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& RESUMEN

La pandemia de COVID-19 se ha prolongado por mas de dos afios desde el afio 2020 con recurrentes olas de infeccién en distintas partes del
mundoy la circulacién de nuevas variantes y sub-variantes altamente infecciosas de SARS-CoV-2. Mientras que gran parte de las infecciones
serfan sintomaticas, con una fraccion de ellas conducentes a hospitalizacion, hasta un tercio de los individuos con infeccién activa podria no
reportar sintomas. Esto dltimo se acentta alin mas en el contexto actual de vacunacién masiva en gran parte de la poblaciéon mundial, lo cual
dificulta an mas la pesquisa de exposicién al virus e inmunidad protectora en la poblacién. En este sentido, nuevas herramientas moleculares
que permitan discernir infecciones por SARS-CoV-2 en individuos no-vacunados (convalecientes), inmunidad por vacunacion e infeccion post-
vacunacion (incidentes), podrian ser de gran valor para la realizacién de estudios epidemioldgicos que buscan determinar inmunidad contra
SARS-CoV-2 en la poblacién. La implementacion de este tipo de ensayos cobra particular relevancia en regiones en las cuales la vacunacion
contra COVID-19 contempla la aplicacion de formulaciones a base de virus SARS-CoV-2 inactivado, las cuales inducen respuestas inmune
humorales (anticuerpos) contra diversos antigenos estructurales. En el presente articulo, revisamos y discutimos el conocimiento actual sobre
la respuesta inmune humoral inducida por la infeccién natural con SARS-CoV-2, por vacunas contra COVID-19, asi como por la combinacién
de ambas (inmunidad hibrida), y discutimos avances recientes en la generacién de ensayos seroldgicos que permitan diferenciar entre estos
tipos de respuesta inmune.
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2 ABSTRACT

The COVID-19 pandemic has stretched over two years since 2020, featuring recurring
infection waves worldwide and the circulation of novel highly infectious SARS-CoV-2 variants
and subvariants. While most infections would be symptomatic, with a fraction leading to
hospitalization, up to one third of individuals with active infection may not report symptoms. The
latter is even more accentuated in the current context of mass vaccination in large part of the
world population, which makes it challenging to investigate exposure to the virus and protective
immunity in the population. In that regard, new molecular tools that allow discerning SARS-
CoV-2 infection in non-vaccinated (convalescents), vaccinated, and post-vaccination infected
individuals could pose great value for the conduction of epidemiological studies which aim to
determine immunity against SARS-CoV-2 in the population. The implementation of this type
of trial is particularly relevant in regions in which vaccination against COVID-19 contemplates
the application of formulations based on inactivated SARS-CoV-2 virus, which induce humoral
immune responses (antibodies) against diverse structural antigens. In the present article, we
review and discuss the current knowledge about the humoral immune response induced by
natural infection with SARS-CoV-2 and COVID-19 vaccines and combining both (hybrid immunity).
We discuss recent advances in the generation of serological assays that allow differentiating
between these types of the immune response.
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INTRODUCCION

