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Abreviaturas
SARS COV-2: Coronavirus de tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo
severo
COVID-19: Enfermedad por coronavirus 2019 (Coronavirus disease 2019)
ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, Ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzima
IgG: Inmunoglobulina G
Ab: Anticuerpo
Ag: Antigeno
ARNmM: Acido Ribonucleico mensajero
N: proteina de la nucleocéapside
S: Proteina estructural spike, de pico, espiga
IMC: indice de Masa Corporal
SNP: Polimorfismo de un solo nucleétido
LEP: Leptina
LEPR: Receptor de leptina
ADIPOQ: Adiponectina

1. Resumen

Introduccion

En México, un grupo de alto riesgo en desarrollar COVID-19 grave es el de
adultos mayores de 60 afios con obesidad, la comorbilidad mas comdn en
defunciones, debido a que se han demostrado asociaciones con la desregulacién
inmune e inmunosenesencia, que pueden afectar la inmunidad inducida por la
vacunacion, siendo las mujeres posmenopausicas las que presentan un mayor
porcentaje de masa adiposa como consecuencia de la disminucion de la

secrecion de estrogenos. Ademas, se desconoce si hay un vinculo entre la
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presencia de polimorfismos de un solo nucleétido relacionados con la leptina y
su receptor y la adiponectina, citocinas derivadas del tejido adiposo con funciones
en la regulacién inmune, en la poblacion mexiquense que puedan influir en
funcion inmunoldgica tras la vacunacién en mujeres con sobrepeso y obesidad
de edad avanzada.

Objetivo

Evaluar la IgG producida contra SARS-CoV-2 y su correlacion con polimorfismos
de genes asociados con la obesidad en mujeres vacunadas mayores de 60 afios.

Material y métodos

Estudio longitudinal prospectivo en el que se analizaron 30 voluntarias para la
deteccion de IgG humana especifica de nucleocépside del SARS-CoV-2
mediante ELISA, al tercer y cuarto mes de haber recibido dos dosis con la vacuna
BNT162b2 de Pfizer-BioNTech. Se correlaciono con la DO IgG anti-N con las
comorbilidades, caracteristicas de las participantes (obtenidas mediante un
cuestionario) y clinicas, que incluyeron la biometria hematica y quimica
sanguinea de seis elementos; determinando si existe un valor de p <0.05
estadisticamente significativo entre peso normal, sobrepeso y obesidad. Se
empled una regresion lineal entre IMC y concentracion de anticuerpos 1gG. Se
obtuvo ARN y se implementé para su ejecucion la identificacién de SNP’s para
una segunda fase del proyecto. El andlisis estadistico se realizé en SPSS versidn
21,0 y Microsoft Excel, utilizando las pruebas estadisticas correspondientes a la
distribucion de los datos.

Resultados

La respuesta serolégica de anticuerpos IgG anti-N fue positiva para el 96,66 %
de los pacientes en el tercer mes y del 93,33% en el cuarto mes. Se clasificé el
IMC de acuerdo a la OMS, obtenido un 10% con peso normal, 53,3% con
sobrepeso y 36,7% con obesidad. Solo se encontré diferencias significativas de
acuerdo al IMC en los valores de triglicéridos y colesterol. Se asocio de forma
positiva el IMC con la concentracion de 1gG (r=0,377, p=0,040) y de forma
negativa con el tiempo (tercer mes r=-0,455, p=0,012; cuarto mes r=-0,364,
p=0,048), se presenta una significancia de 0.040 en la correlacion lineal entre la
densidad o6ptica de IgG y el IMC. Se observaron correlaciones significativas con



IgG anti-N para enfermedad respiratoria (r=0,414 p=0,023), Covid-19 (r=0,450
p=0,013) y numero de comorbilidades (r=0,405 p=0,026).

Conclusiones

Se detectaron altas tasas de seropositividad debido a infeccion natural de tipo
asintomatica por SARS-CoV-2 en mujeres mayores de 60 afios con sobrepeso y
obesidad vacunadas con BNT162b2, acercandonos a la transicion endémica del
virus, aunque la respuesta humoral podria no ser un indicador de inmunidad

protectora.

Introduccion

La identificacion en humanos del virus SARS-COV-2 en diciembre de 2019 en
Wuhan, China, que provoca la enfermedad Covid-19 escal6é rapidamente y fue
declarada pandemia global el 11 de marzo de 2020 por la Organizacién Mundial
de la Salud. esto movilizé a los cientificos de todo el mundo en la comprension
de este agente infeccioso y la busqueda terapias y vacunas, para reducir las
infecciones, hospitalizacién y muerte por Covid-19. Encontrando diferencias en
el comportamiento del SARS-COV-2 en las subpoblaciones, debido a la
variabilidad ambiental, genética, social y biolégica, principalmente en la
respuesta inmune, por lo gue se necesita promocion de estudios regionales para
guiar la toma de decisiones gubernamentales que beneficien a las poblaciones

vulnerables y se enfoquen en los principales grupos de riesgo.

En México, un grupo de alto riesgo en desarrollar COVID-19 grave es el de
adultos mayores de 60 afios con obesidad, la comorbilidad mas comdn en
defunciones, debido a que se han demostrado asociaciones con la desregulacion
inmune e inmunosenesencia, en particular en la respuesta humoral IgG puede
verse alterada tras la vacunacion, siendo las mujeres posmenopausicas las que
presentan un mayor porcentaje de masa adiposa como consecuencia de la

disminucién de la secrecion de estrégenos.

Se desconoce si hay un vinculo entre la presencia de polimorfismos de un solo
nucleotido relacionados con la leptina y su receptor y la adiponectina, citocinas
derivadas del tejido adiposo con funciones en la regulacién inmune, en la
poblacion mexiquense que puedan influir en funcidon inmunoldgica tras la

vacunacién en mujeres con sobrepeso y obesidad de edad avanzada.



3.

Por lo tanto, la comprension del estado inmune humoral de las subpoblaciones
identificando sus factores de riesgo especificos, considerando su caracterizacion
y clinica, en entornos no controlados, nos dan informacién sobre la efectividad
de las medidas preventivas de salud, la efectividad de las vacunas y terapias,
asi como el estado epidemioldgico, permitiendo reevaluar las estrategias
implementadas y plantear nuevas areas de oportunidad en la lucha contra el
SARS-COV-2.

