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Este trabajo analizé la influencia de las enfermedades crénicas, la edad y la paridad, de
puérperas inmunizadas el esquema primario de la vacuna Abdala, sobre los titulos de
anticuerpos anti-RBD del SARS-CoV-2 en la leche materna que neutralizan la interaccion
RBD-ACE2. Se realiz6 un estudio observacional analitico unicéntrico con muestras de

leche materna de 104 puérperas, organizadas en dos grupos: 5 y 9 semanas después de la
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primovacunacion con Abdala. Los titulos de anticuerpos anti-RBD IgA e 1gG se
determinaron mediante ELISA indirecto. La inhibicion de la interaccion RBD-ACE2 se
evaluo con un ensayo subrogado de neutralizacién. Los titulos neutralizantes obtenidos de
esta prueba se correlacionaron con la paridad y la edad de las participantes y con la
presencia de enfermedades crdnicas. La IgA anti-RBD predomind sobre el isotipo 1gG
hasta 9 semanas después de la primovacunacion. Los anticuerpos anti-RBD inhibieron la
interaccion RBD-ACE?2, de manera estable de 5 a 9 semanas post-vacunacion. Los titulos
de anticuerpos neutralizantes no correlacionaron con la edad de las participantes, pero
disminuyeron en las multiparas y en aquellas con al menos una enfermedad crénica no
transmisible. Este trabajo refiere, por primera vez, el efecto decreciente de las
enfermedades crénicas y la multiparidad sobre los titulos de anticuerpos neutralizantes anti-

SARS-CoV-2, generados en leche materna por una vacuna anti-COVID-19.

PALABRAS CLAVE: vacuna Abdala; leche materna; anticuerpos neutralizantes del

SARS-CoV-2; enfermedad crdnica no transmisible; paridad.
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CHRONIC DISEASES AND MULTIPARITY AFFECT THE NEUTRALIZING TITERS
ANTI-SARS-COV-2 GENERATED IN BREAST MILK BY PRIMOVACINATION
WITH ABDALA

ABSTRACT

This work analyzed the influence of chronic diseases, age and parity of puerperal women,
immunized with primary schedule of COVID-19 Abdala vaccine, on the SARS-CoV-2
RBD antibody titers that neutralize the RBD-ACE2 interaction. A single-center analytical
observational study was conducted with breast milk samples from 104 puerperal women,
organized into two groups: 5 and 9 weeks after Abdala primary schedule. IgA and IgG anti-
RBD antibody titers were determined by indirect ELISA. A surrogate virus neutralization
test evaluated the inhibition of the RBD-ACE2 interaction. The neutralizing antibody titers
were correlated with the age and the parity of participants, and were related with the
presence of chronic diseases. IgA anti-RBD antibodies predominated over 1gG isotype until
the ninth week after Abdala primary schedule. Anti-RBD antibodies inhibited the RBD-
ACE?2 interaction, in a stable manner from 5 to 9 weeks post-vaccination. The neutralizing
antibody titers did not correlate with the age of participants, but diminished in multiparous
and in those with at least one noncommunicable chronic disease. This is the first report of
the decreasing effect of chronic diseases and multiparity on the anti-SARS-CoV-2

neutralizing antibody titers, generated in breast milk by a COVID-19 vaccine.
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INTRODUCCION
El desarrollo de las vacunas anti-SARS-
CoV-2 comenz6 tan pronto se publico el
genoma del virus en enero de 2020.
Varios candidatos vacunales entraron en
ensayos clinicos y se aprobaron para uso
de emergencia en menos de 10 meses
desde el inicio de la pandemia de
COVID-19, un resultado sin precedentes
en la Vacunologia (1). Se utilizaron
diferentes plataformas tecnoldgicas para
desarrollar  inmun6genos seguros y
eficaces, como las vacunas
convencionales de virus completo, de
vectores virales 'y de

proteinas

recombinantes (2), asi como las de

ARNmM, nunca antes usadas para vacunas

humanas autorizadas (3).