La emergencia sanitaria mundial causada por la
propagacion del coronavirus de tipo 2 causante del
sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2, por
sus siglas en inglés), impulsé el rapido desarrollo de
numerosos ensayos serolégicos para la deteccion de
anticuerpos contra SARS-CoV-2 a partir de muestras de
sangre completa, suero y plasma como una alternativa
para pesquisar la exposicion a este virus (1). Estos
métodos de diagnéstico permitieron llevar a cabo
tempranamente estudios sero-epidemioldgicos para la
determinacion de prevalencia de infecciéon por SARS-
CoV-2 en la poblacion independiente de la presencia de
sintomas (2,3). Esta informacion sirvié de apoyo a las
autoridades sanitarias para dimensionar la magnitud
de las infecciones por SARS-CoV-2 y poder proyectar
adecuadamente practicas y politicas de salud publica
como la reconversién de camas, asi como medidas de
contencion de la propagacion viral en el entretanto de
la eventual identificacion de vacunas efectivas contra
el virus (4).
Estos ensayos serologicos para SARS-CoV-2 tienen
la caracteristica de que detectan la presencia de
anticuerpos (IgG o IgM, dependiendo del ensayo)
contra proteinas virales inmunodominantes del virus,
principalmente aquellos contra la proteina de unién
S (spike, espiga) y la proteina N (nucleoproteina)
de SARS-CoV-2 (5). Coincidentemente, a la fecha,
multiples estudios reportan que titulos de anticuerpos
neutralizantes y no-neutralizantes dirigidos contra el
dominio de unién (RBD, por sus siglas en inglés) de
la proteina S a su receptor, la enzima convertidora de
angiotensina-2 (ACE2, porsus siglas en inglés), asi como
contra la proteina N del virus, pueden correlacionarse
con proteccién a la infeccion por SARS-CoV-2 (6—8). Sin
embargo, persiste el importante desafio de determinar
cualessonaquellosnivelesdeanticuerpos que protegen
efectivamente contra COVID-19 (sintomaético) y cémo
estos contribuyen a limitar la enfermedad evitando
hospitalizaciones o muertes en casos severos (8—11).
Consistente con ello, a la fecha la agencia reguladora
estadounidense para este tipo de dispositivos (Food
and Drug Administration, FDA) no ha aprobado ningtn
ensayo serolégico que pueda predecir empiricamente
si una persona esta protegida o no contra la infeccion, o
reinfeccion con SARS-CoV-2, posiblemente por el hecho
de que la respuesta celular antiviral contra antigenos
de SARS-CoV-2 también juega un rol importante en la
proteccién de desarrollar una enfermedad severa que
pueda conducir a la muerte (12—14).

Importantemente, con la implementacion de
vacunacion masiva contra COVID-19 en la poblacion
mundial se incorpora en los sujetos una respuesta
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inmune humoral contra antigenos de SARS-CoV-2 de la
vacunaque puedenserinicos (generalmentela proteina
S del virus) o mltiples (proteinas virales estructurales)
dependiendo del tipo de vacuna, como vacunas ARNm
y en base a virus inactivado, respectivamente. En el
caso de la inmunizacién con vacunas en base a virus
inactivado es importante considerar que la respuesta
inmune generada puede producir anticuerpos
similares a los que se inducen en una infeccién natural
lo que hace mas dificil un diagnéstico molecular
para distinguir estos dos escenarios. A ello se suma
la posibilidad de que una persona vacunada contra
COVID-19 expuesta a SARS-CoV-2 pueda infectarse
con el virus dando lugar a una respuesta inmune
hibrida en estos casos incidentes (15). En la actualidad,
esto Ultimo se hace particularmente relevante, pues
nuevas variantes y subvariantes de SARS-CoV-2 con
diferencias antigénicas significativas comparado
con la cepa ancestral conducen a una alta frecuencia
de infecciones vy reinfecciones, que pueden ser
sintomaticas o asintomaticas (16,17). En este escenario,
resulta de interés la pesquisa de casos de infeccién
asintomatica para la determinacién de efectividad de
los esquemas de vacunacion implementados, asi como
la presentacion de sintomas de COVID-19 prolongado
(long COVID) en aquellos casos que no existe
confirmacion de infeccién por metodologias como PCR
(18,19). Con ello, un entendimiento de la respuesta
inmune humoral a la infeccién previo a la vacunacién,
la respuesta inmune inducida por vacunacion y las
incidencias de infecciones en sujetos vacunados
resulta de interés para una mejor comprensiéon de los
componentes inmunes serolégicos que dan cuenta de
la proteccion contra este virus y aquellos que permiten
confirmar una infeccién en el contexto de vacunacion
previa. Esta informaciéon permitiria un monitoreo mas
acabado de la inmunidad a nivel de poblacién a SARS-
CoV-2yeventualmente prepararnos mejor ante posibles
surgimientos de nuevas variantes y subvariantes de
este virus.

RESPUESTAINMUNEHUMORALDESARROLLADAEN
EL CONTEXTO DE UNA INFECCION SIN INMUNIDAD
PREVIA.