Marco tedrico

2.1 Epidemiologia
El SARS-CoV-2 es un virus en constante evolucion que se disperso rapidamente

por todo el mudo, es por ello que el seguimiento epidemioldgico es clave para la
toma de decisiones tanto para los sistemas de salud como para el gobierno. En
un estudio con mas de 70.000 casos de la COVID-19 81% presenta un cuadro
leve, 14% de los casos infecciosos progresan a cuadros graves (neumonia con
hipoxemia, que requiere hospitalizacion) y el 5% se vuelven criticos (insuficiencia
respiratoria que requiere ventilacion mecanica, shock o falla multiorganica)*. Por
lo tanto, se estima que COVID-19 tiene una letalidad general de 2,3%, y de 49%
entre los casos criticos. A nivel mundial se informa, hasta febrero de 2022,
383.980.71 casos confirmados y 5.696.881 defunciones por esta enfermedad?.

En México, el primer caso de SARS-CoV-2 se notificd el 27 de febrero de 2020
en la Ciudad de México y desde entonces se ha extendido a todo el pais. Los
datos epidemioldgicos se encuentran en el sitio web oficial de la Secretaria de
Salud Federal (SSA) de México a través de la Direccion General de
Epidemiologia y son analizados por el Instituto de Diagndstico y Referencia
Epidemiolégica (INDRE). Hasta el dia de hoy 2 de febrero de 2021 se reportan
4.985.689 casos confirmados, incluyendo 306.920 defunciones; para ambos

casos la poblacion afectada es principalmente del sexo masculino®.



Casos positivos estimados y defunciones confirmadas nacional
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Grafica 1 Casos positivos y defunciones confirmadas nacionales.

Indicando el periodo en el que recibieron dosis de vacunacion y toma de muestras de los
voluntarios de este estudio, el cual coincide con el inicio de la oleada por la variante Delta.
(Tomada y modificada del Sitio oficial COVID-19 México Direccién General de Epidemiologia - Gobierno
Federal https://covid19.sinave.gob.mx/)

Defunciones confirmadas y sospechosas por semana epidemioldgica de ocurrencia nacional
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Gréafica 2 Defunciones confirmadas y sospechosas a nivel nacional.

Se indican las semanas epidemioldgicas en las que se desarroll6 la respuesta inmune de los voluntarios
del presente trabajo. (Tomada y modificada del Sitio oficial COVID-19 México Direccion General de



Epidemiologia - Gobierno Federal https://covid19.sinave.gob.mx/)

El estado de México fue la segunda entidad federativa méas afectada por SARS-
CoV-2 del territorio mexicano, especialmente el area del Valle de Toluca, que
hasta el dia 25 de enero de 2022 registra un total de 49,938 casos confirmados
que representa un 11.11% del total de casos confirmados a nivel estatal y 6603
defunciones que representan el 19.83% del total de muertes en el territorio
mexiquense. La mayor tasa de incidencia se registra en el grupo de edad de 35-
39 afios (11.77%), la tasa de letalidad méas alta en el grupo de 60-64 afios

(13.10%), y la mayor tasa de hospitalizados en el grupo de 55-59 arfios (2.62%).
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Gréfica 3 Variantes de SARS-CoV-2 identificadas hasta el 13 de octubre de 2021en el Estado de
México.
El recuadro de color vino indica que las variantes predominantes en el periodo en que se desarrollo la
respuesta inmune en los voluntarios del presente estudio, fueron las variantes de preocupacion (VOC)
Delta, alfay gamma en este orden. Ademas, se informa que a partir de la semana epidemiolégica 33, Delta
se encontraba en el 99% de las secuencias obtenidas. (Tomada y modificada del Reporte de vigilancia

gendmica del virus SARS-CoV-2 en México. https://lwww.who.int/es/activities/tracking-SARS-CoV-2-
variants)

Pertenecer al grupo etario de mayores de 60 afios es un factor de riesgo, debido
a su predisposicion de adquirir comorbilidades como enfermedad cardiovascular,
diabetes, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), hipertension,
cancer producto del deterioro del sistema inmune, inmunosenesencia, que lleva
al cuerpo a un estado de estrés proinflamatorio crénico por la produccion masiva
de citocinas / quimiocinas®®.

Se informan 609,077 casos confirmados a COVID-19 en adultos mayores, de los
cuales el 64,454 (10,58%) pertenece a mayores de 60 afios mexiquenses. Se
registran 180,777 defunciones, el Estado de México comprende el 0.51% del

10



total de muertes, que se asocian principalmente a la presencia de

comorbilidades’.

Distribucion de casos en adultos mayores confirmados acumulados por
grupo de edad y tasa de incidencia.
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Gréfica 4 Distribucion de casos en adultos mayores.

El grupo etario con mas casos es el de 60 a 64 afios y el que presenta una mayor tasa de incidencia es el
de 70 a 74 afos. (Tomado de: Informe Integral de Covid-19 En México. (2021). Retrieved February 2, 2022,
from www.gob.mx/salud)

Distribucion de defunciones confirmadas acumuladas en casos de
adultos mayores por género, grupo de edad y tasa de mortalidad.
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Grafica 5 Distribucion de defunciones en adultos mayores de 60 afios.

El grupo de 65 a 69 afios presenta mas muertes, pero es el grupo de 85 a 89 afos el que presenta la tasa
de mortalidad mas alta. (Tomado de: Informe Integral de Covid-19 En México. (2021). Retrieved February

11



2, 2022, from www.gob.mx/salud)

Distribucion de defunciones confirmadas acumuladas en casos de
adultos mayores por frecuencia de comorbilidad.
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Fuente: SSA/SPRS/DGE/DIE/INDRE/Informea. COVID-12 /México- 20 de noviembre de 2021 (corte 2:00hrs)
Gréfica 6 Distribucion de defunciones por comorbilidad en adultos mayores.
Las principales comorbilidades asociadas son hipertension en el 51.16%, diabetes en el 39,71% y obesidad

en el 17,93% de los fallecidos por COVID-19. (Tomado de: Informe Integral de Covid-19 En México. (2021).
Retrieved February 2, 2022, from www.gob.mx/salud)

Los municipios que registran mas casos son Toluca 24716 (49.49%) y Metepec
5782 (11.58%), al igual que defunciones 2646 (40.07%) y 687 (10.40%)
respectivamente; en los cuales se llevé a cabo el presente estudio. Reportando
como comorbilidades asociadas hipertension, diabetes y obesidad*. De acuerdo
con el CDC, entre los pacientes que tienen alguna comorbilidad, la
hospitalizacion fue 6 veces mayor y la mortalidad se increment6 12 veces que

en aguellos que no tienen comorbilidades®.