En Cuba, el Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia desarroll6 la
vacuna de subunidad proteica Abdala,
que gener0 altos niveles séricos de
anticuerpos 1gG que reconocen el
dominio de union al receptor (RBD) y
neutralizan el SARS-CoV-2. Abdala
demostro su eficacia en la prevencion de
la COVID-19 sintomatica en las
poblaciones adulta (4) y pediatrica (5).
Esta vacuna se basa en el RBD
recombinante, con una secuencia que

comprende los residuos N331-K529 de la
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proteina de pico de la cepa Wuhan-Hu-1
del SARS-CoV-2 (NCBI Acc. No.
YP_009724390), expresada en Pichia
pastoris. El correcto plegamiento de la
secuencia se confirmé mediante ensayos
de resonancia de plasmén de superficie
(6), que demostraron su capacidad de
uniéon al receptor celular, la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2),
con una afinidad similar a la descrita para
esta interaccion (7). Es un requisito
necesario para generar anticuerpos
neutralizantes que bloqueen la entrada del
SARS-CoV-2 a la célula, inhibiendo la

interaccion RBD-ACE?2.

Abdala se presenta en forma de
suspension, con 50 pg de antigeno
adyuvado con hidroxido de aluminio. Su

esquema primario es de tres dosis de 0,5
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mL cada una, con intervalos de 14 dias
(4). Dicho esquema genera en leche
materna una respuesta inmune especifica
contra el RBD-Wuhan-Hu-1, con
actividad neutralizante de la interaccion
RBD-ACE2 similar a la generada por la
infeccion por COVID-19 (8). También se
ha descrito que la presencia de
enfermedades crénicas no transmisibles
(ECNT) y la multiparidad en las madres
vacunadas con Abdala reducen los niveles
de anticuerpos anti-RBD en la leche
materna (9), pero no se conoce si la
actividad neutralizante de los anticuerpos

puede ser afectada por estas u otras

caracteristicas de la madre lactante.

El objetivo de este trabajo fue estimar,
mediante titulacion, los niveles de

anticuerpos IgA e I1gG anti-RBD del
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SARS-CoV-2 en la leche materna de
puérperas inmunizadas con el esquema
primario de Abdala, y analizar la
influencia de las ECNT, la edad y la
paridad de las puérperas, sobre los titulos
neutralizantes de estos anticuerpos,
evaluados mediante un ensayo subrogado

de neutralizacion.

MATERIAL Y METODOS
Participantes del estudio

Se realizd un estudio observacional
analitico  unicéntrico con  muestras
independientes de  leche  materna
colectadas de puérperas vacunadas con
Abdala, organizadas en dos grupos: 5y 9
semanas después del esquema primario.
Todas estuvieron ingresadas en el

Servicio de Neonatologia del Hospital

General de Sancti Spiritus, Cuba, entre el
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30 de septiembre y el 26 de noviembre de
2021. El estudio se aprobo por el acuerdo
144/2021 del Comité de Etica del referido

hospital.

Las caracteristicas de las participantes se
recopilaron mediante cuestionario. La
distribucion por grupos asumid los

siguientes criterios de inclusion:

Grupo |: Puérperas que estuvieran en la
quinta semana despues de la tercera dosis
de Abdala, y refirieran no haberse
infectado con SARS-CoV-2.

Grupo IlI: Puérperas que estuvieran en la
novena semana después de la tercera
dosis de Abdala, y refirieran no haberse

infectado con SARS-CoV-2.
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Control  negativo: Puérperas  no
vacunadas, que refirieran no haberse

infectado con SARS-CoV-2.

Colecta y procesamiento de las
muestras de leche materna

La leche materna se extrajo manualmente
hacia recipientes estériles, desechando las
primeras 4-5 gotas. Las muestras
colectadas se centrifugaron a 1300 rpm
durante 15 minutos a 4°C. La fase acuosa
se separ0 de la capa grasa con una
micropipeta con punta amarilla y se

conservo en alicuotas de 50 uL a -20°C.