La infeccion sintomatica por SARS-CoV-2 induce
generalmente una respuesta humoral robusta
evidenciada por la induccién de anticuerpos antivirales
totales de tipo IgM desarrollada durante los primeros
5 dias después de la aparicion de los sintomas, luego
con una posterior induccién de anticuerpos de tipo IgA
asociada a la inmunidad de mucosas (20). Enseguida,
surge la aparicion de anticuerpos antivirales de tipo IgG,
los cuales permanecen por tiempos mas prolongados
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en la sangre de los sujetos después de que la infeccién
aguda ha sido resuelta (hasta por un ano) (21). Dichos
anticuerpos son detectados en la sangre de la mayoria
de los sujetos infectados (= 90% de seroconversion),
sin embargo dependen de diversos factores sujeto- y
ensayo-dependientes (22,23). Por ejemplo, algunos
estudios han reportado tasas de seroconversién
menores en la poblacién de adultos mayores en
comparacion con adultos jévenes o poblaciéon
pediatrica (24,25). También se ha reportado que los
individuos que presentan una infeccién sintomatica
exhiben titulos de anticuerpos mas altos que aquellos
sujetos que no manifiestan sintomas (14,26). Ademas,
estudios reportan que la severidad de la infeccion se
correlaciona con titulos de anticuerpos mas elevados,
siendo mas altos en sujetos hospitalizados que han
requerido ventilacién mecanica versus sujetos que
no requirieron de hospitalizacion (27,28). A su vez,
individuos que presentan algln tipo de comorbilidad,
como aquellos que han recibido trasplantes o toman
medicamentos inmunosupresivos presentan tasas de
seroconversion mas bajas (29—31).

Por otra parte, anticuerpos contra la proteina viral
N parecen disminuir de una manera mas rapida en
la sangre que aquellos dirigidos contra la proteina S.
De hecho, se ha mostrado que aproximadamente un
30% de las personas presentan niveles detectables de
anticuerpos contra la proteina N siete meses después
de la infeccion, en comparacién con alrededor de un
70% de personas que permanecen seropositivas al afio
después de infeccion cuando se evallan anticuerpos
contra la proteina S (32—34). Resultados discordantes
fueron obtenidos en un estudio mas reciente donde
se reportd que los anticuerpos IgG contra la proteina
N permanecieron detectables a los 15 meses después
de la infeccién en mas del 90% de los individuos
convalecientes, pero estos no fueron comparados con
el nivel de anticuerpos generados contra la proteina S
(35). Ademas, estudios adicionales apoyan la nocion
qgue los anticuerpos IgG contra la proteina S pueden
ser detectados por mas de un afio en la mayoria de
los sujetos convalecientes (21,36). Notablemente,
los anticuerpos neutralizantes contra S también han
sido detectados por tiempos prolongados, mayores
a 6 meses post-infeccion (3738). Sin embargo, la
proteccién contra COVID-19 se ha visto disminuida
significativamente debido a la aparicién de variantes
de preocupacion (VOC, por sus siglas en inglés) (39,40).
Cabe resaltar que otros anticuerpos, aparte de aquellos
dirigidos contra las proteinas virales N y S también
son generados en los individuos infectados producto
de la replicacién viral, y son dirigidos hacia proteinas
virales no-estructurales (NSP, por sus siglas en inglés),
o proteinas accesorias del virus denominadas ORF
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(por las siglas en inglés de open reading frame),
tales como NSP1-NSP16 y ORF3a, ORF3d, ORF6,
ORF7a, ORF7b, ORF8, ORFgb, ORF10 y ORF14 (41). Sin
embargo, el papel que estos anticuerpos tendrian en
la proteccion contra la infeccion por SARS-CoV-2 no
ha sido determinado adn. De manera importante, un
estudio reciente reporté que el uso combinado de la
deteccion de anticuerpos contra las proteinas ORF3b
y ORF8 podrian actuar como marcadores serolégicos
de infeccion temprana y tardia para SARS-CoV-2 (42).
Ademas, otro estudio revel6 que anticuerpos de tipo
IgM dirigidos contra las proteinas NSP8 y NSP5 estaban
asociadas con un buen prondéstico durante infecciones
por SARS-CoV-2. Por el contrario, anticuerpos de tipo
lgG dirigidos contra las proteinas ORF3a, Ny S estarian
asociados con enfermedad severay mortalidad (43,44).

Algunos estudios han reportado que la inmunidad
inducida por la infeccion natural con SARS-CoV-2 esta
asociada con un menor riesgo de sufrir una reinfeccion,
o una enfermedad severa posterior al contagio (6,7,45—
47). Esta proteccion podria darse en el contexto de
diversas variantes emergentes, con la excepcién de
la variante Omicron, la cual ha mostrado una gran
capacidad de evasion inmune dada por las mltiples
mutaciones presentes en la proteina S comparado con
la cepa ancestral (48-50).