Tabla 1 Porcentaje de las principales comorbilidades asociadas a casos confirmados y
defunciones por COVID-19 en los municipios de Metepec y Toluca

(Datos tomados de: Estadisticas COVID-19 | Centro Estatal de Vigilancia Epidemiolégica y Control de
Enfermedades. (2021). Retrieved February 2, 2022, from
https://salud.edomex.gob.mx/cevece/estadisticas_covid19)

Municipio METEPEC TOLUCA
Principales Casos ' Casos '
- _ Defunciones . Defunciones
comorbilidades confirmados confirmados
Hipertension 13.00% 39.51% 12.51% 34.01%
Diabetes 11.34% 36.90% 10.27% 32.02%
Obesidad 9.56% 14.68% 9.18% 13.23%
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En cuanto al avance en la campafia nacional de vacunacion contra SARS-CoV-
2, a la fecha, 2 febrero de 2022, se han aplicado en el pais 166.102.210 dosis;
de 7 tipos diferentes de vacunas aprobadas por COFEPRIS®. En marzo de 2021
se comenzod la vacunacion de adultos mayores de 60 afios en el Estado de
México, en los municipios de Toluca y Metepec se reportan 94,105 adultos
mayores de 60 afios con esquema de inmunizacién completo (2 dosis) con la
vacuna basada en ARm, Pfizer-BioNTech (BNT162b2)°.

Hasta la semana epidemiol6gica numero 46 de 2021, se han registrado un total
de 31,528 Eventos Supuestamente Atribuibles a la Vacunacion o Inmunizacion
(ESAVI). De los cuales el 97.4% fueron eventos no graves, presentandose mas
comunmente en mujeres que hombres. El Estado de México fue el tercer estado
CON MAs casos No graves, aunque no asi para casos graves. La vacuna con mas
registros de ESAVI no graves, es Pfizer/BioNTech que corresponde al 58.4 %,
en el Estado de México se registran 144 ESAVI graves y 1327 no graves por esta
vacuna. Estos datos son esperados y, por tanto, la vacunacién en la poblacién

mexicana es segura®.

ESAVI grave y no grave por grupo de edad y sexo.

J B

<20 20-29 30-39 40-49 50-59
GRUPO DE EDAD

7000

6000

5000

4000

3000

2000

NUMERO DE ESAVI

1000

® Hombre m Mujer

Fuente: SSA/DGE/DVEET/SVE ESAVI/ Base de datos ESAVI. Corte a la semana epidemioldgica 46

Gréfica 7 ESAVI grave y no grave por grupo de edad y sexo.

(Tomado de: Informe Integral de Covid-19 En México. (2021). Retrieved February 2, 2022, from
www.gob.mx/salud)
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Desde 1975, la obesidad se ha casi triplicado en todo el mundo, relacionandose
con morbilidad y la mortalidad prematura. México es el segundo pais con mayor
prevalencia de obesidad. En la poblacion adulta mexicana cerca de 8 de cada
10 personas de 20 afios o mas de edad presenta sobrepeso (39.1%) y obesidad
(36.1%)*. En el caso de los adultos mayores de 50 afios, 45% tiene sobrepeso
y el 23% obesidad. Las mujeres son estan mas predispuesta a tener obesidad
que los hombres y, en general, tienen un indice de Masa Corporal (IMC) mas

altol2.

La obesidad es un factor de riesgo para la enfermedad grave y de mal prondstico
para COVID-19; debido a los mecanismos de atenuacién de la actividad del
sistema inmunoldgico, con las la inflamacion cronica y su relacién con las
principales comorbilidades asociadas. Los adultos obesos mexicanos tienen 3
veces mas probabilidad de desarrollar diabetes. Ademas, se relaciona con
enfermedades metabdlicas, cardiovasculares, enfermedades autoinmunes,
osteoartritis, hipertension, dislipidemia y algunos tipos de cancer (mama,

endometrio, colorrectal y pancreatico) *3.

2.2 Antecedentes
Los coronavirus son un grupo de virus de ARN monocatenario, cuya procedencia

en humanos se remonta a los afios 60 y se han convertido en un problema de
salud publica'*. Se han identificado siete especies de coronavirus emergentes
zoondticos responsables de infecciones en humanos del género
betacoronavirus. Cuatro que causan resfriados comunes OC43, HKU1, 229E y
NL6, y tres responsables de enfermedades graves que corresponden al 2002 por
el coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV), en 2012 por
el coronavirus del sindrome respiratorio del Medio Oriente (MERS-CoV) y al
actual SARS-COV-2, que causan desde un refriado comudn a cuadros graves por
sindrome respiratorio'>*617, El primer brote por SARS-CoV-2 se registré en
diciembre de 2019 en la ciudad de Wuhan en China, caracterizado por neumonia
viral atipica!®. A diferencia de sus predecesores es altamente transmisible lo que
lo llevd a una rapida y alta dispersion por todo el mundo. La OMS declaré
situacion de pandemia el 11 de marzo de 2020. El padecimiento causado por la
infeccibn de SARS-CoV-2 es denominado enfermedad por coronavirus 2019
(COVID-19)!°. A nivel mundial se informa, hasta febrero de 2022, 383.980.71
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casos confirmados y 5.696.881 defunciones por esta enfermedad, con una tasa
de letalidad del 2,3%%°. En México debido a la rapida evolucién de casos
confirmados y las muertes por la enfermedad, el 30 de marzo de 2020 se decretd
una emergencia de salud nacional, que contempla suspension de actividades no
esenciales, asi como la Jornada Nacional de Sana Distancia, uso de cubrebocas,
medidas de sanitizacion, pruebas diagndsticas y seguimiento epidemiolégico; en

base a un codigo por colores que corresponde al seméaforo epidemiolégico?!.