Titulacion de anticuerpos IgA e IgG
anti-RBD

Se recubrieron placas de 96 pocillos de
poliestireno de alta union Costar® 3590

con 100 pl/pocillo de 10 pg/ml del RBD-
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Wuhan-Hu-1 recombinante, expresado en
Pichia pastoris (CIGB Habana, Cuba),
diluido en 0,05 M de tampdn carbonato-
bicarbonato de sodio; pH 9,8. Las placas
se incubaron 2 h a 37 °C y luego se
lavaron tres veces con 0,1 % de Tween-
20 en solucion salina tamponada con
fosfato (PBS). El blogueo se realiz6 con
370 pl/pocillo de PBS con albumina
sérica bovina (3%), 1 h a 37°C, con un
lavado posterior. Con las muestras de
leche materna se hicieron curvas de
titulacion. Para ello se diluyeron en serie
ocho veces, de 1:100 a 1:12800 con 2
como factor de dilucion, usando PBS con
albumina sérica bovina al 1% (tampdn
DB). Cada curva de titulacion se coloco
por duplicado en la placa. Del control
negativo, diluido 1:100, se pusieron 4

réplicas. DB fue el blanco del ensayo. Las
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placas estuvieron 1 h a 37°C y luego se
lavaron 3 veces. Los anticuerpos anti-
RBD IgA e IgG se detectaron con IgA e
IgG antihumanas conjugadas a peroxidasa
de rébano picante, respectivamente,
diluidas 1:4000 con DBy se incubaron en
las placas 1 h a 37°C. Después de 3
lavados, se reveld el anticuerpo unido
utilizando 0,6 mg/ml de
ortofenilendiamina en tampon citrato (pH
5,0) con peroxido de hidrégeno al 0,015
%, 20 minutos en la oscuridad a (22-25)
°C. El &cido sulfurico 2,66 M detuvo la
reaccion. La absorbancia a 492 nm (A492
nm) se midi6 en un lector de placas
(Labsystems Multiskan Plus, Finlandia).

Los titulos de IgA e IgG anti-RBD se
calcularon  interpolando el  valor
duplicado del promedio A492nm del

control negativo en las curvas de
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titulaciéon de cada muestra (10), ajustadas
por una regresion logistica de cinco

parametros.

Ensayo subrogado de neutralizacion

Las placas Costar® 3590 se recubrieron
con 100 pl/pocillo de la proteina
recombinante hFc-ACE2 expresada en
HEK293T (Centro de Inmunologia
Molecular, La Habana, Cuba), a 5 pg/ml
en PBS, 3 h a 37°C. Después de un
lavado, las placas se bloguearon como se
describi6é en 2.3. Las muestras de leche
materna y el control negativo, en 8
diluciones seriadas con DB, de 114 a
1:65536 con 4 como factor de dilucion, se
pre-incubaron (v/v) en tubos eppendorf®
con el RBD-Wuhan-Hu-1 conjugado a
peroxidasa de rabano picante, diluido

1:16000 con DB, 1 h a 37°C. El
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conjugado, pre-incubado solo con DB, se
utiliz6 como control positivo de la
reaccion RBD-ACE?2. Las reacciones pre-
incubadas se afiadieron, 100 ul/pocillo, a
las placas recubiertas con hFc-ACE2 y
bloqueadas, y se dejaron 1 h a 37 °C.
Luego, las placas se lavaron 4 veces y se
mantuvieron 20 min en la oscuridad a
(22-25) °C con 100 pl/pocillo de 0,6
mg/ml de ortofenilendiamina en tampon
fosfato-citrato (fosfato 0,2 M, citrato 0,1
M, pH 5,0) y peroxido de hidrégeno al
0,006%. El &cido sulfarico 2,66 M detuvo

la reaccion y se ley6 la A492 nm.