RESPUESTA INMUNE HUMORAL CONTRA SARS-
COV-2 DESARROLLADA POR LA VACUNACION
CONTRA COVID-19

Diversos estudios clinicos llevados a cabo para
determinar la eficacia de nuevas vacunas contra
COVID-19 reportan una alta induccion de anticuerpos
antivirales en los vacunados, en numerosos casos a
niveles similares o mayores a los observados en sujetos
convalecientes (51—53). Si bien no existe un correlato
de proteccion que asocie un titulo especifico de
anticuerpos antivirales minimo que induzca proteccién
contraSARS-CoV-2,se consideraque estossetraducirian
principalmente en ciertos niveles de proteccién contra
sintomas de COVID-19. Se ha considerado que la
proteccién contra hospitalizaciones y muerte por este
virus estaria dada por una combinacién entre respuesta
humoraly respuesta inmune celular en el individuo. Sin
embargo, se requiere mayor cantidad de estudios para
concluir respecto a esta nocion (50,54,55). A pesar de
esta respuesta, la inmunidad humoral inducida por la
vacunacion tiende a descender después de algunos
meses, dando posiblemente lugar a la ocurrencia de
re-infecciones sintomaticas en la poblaciéon (56,57).
Como se indic6 en la introduccion, la respuesta
humoral desarrollada contra SARS-CoV-2, a través de la
vacunacion, dependera de la plataforma tecnoldgicas
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en la cual estd basada la vacuna (58). Desde el afio
2020, la organizacion mundial de la salud (WHO, por
sus siglas en inglés) ha aprobado el uso de emergencia
de una serie de vacunas distintas contra COVID-19 en
la poblacién. Estas vacunas difieren entré si segln su
formulacién. Mientras algunas de ellas estan basadas
en ARN mensajero (mRNA, por sus siglas en inglés),
otras estan basadas en vectores virales (e.g. adenovirus
humano recombinante, o en adenovirus de chimpancé
recombinante que codifican la proteina S de SARS-
CoV-2), u otras en subunidades proteicas (proteinas
recombinantes purificadas producidas en células de
insecto), o virus SARS-CoV-2 inactivado combinado con
adyuvante (59). Es importante destacar que cada una
de ellas cuenta con esquemas primarios de vacunacion
gue pueden consistir en una o dos dosis, a lo que se
suman dosis de refuerzo en muchos casos de tipo
heterélogo, esto es de base distinta a la aplicada en el
esquema primario (60).

Una caracteristica comin de vacunas basadas en
vectores virales recombinantes, vacunas a base de
ARNm y vacunas contra COVID-19 a base de subunidad
proteica es que las formulaciones actuales promueven
gue estas induzcan anticuerpos Gnicamente contra la
proteina S de SARS-CoV-2. En estos casos, una prueba
serolégica positiva con anticuerpos de tipo IgM, IgA
o IgG contra la proteina viral N, u otra proteina viral
distinta a S daria cuenta de una infeccion o exposiciéon
previa al virus en sujetos que recibieron este tipo de
vacunas (61). Cabe destacar que para sujetos que han
recibido este tipo de vacunas, a la fecha no se han
identificado marcadores moleculares que permitan
establecer o diferenciar mediante ensayos serolégicos
una infeccién primaria de una reinfeccion (62).

Por otra parte, la inmunizacion con vacunas basadas
en virus inactivado tiene el potencial de inducir en
los sujetos vacunados la produccién de anticuerpos
contra diversos antigenos virales (particularmente
estructurales), entre los que se encuentran las
proteinas Sy N, pero también la proteina de membrana
(M) y la proteina de la envoltura (E) (63). En este caso
la diferenciacién humoral entre aquella inmunidad
proveniente de la vacunacién versus una infeccién
se hace mas dificil y constituye en si un desafio que
requiere de un analisis previo (64).