La dinAmica de transmision es por medio de goticulas y aerosoles de persona a
persona de forma directa al toser, hablar, cantar, respirar de pacientes infectados
ya sea sintomaticos o asintomaticos. Se pueden presentar 4 cursos de la
infeccion por SARS-CoV-2: asintomética, leve, moderada (requiere
hospitalizacion) y grave (se presenta SARS, falla multiorganica, neumonia
grave). Asimismo, varias caracteristicas individuales estan asociadas con una
mayor incidencia de enfermedad grave por COVID-19, como la edad avanzada,
inmunosupresion, embarazo avanzado; y comorbilidades, tales como
hipertension, diabetes, obesidad, tabaquismo, EPOC, enfermedades cronicas,

cardiovasculares, pulmonares, renales, hepaticas y neurolégicas. 22

El 15 de abril de 2020, los Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés), recomendaron que los adultos
mayores y la obesidad con un IMC de 40, podria tener un mayor riesgo de
complicaciones y enfermedades graves por COVID-1923, debido a su relacién
con una funcién inmunoldgica deteriorada, lo que afecta la inmunopatogénesis,
y disminuye la capacidad de reserva pulmonar dificultando la ventilacién. En
México la segunda comorbilidad asociada a un mayor riesgo de enfermedad
grave por COVID-19 es la obesidad.

Diversos estudios muestran que el riesgo por hospitalizacion, ingreso a la unidad
de cuidados intensivos, requerimientos de ventilacién y muerte son mayores con
el aumento del IMC?425 La leptina y adiponectina, hormonas y citocinas
derivadas de los adipocitos relacionadas con obesidad, vinculan el metabolismo
con la inmunidad y modulan la inflamacién pulmonar 26. Adicionalmente, los
factores genéticos individuales y de la poblacién son determinantes en el curso
de la enfermedad como lo son los polimorfismos de un solo nucle6tido (SNPs)
de leptina y adiponectina como LEP (-2548 G>A), LEPR (-GLN233ARG) y
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ADIPOQ (+276 G/T). Se ha documentado que estos SNPs parecen influir en la
inmunogenicidad deteriorada (disminucion de la respuesta de anticuerpos) en la
hepatitis B, el toxoide tetanico y las vacunas contra la influenza?’. Recientemente
se observé una fuerte correlacion de las clases de IMC con los titulos de
anticuerpos, la respuesta humoral fue mas eficiente en el grupo con IMC normal
frente al grupo con sobrepeso y obesidad (p<0,0001)%,

Desde febrero de 2020 comenzaron los esfuerzos para producir una vacuna
contra SARS-CoV-2. El 10 de diciembre de 2020 se aprueba, en tiempo récord,
para su uso en la poblacion de la vacuna BNT162b2 de Pfizer-BioNTech, la cual
hasta ahora ha demostrado una eficacia general del 95% y del 94% en el grupo
de alto riesgo de 65 a 85 afios?®. La vacuna desarrollada por Pfizer-BioNTech
esta basada en ARNm, cuyo desarrollo se remonta hace mas de 30 afios y ahora
son las primeras en ser administradas en humanos, mismas que han resultado
ser altamente seguras, eficaces y rentables; tanto en ensayos clinicos como en
el resto de la poblacién.3°

El 24 de diciembre de 2020 inici6 la vacunacion en México, con siete vacunas,
de acuerdo a la estrategia operativa de la Politica nacional de vacunacion contra
la COVID-19, enfocado en grupos prioritarios. Se ha documentado que las
vacunas contra el SARS-CoV-2 reducen la transmisién en el hogar 3y en las
comunidades®?. La principal funcién de la vacunacion es limitar la diseminacién
viral en el hospedado; es decir, acortar el desarrollo de una enfermedad grave,
lo que reduce la hospitalizacion, la muerte y la capacidad de transmitir el virus a
otras personas; hasta lograr su transicion a la endemicidad, es decir, que patrén
pandémico disminuye gradualmente produciendo enfermedad mas leve debido
a las multiples exposiciones a través de dosis de vacuna y / 0 una 0 mas

exposiciones a virus 333435,

Sin embargo, han surgido variantes de la preocupacion del virus responsable de
la COVID-19, con mutaciones en la proteina Spike, que lo hacen més resistente
a las vacunas. Tal es el caso de la variante Delta, detectada por primera vez en
octubre de 2020 en la India 'y en mayo de 2021 en México. Para el 17 de julio era
responsable de 65% de los casos de Covid-19, desplazando a las demas
variantes y es responsable de la tercera ola de COVID-19 en el pais®*.
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2.3 Caracteristicas de SARS COV-2: biologia y genoma

De acuerdo al andlisis filogenético de su genoma, el SARS-CoV-2 pertenece a
la familia Coronaviridae, género Betacoronavirus y el subgénero Sarbecovirus.
58 Se encuentran en una gran variedad de huéspedes susceptibles, es decir, que
cuentan con el receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2
(ACE2), como el cerdo, hurén, gato, pangolin, conejo, perro®’. ACE2 se expresa
en todo el cuerpo humano en el revestimiento de las arterias y venas, es
particularmente abundante en las células epiteliales alveolares tipo 2, células
epiteliales intestinales, células miocardicas y células renales®,

Es un virus de ARN monocatenario de sentido positivo unido A proteinas de la
nucleocapside (N) y rodeado por una envoltura lipidica que contiene proteinas
estructurales, tiene el genoma viral mas grande ,27-32 kb, con un didmetro de
80-160 nm?*. Codifica poliproteinas pplab, seis proteinas accesorias y cuatro

proteinas estructurales .