El punto de corte (PC) del ensayo fue el
valor de A492nm por debajo del cual las
muestras se consideraron inhibidoras de
la reaccion RBD-ACE2. Se calculd

mediante la ecuacion:
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PC=m(A492nm)-t(0,99; 7 gL; wuna

cola)xDE

Donde: m (A492nm): media de ocho
valores de A492nm del control positivo;
gL: grados de libertad; DE: desviacién

estandar

Los titulos de anticuerpos neutralizantes
(TNat) de las muestras se determinaron
interpolando el PC en la curva de
titulacion de cada muestra. Las curvas se
ajustaron mediante una regresion logistica

de 5 parametros.

Evaluacion de la relacion de los TNat
con tres caracteristicas de las
participantes del estudio

Las tres caracteristicas relacionadas con

los TNat fueron la edad, la paridad al
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inicio de la vacunacién y la presencia o

no de ECNT.

Se usd una prueba de correlacion de los
TNat con las correspondientes edades de
las puérperas de cada grupo.

Para correlacionar los TNat y la paridad,
los grupos | y Il se organizaron en tres
subgrupos cada uno: nuliparas

(paridad=0), primiparas (paridad=1) y

multiparas (paridad >2).

La relacion de los TNat y la presencia o
no de ECNT en las participantes se
evalud, luego de organizar los grupos | y
Il en dos subgrupos cada uno: puérperas
con al menos una ECNT Yy puérperas sin
ECNT. No se hizo prueba de correlacion,
sino que se determinO por subgrupo el

nimero de muestras con TNat y su
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posicion en los siguientes rangos: TNat >
65536; 50000 < TNat < 65536; 20000 <
TNat < 50000; 10000 < TNat < 20000;

TNat < 10000.

Anélisis estadistico

Las curvas de titulacion se ajustaron con
el GraphPad Prism, version 8.0.2 para
Windows. El andlisis estadistico utilizé el
programa SPSS, version 15.1. Los titulos
de anticuerpos se normalizaron mediante
transformacion logaritmica. La prueba t
de muestras independientes compar6 los
titulos IgA e IgG anti-RBD en los grupos
I y Il. Se usé la prueba de Spearman para
las correlaciones. La fuerza de la
correlacion se definid segun la guia:
0,00< | r[<0,30, débil; 0,30<|r|<0,70,

moderado; 0,70§|r|§1,00, fuerte (11).
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La significancia estadistica se fijé en

p<0,05 para las pruebas aplicadas.

RESULTADOS

Un total de 147 puérperas aceptaron
participar en el estudio, pero se
excluyeron 43 de ellas: 27 por haber
estado enfermas de COVID-19 y 16 por
no estar dentro de los tiempos post-
vacunacion definidos para el andlisis.
seleccionaron 104

Finalmente se

participantes, 52 por cada grupo. Seis
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muestras de puérperas no vacunadas con
Abdala, y que refirieron no haberse
infectado con SARS-CoV-2, se utilizaron
como control negativo en los ensayos.
Las incluidas tenian edades comprendidas
entre 15 y 41 afios. La mayoria eran
nuliparas al inicio de la vacunacion.
Menos del 20% en cada grupo tenian al
menos una ECNT, y la hipertension
arterial y el asma fueron las mas

frecuentes (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas de las puérperas incluidas en el estudio

Caracteristicas Grupo | (n=52) Grupo Il (n=52)

Edad, mediana (RIC), afios 25 (22-30) 26,5 (20,5-32,5)

Condicion de salud

Sin ECNT, % 82,69 80,77

Con ECNT, % 17,31 19,23

ECNT detectadas, n

Hipertension arterial 4 4

Asma 3 2

Epilepsia 1 1

Hipotiroidismo 0 2

Diabetes mellitus tipo 1 0 0

Cardiopatia 1 0

Nefropatia 0 1

Paridad al inicio de la

vacunacion

Nuliparas, % 44,23 42,31

Primiparas, % 36,54 36,54

Multiparas, % 19,23 21,15
Grupo I: Puérperas vacunadas con tres tercera dosis, y refirieron no haberse
dosis de Abdala durante el embarazo, que infectado con SARS-CoV-2.
estaban en la quinta semana después de la Grupo IlI: Puérperas vacunadas con tres

dosis de Abdala durante el embarazo, que
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estaban en la novena semana después de
la tercera dosis, y refirieron no haberse
infectado con SARS-CoV-2.