INMUNIDAD HIBRIDA: INFECCION CON SARS-COV-2
POSTERIOR A LA VACUNACION

El surgimiento de nuevas variantes y subvariantes de
SARS-CoV-2 que pueden evadir la respuesta inmune
inducida por infecciones previas o vacunacién
con la cepa ancestral del virus inducen respuestas
humorales complejas que combinan anticuerpos de
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la vacunacion y de la exposicién al virus infeccioso
(65)(66). Si bien es posible determinar relativamente
facil la exposicién a SARS-CoV-2 por la manifestacion
de sintomas, al existir una alta proporcién de sujetos
vacunados en la poblacién, la ocurrencia de infecciones
asintomaticas sera probablemente un evento frecuente
(67). En este sentido, serd importante contar con
marcadores moleculares que diferencien la respuesta
humoral inducida por vacunacion de la respuesta
inmune humoral inducida por la infeccién, o bien el
entendimiento de la respuesta inmune humoral hibrida
resultante, en pro de la identificacion de marcadores
qgue dan cuenta de este escenario.

Buscando identificar y diferenciar estos escenarios
(infeccion natural sin previa vacunacion, vacunacion
sin infeccion e infeccion post-vacunacion),
recientemente hemos llevado a cabo un estudio en el
cual nos propusimos comparar la respuesta humoral
(determinada mediante la medicién de anticuerpos
lgG totales) contra diversas proteinas estructurales y
no estructurales de SARS-CoV-2 en estos sujetos. Esto
se realizd especificamente en individuos infectados
no vacunados (convalecientes), vacunados (con 2 o
3 dosis de vacuna SARS-CoV-2 inactivado), asi como
en individuos vacunados con vacuna SARS-CoV-2
inactivado (con 2 o 3 dosis de vacuna) y que luego
sufrieron una infeccion con SARS-CoV-2 (inmunidad
hibrida) (resultados no publicados). Los resultados
de este estudio indican que la inmunizacién con una
vacuna inactivada contra el SARS-CoV-2 (tanto después
del esquema de vacunacién primario como después de
una dosis de refuerzo) induce niveles significativamente
mas altos de anticuerpos de tipo IgG total contra
la proteina M del SARS-CoV-2 en comparacién con
infeccion sin vacunacion (convalecientes). Ademas,
encontramos que las personas inmunizadas con
vacuna SARS-CoV-2 inactivada, después de recibir
una tercera dosis, muestran niveles de anticuerpos de
tipo IgG especificos contra la proteina N equivalentes
a los observados en sujetos convalecientes. También
se observd que una infeccién en sujetos vacunados
produce un aumento significativo de anticuerpos
contra las proteinas estructurales N y M de SARS-
CoV-2. En cuanto a proteinas no estructurales, sujetos
convalecientes produjeron anticuerpos de tipo I1gG
contra ORF3a y NSP8 en mas del 50% de los casos.
Finalmente, un modelo de regresion logistica y un
analisis de caracteristicas operativas del receptor
(ROC por sus siglas en inglés) arrojé que la deteccion
combinada de proteinas M y N puede servir como
biomarcador para diferenciar individuos convalecientes
o individuos vacunados de sujetos incidentes quienes
se infectaron luego de completar su esquema de
vacunacion primaria (68).
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Otro estudio desarrollado en sujetos que recibieron dos
dosis de una vacuna de SARS-CoV-2 inactivada (BBIBP-
CorV) determiné que la combinacién de los anticuerpos
desarrollados contra la porcion N-terminal de la
proteina Ny aquellos contra la proteina no-estructural
NSP7 seria una buena aproximacion para diferenciar
sujetos vacunados de individuos convalecientes (69).
Por otra parte, algunos estudios han reportado que la
proteccién conferida por la inmunidad hibrida contra
la infeccién por SARS-CoV-2 y enfermedad severa seria
ligeramente mayor comparada con aquella observada
luego de la vacunacién, o la infeccién sin vacunacién
(16,49,50,70). Esta informacion es particularmente
relevante en el actual contexto de la variante Omicron,
la cual ha mostrado ser altamente contagiosa.