Membrana (M) Nucleocdpside(N)
Marco de lectura abierto (ORF)

ORFla No esiructural (nsp) 12416 Spike (S) M ORF7a ORF8 | N

|
5IUTR AAA 3'UTR

No estructural (nsp) 1-11 ORF1b ORF3a 3 ‘ ORF6 ORF7b M
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/
/
~ ~ $§-Secuencia de sefial
sifio ~~— NTD- Domiinio N-terminal
de \ RBD-Dominic de unién al receptor
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de wnion al ptor $1 > Subunidad de fusion de membrana $2 > $1/52-Sitio de escisién de proteasa 51/52
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CT-cola citoplasmdtica

Fig. 1 Diagrama esquematico de la organizacion genémica de SARS-CoV.2

Comprende el marco de lectura abierto (orf) 1a/b que codifican 16 proteinas no estructurales (nsp) y forman
el complejo de replicasa transcriptasa viral, proteinas estructurales que incluyen proteinas de pico (S),
envoltura (E), membrana (M) y nucleocapside (N), proteinas accesorias como orf 3a, 6, 7a, 7b, 8 y 10).
(Traduccién de: Ramesh, S., Govindarajulu, M., Parise, R. S., Neel, L., Shankar, T., Patel, S., Lowery, P.,
Smith, F., Dhanasekaran, M., & Moore, T. (2021). Emerging SARS-CoV-2 Variants: A Review of Its

Mutations, Its Implications and Vaccine Efficacy. Vaccines 2021, Vol. 9, Page 1195, 9(10), 1195.
https://doi.org/10.3390/VACCINES9101195)

Durante la replicacion, el virus genera un PAMP o patron molecular asociado a
patdgeno, como el RNA de doble hebra o dsRNA. Este patron es reconocido por
receptores celulares tipo Toll y desencadena la sintesis de interferon tipo 1y la
respuesta antiviral innata. Sin embargo, el coronavirus produce la ribonucleasa
nspl5, que rompe el PAMP, inhibiéndose la sintesis del interferén y, por tanto,
la sintesis de citoquinas proinflamatorias°.

SARS-CoV-2 tiene una cubierta de trimeros de proteina Spike o pico (S) cuyo

dominio de unién a receptor (RBD) se adhiere a la glicoproteina transmembrana
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Fig. 2 Ciclo replicativo del SARS-CoV-2 proceso de entrada del virus en la célula®t.

(Traduccién de: Cyranoski, D. (2020). Profile of a Spike, en especial su domino RBD es
killer: the complex biology powering the coronavirus
pandemic. Nature, 581(7806), 22-26.

https://doi.org/10.1038/D41586-020-01315-7)

altamente inmunogénico, en otras palabras, es

objetivo de los anticuerpos neutralizantes, que
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son clave para el disefio de vacunas, diagnésticos y terapias®.

ACE2 es una metaloproteinasa de 805 aminoéacidos, tiene un Unico dominio
catalitico extracelular. Es el péptido activo clave del sistema renina-angiotensina
(RAS) o del sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS). El SARS-CoV-2
produce el desequilibrio de ACE-2, lo que conduce a inflamacion por generacion

excesiva de angiotensina Il, ademas de, vasoconstriccion, la proliferacion

celular, fuga vascular y fibrosis pulmonar4647,

Una vez que el virus ingresa a las células, se traduce el genoma del ARN viral
en dos poliproteinas para la replicacion y proteinas estructurales. Las
glicoproteinas de la envoltura se insertan en la membrana del reticulo
endoplasmico o Golgi, y la nucleocapside se forma mediante la combinacion de
ARN gendmico y proteina de la nucleocapside. Por ultimo, las vesiculas que
contienen las particulas del virus se fusionan con la membrana plasmatica para

liberar el virus*84°,

2.3.1 Fisiopatologia de la COVID-19
El periodo de incubacion de COVID-19 suele estar entre 3 a 7 dias, aunque las

nuevas variantes delta y 6micron presentan periodos mas cortos. La transmision
de la infeccidn de persona a persona ocurre por pequefias goticulas respiratorias
expulsadas por una persona infectada por la boca o la nariz y los aerosoles
producto de la respiracion o procesos meédicos; otras posibles fuentes de
transmision son la difusién aérea y la ruta fecal-oral®°5,

De acuerdo con la CDC los sintomas mas frecuentes son fiebre o escalofrios,
tos, dolor de garganta, fatiga, dolores musculares o corporales, dolor de cabeza,
pérdida del gusto u olfato, congestién o secreciéon nasal, diarrea y vémitos®2.
Cuando la infeccion se extiende a los pulmones, se puede presentar neumonia,
en casos graves se presenta disnea, falta de aire o dificultad para respirar, shock
séptico, coagulacion intravascular y fallo multiorganico®:.

Puede infectar érganos cuyas células expresen el receptor, lo que genera
algunas de las complicaciones como dafio cardiaco, fallo renal, diarrea y
enfermedades neurolégicas®'>4. También se puede producir lesién indirecta por
una tormenta inflamatoria inducida por la respuesta inmune a la infeccién y / o

un desequilibrio del suministro de oxigeno®®.
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La patogenia en humanos inicia al unirse SARS-CoV-2 a las células epiteliales
de la mucosa del tracto respiratorio, en donde se replica y se extiende a las
células epiteliales alveolares de los pulmones, aunque el virus también puede
directamente a los pulmones y provocar neumonia sin los sintomas leves. Al
igual que virus como SARS-CoV vy la influenza, rompe la barrera celular que
divide los alveolos de los vasos sanguineos, lo que impide que el oxigeno llegue
ala sangre. Se acentua la linfopenia y hay una elevacion en los niveles de dimero
D (indicador de trastornos de la coagulacion, que se eleva en las neumonias e
inflamacién)®2°,

Una respuesta inmune robusta lo resolvera todo en algunos pacientes, pero la
reaccion exagerada del sistema inmunolégico puede empeorar el dafio tisular y
la inflamacién (se elevan los marcadores de inflamacion como ferritina),
provocando tormenta de citocinas que causa sindrome de dificultad respiratoria
aguda (SDRA) e insuficiencia respiratoria, insuficiencia organica multiple y la
muerte. La SDRA es la principal causa de muerte por COVID-194531,

2.3.2 Inmunidad
La inmunidad innata, la principal linea de defensa, en especial los macréfagos

alveolares y las células epiteliales reconoce ciertos componentes virales como
el RNA viral, mediante receptores intracelulares tipo Toll (TLR3 y TLR7). Esto
activa la liberacion de mediadores inflamatorios como citocinas y quimiocinas; e
interferones (IFN), moléculas inespecificas que median la respuesta inflamatoria,
aumentan la permeabilidad vascular, reclutan otros componentes del sistema
inmunitario y montan la respuesta de fase aguda 2°°6, La expresién de ACE2
puede aumentar debido a IFN.>” Mientras el virus ingresa a las células, su
antigeno enddgeno es reconocido por células presentadoras de antigeno (CPA),
que estimula la inmunidad adaptativa especifica e implica complejas
interacciones celulares, mecanismos de activacion, proliferacion y diferenciacién

de linfocitos T (inmunidad celular) y los linfocitos B (respuesta humoral).