Abreviaturas: RIC, rango intercuartilico;
ECNT, enfermedad cronica  no

transmisible

Los promedios de los titulos de
anticuerpos  IgA  anti-RBD  fueron
mayores que los de IgG en los dos
momentos  post-vacunacion, pero el
comportamiento de los titulos de cada
isotipo en el tiempo tuvo tendencias
contrarias: los titulos de IgA anti-RBD
disminuyeron significativamente entre la

quinta y la novena semana después del

esquema primario de Abdala, mientras
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que los IgG anti-RBD aumentaron
notablemente en ese periodo de tiempo

(Figura 1).

En las muestras del grupo I, el promedio
de los titulos de anticuerpos IgA anti-
RBD fue 8787, asumiendo una escala
lineal, mientras que en las del grupo Il ese
valor se redujo hasta mas alla de la mitad,
3987. Por el contrario, los titulos de 1gG
anti-RBD en las muestras de leche
colectadas en la novena semana fueron
mayores, unas tres veces como promedio,
con respecto a las muestras de la semana

cinco.
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Figura 1. Titulos de anticuerpos IgA e IgG anti-RBD-Wuhan-Hu-1 del SARS-CoV-2 en leche materna,

colectada de puérperas que recibieron la vacuna anti-COVID-19 Abdala, 5 y 9 semanas después de la tercera

dosis. La prueba t para muestras independientes se usé para evaluar la significancia estadistica de las

diferencias entre los titulos de anticuerpos en escala logaritmica. Los datos son presentados como la media y

el intervalo de confianza (95%); los asteriscos representan a p < 0.000.

La primovacunacion con Abdala genero
titulos de anticuerpos anti-RBD con
potencial neutralizante del SARS-CoV-2
en la mayoria de las muestras de leche
materna colectadas. Se encontraron
anticuerpos que inhibieron la interaccion
RBD-ACE2 en el 84,62% y el 80,77% de
las muestras de leche de los grupos 1 y 11,

respectivamente. Los promedios de los

TNat no difirieron entre los dos grupos
(p=0,798) (Figura 2). Los TNat inferiores
a 10 000 representaron el 9,61% vy el
577% del total de muestras con
anticuerpos inhibidores de la interaccion
RBD-ACE2 en los grupos | vy Il
respectivamente. Cerca de la quinta parte
de las muestras de cada grupo tenian

TNat cercanos o iguales a 65536, el factor
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de dilucion méas alto aplicado en este
ensayo. Estas fueron las muestras con
niveles  de

mayores anticuerpos

800007
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Figura 2. Titulos de anticuerpos anti-RBD-Wuhan-Hu-1 neutralizantes del SARS-CoV-2 detectados en

muestras de leche materna mediante un ensayo subrogado de neutralizacion. Las muestras se colectaron de

puérperas vacunadas con el esquema primario de Abdala, 5y 9 semanas después de la tercera dosis. Los datos

se presentan como la media y la desviacion estandar de los titulos de anticuerpos neutralizantes

La prueba de correlacion de Spearman
indicO que la paridad al inicio de la
vacunacion correlaciona significativa y
moderadamente con los TNat (Tabla 2).

Se consider6 que no correlacionaron los

TNat y la edad de

participantes,  al

las puérperas
comprobarse la
correlacion debil y no significativa entre

ambas variables (Tabla 2).
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Tabla 2. Correlaciones entre la edad y la paridad al inicio de la vacunacién con los titulos

de anticuerpos anti-RBD-Wuhan-Hu-1 neutralizantes en leche materna colectada de

puerperas vacunadas con el esquema primario de Abdala.

