a la vacuna contra la COVID-19
tanto contra el linaje B.1 como contra la variante Omicron. Esta respuesta fue
comparable a la de las personas sin infeccién por VIH.

La vacuna generd una respuesta humoral significativamente mas débil contra la
variante Omicron en comparacién con el linaje B.1 en ambos grupos. Sin embargo,

esta respuesta mejord después de la dosis de refuerzo.



Conclusiones

Nuestros datos sugieren la necesidad de dosis de refuerzo para mejorar la
inmunogenicidad y actualizar las vacunas COVID-19 para nuevas variantes como

Omicron.

Poblacidon 3: Pacientes oncoldgicos

Articulo 5

1) Los pacientes con cancer en tratamiento oncoldgico mostraron una respuesta
humoral significativamente mas débil contra el linaje B.1 y la variante Omicron en
comparacion con aquellos que no recibieron tratamiento.

2) Ladosis de refuerzo mejord significativamente la respuesta humoral en el grupo bajo
tratamiento oncolégico, haciéndola comparable al grupo sin tratamiento.

3) La vacuna provocé una respuesta humoral mas débil contra la variante Omicron en
comparacion con el linaje B.1, independientemente del tratamiento oncolégico o la
dosis de la vacuna.

4) La respuesta de las células T contra el SARS-CoV-2, incluida la variante Omicron, se
indujo eficazmente después de la segunda dosis de la vacuna y no se vio

significativamente afectada por los tratamientos oncolégicos.

Los pacientes con cancer, especialmente aquellos que reciben tratamientos oncolégicos
inmunosupresores, necesitan dosis de refuerzo y vacunas COVID-19 actualizadas para

combatir eficazmente nuevas variantes como Omicron.
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Figura 4. Esquema de la estructura del SARS-CoV-2.

Figura 5. Estructura del genoma del SARS-CoV-2. (A) Representacion de las
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Figura 10. Respuesta inmune en la infeccidon por SARS-CoV-2.

Figura 11. Representacidn de la cinética en la respuesta inmune desarrollada en COVID-
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Figura 14. Evolucidn clinica de la infeccion por el VIH en pacientes sin tratamiento.

Figura 15. Representacion esquematica del estado inmunosupresor en el ambiente
tumoral.

Figura 16. Representacién esquemadtica de los resultados obtenidos en nuestros
estudios.
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