La gravedad y la duracion de la COVID-19 depende de los mecanismos de
evasion del virus al reconocimiento inmunitario innato y la cinética de la
respuesta del sistema inmunitario adaptativo. La enfermedad grave por COVID-
19 se correlaciona a inmunopatologia pulmonar debida a la hiperactivacién de

las respuestas inmunitarias innata y adaptativa que induce una tormenta de
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citoquinas, provocada por altas cargas virales que desencadenan la tormenta de
citocinas y la falta de respuestas oportunas de células T. Los linfocitos T son
clave en la activaciéon de células B para producir Abs contras SARS-CoV-2,
reclutar células innatas, reparar tejidos y se han asociado con enfermedad grave

reducida®®.

La tormenta de citocinas es una respuesta inmune inflamatoria excesiva, sistémica,
mortal e incontrolada que resulta de la liberacion de grandes cantidades de citocinas
proinflamatorias (IFN-a, IFN-y, IL-1B3, IL-6, IL-12, IL-18, IL-33, TNF-a, TGFj, etc.) y
guimiocinas (CCL2, CCL3, CCL5, CXCL8, CXCL9, CXCL10, etc.) por células efectoras
como linfocitos, monocitos, células del endotelio y fibroblastos. 3459 Causa dafio tisular
debido a la disfuncién endotelial, vasodilatacién y fuga vascular por el reclutamiento de
células inmunes, su acumulacién en los tejidos infectados y la consecuente liberaciéon
de radicales citotdéxicos. Ademas, la funcién de barrera se ve comprometida lo que lleva
a la disfuncién microvascular del pulmén y el edema alveolar, limita el intercambio de
gases y favorece la coagulacion disminuyendo el flujo sanguineo. Se manifiesta en

casos graves por presentar hipoxia y progresiva SDRA 296061
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Fig. 3 Relacion temporal entre la carga viral, los sintomas y la positividad en las pruebas
diagndsticas

El inicio de los sintomas suele ser 5 dias después de la infeccion. En etapa temprana periodo asintomatico
o de incubacion, la carga viral podria estar por debajo del umbral de RT-PCR y la prueba puede dar
resultados falsos negativos, al igual que al final de la enfermedad. La seroconversion puede detectarse
desde el dia 5-7 después del inicio de los sintomas. (Traducida de: la Marca, A., Capuzzo, M., Paglia, T.,
Roli, L., Trenti, T., & Nelson, S. M. (2020). Testing for SARS-CoV-2 (COVID-19): a systematic review and
clinical guide to molecular and serological in-vitro diagnostic assays. Reproductive BioMedicine Online,
41(3), 483-499. https://doi.org/10.1016/J.RBM0O.2020.06.001)

De los 14 a 28 dias después de la infeccion se detectard una persona

seropositiva para anticuerpos IgG, IgA e IgM especificos para RBD, las proteinas
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Sy N. IgM e IgA son de corta duracion y se revierten a los dos meses del inicio
de la enfermedad. El Ab IgG se correlaciona con anticuerpos neutralizantes y es
un marcador de infeccién altamente especifico (100%) y sensible (97%) después
de 2 semanas desde el inicio de la enfermedad®%3. Multiples estudios
determinaron que las células B de memoria Spike estaban presentes al menos
~30 a 90 dias después de la infeccién®*.Ademas, se reporta que el SARS-CoV-
2 tiene la capacidad de inducir la hiperestimulacion del sistema inmunitario y
parecido molecular entre el virus y los componentes propios del huésped, lo que
lleva a la sintesis de multiples autoanticuerpos, que desencadena la aparicion de
enfermedades autoinmunes. Cabe destacar, que en un estudio 31 de 66 (47 %)
pacientes con enfermedad COVID-19 grave coagulopatia, habian producido
autoanticuerpos antifosfolipidos (APLA), los cuales se unen a las proteinas de la
membrana celular y provocan una disfuncién de la coagulacion®®.

En cuanto a la inmunidad celular inducida por SARS-CoV-2, incluye células T
auxiliares CD4 + (Th), las células T citotoxicas CD8 + (CTL) especificas de
SARS-CoV-2. Se propone que los sujetos que se recuperan a la infeccion
presentan células T de memoria de larga duracion reactivas, pues células T de
hace 17 afnos especificas de SARS-CoV mostraron una fuerte reactividad
cruzada con la proteina N del SARS-CoV-2. Ademas, estudios han detectado
inmunidad celular mayor a 6 meses después del inicio de los sintomas en el 50-
70% de los pacientes convalecientes por COVID-19; cuyos epitopos responden
a la proteina pico, membrana, nucleocapside, y ORF3a; aunque en poca
cantidad.346667.68  Asimismo, la infeccion por SARS-CoV-2 induce células
plasmaticas de médula 6sea (BMPC) de larga vida, especificas de S en
aspirados de médula 6sea en un estudio con 18 personas que se habian

recuperado de COVID-19 entre 7 y 8 meses después de la infeccién®®,
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Fig. 4 Respuesta inmune protectora contra el SARS-CoV-2.