Grupo | Grupo 11
Correlaciones Rho (Spearman) p Rho (Spearman) p
Edad - TNat -0,190 0,218 0,126 0,416
Paridad - TNat -0,529 0,000 -0,581 0,000

Grupos | y IlI: muestras de leche
colectadas 5 y 9 semanas después de la
tercera dosis de Abdala, respectivamente.
titulos de

TNat: anticuerpos

neutralizantes

La Tabla 3 muestra las tendencias en la
respuesta de anticuerpos neutralizantes,
cuando las muestras de leche materna se
agruparon segun la presencia o ausencia

de ECNT en las donantes. Casi el 98% de

las muestras colectadas de participantes
sin ECNT inhibieron la interaccién RBD-
ACE2. Los TNat més altos, por encima
de 50 000, se encontraron en
aproximadamente el 34% de ellas en los
dos momentos post-vacunacion
analizados. Sin embargo, se detectaron
anticuerpos neutralizantes solamente en el
22% y el 10% de las muestras de leche de

las donantes con al menos una ECNT,

colectadas 5 y 9 semanas después de la
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respectivamente,

y todas

ellas estaban en el rango méas bajo de
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titulos inhibidores de la interaccion RBD-

ACE2 (Tabla 3).

Tabla 3. Distribucién de las muestras de leche materna con titulos de anticuerpos anti-RBD

neutralizantes (TNat), acorde a la ausencia o presencia de enfermedades cronicas no

transmisibles (ECNT) en las puérperas donantes, vacunadas con el esquema primario de

Abdala.
Grupo | Grupo Il
Muestras analizadas 52 52
Sin Con Sin Con
ECNT ECNT ECNT ECNT
Distribuidas acorde a la ausencia o
presencia de ECNT 43 9 42 10
Muestras con TNat 44 42
Sin Con Sin Con
ECNT ECNT ECNT ECNT
Distribuidas acorde a la ausencia o
presencia de ECNT 42 2 41 1
Distribuidas en rangos de TNat
TNat > 65 536 9 0 9 0
50 000 < TNat < 65 536 6 0 5 0
20 000 < TNat < 50 000 22 0 19 0
10 000 < TNat <20 000 4 0 4 0
TNat < 10 000 1 2 4 1

Las muestras de leche materna se colectaron 5 (Grupo 1) y 9 (Grupo 1) semanas después de la tercera dosis de

Abdala.
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DISCUSION

Este trabajo ha estimado, mediante
titulacion, los niveles de anticuerpos IgA
e IgG anti-RBD, presentes en muestras de
leche materna colectadas de puérperas
que recibieron el esquema primario de
Abdala, una vacuna anti-SARS-CoV-2 de

subunidad proteica.

La prevalencia de la respuesta IgA sobre
la IgG hasta 9 semanas después de
administrado el esquema, contrasta con la
mayoria de los estudios citados por
Dimitroglou et al. (12), que refieren la
superioridad de la respuesta 1gG en la
leche humana desde las primeras dosis de
vacunas de ARNm, de virus inactivado y
de vector viral. Los titulos de IgA anti-
RBD decrecieron en el tiempo, una

tendencia similar a la descrita por otros
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autores (13, 14), que podria estar
relacionada con la cinética natural de esta

inmunoglobulina (15).

Los titulos de IgG anti-RBD aumentaron
significativamente hasta la novena
semana, lo que concuerda con Young et
al. (16) y Ricciardi et al. (17), que
revelaron el aumento notable de la 1gG
anti-RBD en la leche materna después de
vacunacion con ARNm. Jorgensen et al.
(18) sefalaron que el aumento de 1gG es
mas lento, pero es el isotipo que mas
tiempo persiste en la leche materna de
quienes recibieron este tipo de vacunas.

La actividad neutralizante de los
anticuerpos anti-RBD  detectados se
determiné mediante un ensayo subrogado
(19), que revelo la presencia de

anticuerpos inhibidores de la interaccion
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del RBD-Wuhan-Hu-1 con el receptor
ACE2 recombinante, en la mayoria de las
muestras de leche materna analizadas.
Esto confirmé que Abdala genera
anticuerpos anti-RBD que podrian
bloquear la entrada del SARS-CoV-2 a
las células (6). No hubo diferencias
significativas entre los promedios de los
TNat en los dos grupos de puérperas, lo
que sugiere estabilidad en la actividad
neutralizante entre las 5 y las 9 semanas
después del esquema primario de Abdala.
El ensayo subrogado no determind el
isotipo anti-RBD dominante en la
inhibicion de la interaccion RBD-ACE2.
Tan et al. (19) explicaron que este ensayo
detecta anticuerpos neutralizantes sericos
de manera independiente del isotipo, que
tienen un efecto sinérgico resultante de la

combinacion de diferentes isotipos
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dirigidos a epitopos criticos para la

neutralizacion.