DESAFIOS QUE ENFRENTAN LOS ENSAYOS
SEROLOGICOS EN LA NUEVA ERA DE VACUNACION
MASIVA

Al inicio de la pandemia y previo a la vacunacion, la
interpretaciéon de pruebas serologicas era sencillas,
sobre todo en el contexto de una poblacion susceptible
a SARS-CoV-2. En estos casos, un resultado positivo
de reactividad a antigenos de este virus indicaba
claramente que una persona habia estado expuesta
al virus. Sin embargo, en la actualidad debido a la
vacunacion masiva contra COVID-19, asi como la
diversidad de vacunas disponibles con algunas de
ellas basadas en virus completo inactivado aplicado
en cientos de millones de personas, la interpretacién
de estos ensayos se dificulta significativamente sin
un mayor conocimiento de las respuestas inmunes
antivirales inducidas en cada uno de los escenarios
expuestos mas arriba. Con ello, para ser de utilidad
estos ensayos deberan ser adaptados para poder
diferenciar los distintos tipo de inmunidad, tales como
la inducida por infeccién natural previo a vacunacién,
la inducida por la vacunacion y la infeccion incidente
luego de la vacunacién (inmunidad hibrida) (5).

En base a los resultados reportados a la fecha en la
literatura, estos ensayos deberan muy probablemente
transitar hacia analisis de tipo cuantitativos,
permitiendo medir umbrales y rangos de reactividad
paradiferenciarlosdistintostipos de repuestasinmunes
(71). En esta linea, reportes recientes evidencian
qgue si bien los niveles de anticuerpos anti-S o anti-N
se elevan después de la administracion de dosis
de refuerzo en sujetos previamente vacunados con
esquema primario, dichos niveles tendrian un punto
maximo el cual no se sobrepasa significativamente
luego de administrar nuevas dosis de refuerzo (72,73).
Por el contrario, algunos estudios han reportado que
los niveles de anticuerpos antivirales se elevarian
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hasta mas de 10 veces en sujetos que han sufrido una
infeccion luego de haber completado su esquema
de vacunacion, respecto a lo observado en sujetos
convalecientes, y que este se elevaria incluso hasta
100 veces mas en individuos que han recibido ademas
una dosis de refuerzo. Sin embargo, a considerar se
deberan interpretar los resultados cuidadosamente
en funcién de la temporalidad de los eventos, pues
una disminucién natural en el tiempo de los niveles
de anticuerpos podria interferir en la interpretacién
de los resultados. Ademas, distintas dosis de refuerzo
probablemente inducen diferentes niveles de titulo
de anticuerpo sobre todo dependiendo de las
combinacionesy plataformas utilizadas. A ello se suma
una gran variabilidad natural entre sujetos por factores
como edad, género y presencia de comorbilidades
74-77).

Por otra parte, prevemos en el futuro la incorporacién de
pesquisa de anticuerpos contra otras proteinas virales
adicionalesaSy N, en el disefio de nuevas plataformas
de serodeteccion y estudios correspondientes, tales
como las proteinas virales M, NSP8, ORF3 y ORFS,
entre otros (78). Aunque estos ensayos podrian tener
una menor sensibilidad dependiendo de la plataforma
utilizada, estos podrian tener una alta especificidad
y con ello arrojar altos valores predictivos positivos y
negativos.

COMENTARIOS FINALES

Debido a la importancia de conocer de mejor
manera la exposicién de la poblacién a SARS-CoV-2
mediante aproximaciones como determinacién de
seroprevalencia, sera necesario establecer nuevas
metodologias para diferenciar adecuadamente sobre
todo a aquellos individuos vacunados con vacunas
que inducen respuestas inmunes sélo a la proteina S
de SARS-CoV-2, 0 con vacunas a base de virus SARS-
CoV-2 inactivado, de aquellos vacunados y expuestos
a SARS-CoV-2 (79). Por otro lado, se debera ahondar
mas en la relacion que surge entre la seroprevalencia
a SARS-CoV-2, especificidad de la respuesta humoral
a antigenos de este virus, y el historial de infeccion y
exposicion del sujeto a SARS-CoV-2. El conocimiento
detallado sobre la efectividad y la duracién de la
inmunidad humoral inducida por la vacunacion o
inmunidad hibrida, en términos de proteccién contra
COVID-19 vy reinfecciones, asi como su relacion
con morbilidad y mortalidad brindara informacién
relevante a los sistemas de salud alrededor del mundo
lo cual permitira establecer las mejores estrategias de
prevencion y manejo de la infeccién por SARS-CoV-2.
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