SARS-CoV-2 se une al receptor ACE-2 a través de la proteina S. Los antigenos son captados por las células
dendriticas (DC), asi como la presencia de adyuvantes, y conducen a la presentacién del antigeno,
activando las células T efectoras y de memoria CD4+ y TCD8+. A su vez, la infeccién induce la liberacion
de citoquinas como IFN-y, favoreciendo el reclutamiento de infiltrados de células T. Los linfocitos T CD4+
que producen IFN-y, TNF-a e IL-2 generan una respuesta inmunitaria antiviral eficaz, que se potencia con
el interferon tipo | producido por las células dendriticas plasmocitoides (pDC). Los linfocitos T efectores
CD8+ producen moléculas citotoxicas como la granzima (GZM) y la perforina, que promueven la muerte de
la célula infectada. En cuanto a la respuesta humoral, hay una produccién inicial de IgM a corto plazo
generados por las células plasmaticas activadas, generalmente a través de un mecanismo independiente
de células T. La activacién de células B para producir IgG, es dependiente de células T. En este mecanismo,
la interaccion TCR-MHC-II y la liberacion de citoquinas (como IL-4) promueven la diferenciacién a células
plasmaticas y el cambio del isotipo del anticuerpo IgM a IgG. Los anticuerpos neutralizantes especificos de
S, inhibe la entrada del virus. IFN-y, interferén-gamma; IL, interleucina; TNF-a, factor de necrosis tumoral alfa.
(Traducida de: Ledn-Rodriguez, S. G. de, Hernandez-Rico, B., Olmo-Vazquez, G. del, Cruz-Davalos, |., Bonifaz, L. C.,
Le6n-Rodriguez, S. G. de, Hernandez-Rico, B., Olmo-Vazquez, G. del, Cruz-Davalos, I., & Bonifaz, L. C. (2020). SARS-
CoV-2: previous coronaviruses, immune response, and development of vaccines. Boletin Médico Del Hospital Infantil de
México, 77(5), 252-261. https://doi.org/10.24875/BMHIM.200001911)

2.4 Anticuerpos contra SARS-CoV-2

Los anticuerpos son proteinas, que interaccionan con secuencias especificas de

aminoacidos (epitopos) de las proteinas del virus al que estan atacando. El sistema

inmune puede generar anticuerpos contra diferentes epitopos del SARS-CoV-2, pero

dependiendo de donde esté el epitopo, el anticuerpo puede ser no neutralizante o

neutralizante. Algunos contribuyen a las funciones efectoras para eliminar el agente

infeccioso; mientras que otros, denominados anticuerpos neutralizantes (NAbs) son

capaces de neutralizar la infeccién viral o la replicacion al dirigirse, en el caso de

SARS-CoV-2, principalmente al unirse a Spike evitando su interaccién con el

receptor ACE2 del huésped. Otros NAbs, evitan los cambios conformacionales
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necesarios para la fusion al unirse con correceptores, bloqueando la escision

proteolitica o la fusion de la endosoma. 70:71.72.73

Evaluar anticuerpos neutralizantes (NAb) tiene aplicacion en la determinacién de la
respuesta protectora humoral individual o colectiva generada frente el SARS-CoV-2,
la eficacia de la vacunacion, asi como terapéuticas con plasma convaleciente (NAb
monoclonales)®®. Los niveles de anticuerpos neutralizantes son altamente
predictivos de la proteccion inmunolégica de la infeccion sintomatica por SARS-CoV-
274,

El isotipo de NAbs puede ser IgG o IgA, cabe sefialar que se ha observado en SARS-
CoV-2 una potencia de neutralizacién 50 veces mayor para la subclase 1gG37°. Los
NAbs se unen por su region llamada fragmento de unién al antigeno (Fab) a los
epitopos de SARS-CoV-2, en los que predominan el RBD de la proteina S y la
proteina N76.

En cuanto a la respuesta humoral IgG inducida por la vacuna ARNm BNT162b2, se
reportan titulos variables en un rango de entre 3 y 14 semanas después de la
segunda dosis de vacuna y posteriormente disminuye en los siguientes 2 meses con
una vida media de ~ 28 a 33 dias, otro estudio menciona que decrece de 3 a 6 meses
después de la vacunacion’’. Esta reaccién es similar a la provocada por la infeccién
natural en pacientes recuperados de COVID-19 a los 1,3 meses, cuyos los niveles
de NAbs comienzan a disminuir después de 6 a 8 meses’8.Es importante mencionar
gque BNT162b2 produce células B de memoria especificas de S que persisten 6
meses después de la vacunacion’ y linfocitos T (CD8 *y CD4 *) del fenotipo de
memoria efectora han sido identificados ocho semanas después del esquema
completo con Pfizer que producen una respuesta anamnésica rapida °’. Los
anticuerpos monoclonales IgA han probado ser tan efectivos como los IgG en
ensayos de union y neutralizacion in vitro, ademas de desempefia un papel

importante en la proteccion de las superficies mucosas®0-8%-

Finalmente, otros anticuerpos pueden facilitar la entrada del virus en células que
carezcan de receptores para €l, si poseen receptores para la parte inespecifica de
las inmunoglobulinas (receptor Fc (FCR) o del complemento), como ocurre con los

macroéfagos, neutréfilos y algunas poblaciones linfocitarias®. ElI complejo virus-
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anticuerpo es internalizado por endocitosis en la célula y la replicacion viral puede
continuar debido a que el anticuerpo no bloquea la inefectividad. Esto se conoce
como mejora dependiente de anticuerpos (ADE) y potencia la infeccion viral por
funciones efectoras de los anticuerpos no neutralizantes (nnAbs)®. Se ha
documentado para muchos virus, incluidos los virus del dengue, Zika y SARS-CoV-
184, Se desconoce si la ADE contribuye a la patogenia de la COVID-19, aungque se
ha demostrado in vitro que algunos anticuerpos monoclonales anti-RBD y anti-S1 del
SARS-CoV-2 inducen efecto ADE a través del FcyR, pero al evaluar el suero
policlonal de individuos convalecientes la replicacion viral no es significativa, lo que
podria sugerir que la concentracibn de monoclonales de ADE no es lo

suficientemente alta8> 73,

Por otro lado, se ha demostrado que los anticuerpos aislados de personas con
infeccion por SARS-CoV-1 tienen neutralizacion cruzada para SARS-CoV-2, y
viceversa’?. La evaluacién de NAbs frente a las nuevas variantes del SARS-CoV-2
es fundamental para determinar la efectividad de la respuesta inmune, debido a que
se pueden presentar mutaciones que promueven el escape viral a los NADs.
Centrando los esfuerzos a la busqueda de NAbs dirigidos a epitopos altamente

conservados®b.