La actividad neutralizante de los
anticuerpos anti-RBD del SARS-CoV-2
en la leche materna puede atribuirse a los
isotipos IgA e IgG (18). Como en el
presente trabajo los niveles de IgA anti-
RBD fueron siempre superiores a los 1gG,
podria considerarse que la actividad
neutralizante también es
mayoritariamente del isotipo IgA, el méas
abundante y valioso en la leche materna,
que protege contra el SARS-CoV-2 en la

mucosa del tracto respiratorio y digestivo

del lactante (20, 21, 22, 23).

El presente trabajo informa, por vez
primera, la relacion de los TNat anti-

RBD, en leche materna, con tres
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caracteristicas de las puérperas donantes:
la presencia 0 no de ECNT, la paridad al
inicio de la vacunacion y la edad. Un
estudio previo reveld el efecto reductor,
causado por las ECNT y la multiparidad,
sobre los niveles de anticuerpos anti-RBD
generados por Abdala en la leche materna
(9), vy el efecto ha sido el mismo sobre la
actividad neutralizante  de  esos
anticuerpos evaluada en este trabajo.

Los TNat anti-RBD mostraron una
tendencia a ser menores en participantes
con ECNT. La hipertension arterial fue la
ECNT prevalente en ellas. Algunos
investigadores han encontrado niveles
bajos de anticuerpos anti-RBD en suero
de pacientes hipertensos, en respuesta a
las vacunas Pfizer/BioNTech (24) vy
CoronaVac (25), pero no analizaron la

capacidad  neutralizante  de  esas
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inmunoglobulinas ni su presencia en la
leche materna. El bajo contenido de
anticuerpos séricos anti-RBD en los
hipertensos puede deberse a que la
hipertensién arterial se asocia con una
inflamacion sistémica cronica, que altera
las funciones de tejidos, 6rganos y células
y conduce a un deterioro de la funcién
inmune, que afecta la respuesta a las
vacunas (26). Esta podria ser la causa de
la reduccion de los TNat en la leche
materna de las puérperas hipertensas

incluidas en este trabajo.

El asma fue la segunda ECNT maés
frecuente. Se ha comprobado la
incidencia negativa del asma en las
concentraciones séricas de
inmunoglobulinas anti-RBD y en su

actividad neutralizante del SARS-CoV-2,
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un comportamiento similar al obtenido en
las muestras de leche materna del
presente trabajo. Liu et al. (27)
comprobaron que solo el 22% de los
pacientes asmaticos vacunados con Pfizer
y Moderna, incluidos en un estudio
prospectivo, tuvieron titulos séricos
neutralizantes de la interaccion RBD-
ACE2, mientras que el 94% de los
controles  sanos  neutralizaron  esta
interaccion hasta 5 meses después de la
vacunacion.

Runnstrom et al. (28) declararon que los
pacientes asmaticos tienen niveles séricos
mas bajos de anticuerpos anti-RBD
después de recibir vacunas de ARNm, en
comparacion con los sanos. Los autores
no evaluaron la capacidad neutralizante

de los anticuerpos, pero recomendaron

dosis de refuerzo en los asmaticos, debido
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al alto riesgo de COVID-19 grave y a los
titulos mas bajos que generan en ellos las

vacunas anti-SARS-CoV-2.

Un estudio mas reciente investigd la
incidencia de las comorbilidades en la
respuesta inmune a la vacuna de Pfizer en
poblaciones indigenas y no indigenas. El
menor contenido de anticuerpos séricos
neutralizantes anti-RBD, al igual que en
nuestro estudio con leche materna, se
asoci6 con ECNT presentes en los
participantes, como la diabetes y la

enfermedad renal cronica (29).

Los anticuerpos neutralizantes, que
generan las vacunas anti-SARS-CoV-2 o
la infeccion por este coronavirus, son el
verdadero correlato de proteccion contra

la COVID-19, no asi la sola presencia de
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anticuerpos especificos, aun cuando sus
niveles sean altos. Por tanto, el efecto
negativo de las ECNT sobre los TNat
anti-RBD generados por Abdala en la
leche materna, exige maximizar la
proteccion contra la COVID-19 en las
embarazadas y las puérperas que padecen
alguna de estas enfermedades. Asimismo,
son necesarios estudios similares después
de las dosis de refuerzo, para confirmar o
no la tendencia decreciente de la
actividad neutralizante anti-RBD en la
leche materna de donantes que padezcan

ECNT.

Se estableci6 una correlacion negativa
moderada entre los TNat y la paridad al
inicio de la vacunacion. La relacion
directa no es fuerte pero si significativa.

El valor p=0,000 garantiza que el 99,99%
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de las veces la correlacion sera moderada

entre las dos variables (30).

Hasta donde sabemos, se ha publicado un
unico articulo cientifico que correlaciond
la paridad con los niveles de IgA anti-
RBD, pero no con su actividad
neutralizante, en la leche materna tras la
administracion de las vacunas Pfizer y
Moderna. Los autores obtuvieron una
correlacion inversa entre la concentracion
de IgA anti-RBD excretada en la leche y

el nimero de partos (31).

Aunque no se conoce bien la influencia
de la paridad en la actividad neutralizante
anti-SARS-CoV-2 en la leche materna
después de la vacunacion, es importante
considerar que la paridad se ha asociado

con cambios significativos en la
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composicion de la leche materna (32). Por
ejemplo, la concentracion de IgA en el
calostro de madres primiparas es
significativamente mayor en comparacion
con las multiparas (33). Akhter et al. (34)
advirtieron la influencia significativa de
la paridad en la reduccion de los niveles
de 1gG e IgM en la leche de transicion y
de IgA en el calostro.

El hecho de que este trabajo encontrara
una correlacion negativa moderada vy
significativa entre la paridad y los TNat
es una alerta para reforzar la proteccion
anti-SARS-CoV-2 de las embarazadas y
puérperas multiparas, que se suma a la
relacionada con la presencia en ellas de

ECNT.

La no existencia de correlacion entre la

edad de las puérperas y los TNat anti-
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RBD, generados en leche materna por una
vacuna  anti-SARS-CoV-2, es un
resultado que no puede ser comparado
con otros afines porque no se encuentran
en la literatura cientifica. Trofin et al. (31)
informaron que la edad es una variable
que no correlaciona con los niveles de
anticuerpos anti-RBD IgA e I1gG en la
leche materna de mujeres que recibieron
vacunas de ARNm, y que no influye en la
secrecion de IgA durante la lactancia, a
diferencia de la multiparidad, pero no la
actividad

correlacionaron con la

neutralizante de estos anticuerpos.

CONCLUSIONES

Este trabajo ha demostrado que los TNat
anti-RBD, generados en la leche materna
por la vacuna Abdala, no se afectan por la

edad de la madre lactante, pero se
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reducen si es multipara o padece alguna
ECNT. Es preciso reforzar los cuidados
de las embarazadas que presenten una o
ambas condiciones, asi como de sus bebés
lactantes, que no recibirdn un alto
contenido de anticuerpos neutralizantes
que sustenten la inmunidad pasiva anti-
SARS-CoV-2 a través de la lactancia

materna.

RECOMENDACIONES

Investigaciones futuras deberdn ahondar
en el efecto de las ECNT, la paridad y la
edad, en la actividad neutralizante de los
anticuerpos que generan en la leche
materna las dosis de refuerzo de Abdala,
y también de otros tipos de vacunas anti-

SARS-CoV-2.
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