2.4.1 Vacuna ARNm BNT162b2 de Pfizer-BioNTech contra SARS-CoV-2

En la actualidad, se han administrado ampliamente distintas vacunas para
inmunizar a la poblacion contra SARS-CoV-2 en diferentes paises, incluyendo
México; aungue existen 8 tipos de vacunas, las primeras en ser aprobadas en
cuestion de meses y que han demostrado mayor eficacia en la prevencion del

COVID-19 sintomatico, son las de tipo ARNmM?&7:88.89,
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Tabla 2 Caracteristicas de la vacuna BNT162b2 de Pfizer-BioNTech contra SARS-CoV-2

Cost
Vacuna Plataforma Dosis esquma Tiempo .. osto
. - . Composicion por
(Farmaceutica) de disefio completo entre dosis X
dosis
Un Aacido ribonucleico mensajero sintético
(ARNm) que codifica la proteina espiga del
SARS-CoV-2, lipidos ((4-
2 Intramuscular hidroxibutil)azanediil)bis(hexano-6,1-diil)bis(2-
BNT16b2 ARNm (el vial de 30 pg de 3-6 hexildecanoato), 2-[(polietileno glicol)-2000]- 19.50
Pfizer/BioNTech 5-7 dosis, 0,3 ml semanas N,N-ditetradecilacetamida, 1,2-diestearoil-sn- ddlares
por dosis ) glicero-3-fosfocolina y colesterol), cloruro de

potasio, fosfato de potasio monobasico,
cloruro de sodio, fosfato de sodio dibasico
dihidrato y sacarosa

La vacuna BNT162b2 desarrollada por Pfizer-BioNTech, cuyas dosis de 30 pg
utilizan una cadena de ARNmM dentro de una capa lipidica. Aunque puede
producir reactogenicidad leve a moderada como dolor en el lugar de la inyeccion,
fatiga, fiebre y dolor de cabeza, es transitoria y por tanto segura. Su eficacia fue
95% en la prevencion de Covid-19 grave, 7 dias después de la segunda dosis *°.
El ARNm codifica la proteina de pico (S) con 2 mutaciones de prolina para
obtener la forma estabilizada de prefusién, lo que la vuelve mas inmunogénica
que la del virus de tipo salvaje y la capa lipidica evade la respuesta innata y
permite la absorcién eficiente en célula °1°2; una vez que el ARNm ingresa a
nuestras células, utiliza la maquinaria celular para producir esta proteina y
liberandola al exterior donde actian como antigeno la proteina Sy el RBD , es
decir, como molécula extrafia que desencadena una respuesta inmune IFNy * o
IL-2 y humoral, con titulos de anticuerpos neutralizantes altos y a largo plazo
respuestas de células By T (CD4 +y CD8 +) de memoria®®%9%, En caso de
contacto con SARS-CoV-2 se activan rapidamente, lo que aumenta el control de
la replicacion viral inicial y limita la diseminacion viral en el hospedador; como
consecuencia, se previene la enfermedad grave, menos hospitalizacion y

muerte, se reduce la capacidad de transmitir el virus®®.

Se observé memoria inmunitaria humoral y celular en individuos vacunados con
BNT162b2, equivalentes a los de los individuos que se recuperaron de una
infeccidén natural, que persiste por al menos 8 meses después de la aparicion de
los sintomas o la inmunizacion 81797 Las respuestas de anticuerpos

neutralizantes para la proteina estructural de pico S, la nucleocapside y el RBD,
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1 semana después de la segunda dosis de vacuna y disminuye de 3 a 6 meses
después con una vida media de 28 a 33 dias. Otro estudio observa respuesta
después de 2 a 5 semanas del esquema completo de vacunacion, pero se reduce
al 50 % a partir de los 39 dias, su presencia en suero disminuye mas rapido que
en la infeccién natural®®99:100.101 = Asi mismo, se ha identificado respuesta inmune
a largo plazo mediada por células B de memoria especificas tanto para la
proteina S como para el dominio RBD, entre 3 y 14 semanas después de la
segunda dosis de la vacuna de ARNm y respuesta de células T CD4 +y CD8
+102 Del mismo modo se encontraron respuestas inmunes funcionales contra las
variantes virales Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351) y Delta (B.1.617.2)3 En
resumen, BNT162b2 provoca una respuesta inmunitaria adaptativa
poliespecifica contra epitopos que se conservan en una amplia gama de
variantes incluidas las nuevas variantes actuales de preocupacion (VOC por sus

siglas en inglés) de SARS-CoV-2, en dosis bien toleradas. 194105

Respuesta inmunitaria Vacuna RNAM
Célula presentadora de antigeno (CPA) .’.-"“"‘\. )
especializada que engulle al virus g - El ARN a menudo esid encerade
y muestra porciones de él para activar i €n una capa de |lp|d°§( para que
las célulos T colaboradoras s ! pueda ingresar a las células.

*,_-“ § Destruye las
Las células T auxiliares activan ofras g células infectadas
respuestas inmunitarias: las células B RNA m
producen anlicuerpos que pueden
impedir que el virus infecte las células,
asi como marcar el virus para su
destruccién.
Las células T citotéxicas identifican y e Péptido de pico /
destruyen las células infectadas por virus. 4 de corenavirus

]
Lrd = / 7 > Células By T de
‘-*am-., Y, E | 7 Célula T citotéxica memoria de larga
Fan " z CPA € . duracién que
SR 1 » o4 reconocieron el virus
!j Célula T helper F— > pueden patrullar el
- 4 P cuerpo durante meses
A Xy " h
- ¥l 'y o afios, proporcienando
;- » 4 / Anticuerpo=~,, 7. inmunidad.
5 ot at \ anti-§ _4'5'1 '}f‘?
/ e >

Proteinas virales S
3 Evita que el virus se

adhiera o lo marca
para su destruccién

Célula B
Fig. 5 Respuesta inmunitaria de las vacunas basadas en ARN m.
El acido nucleico se inserta en las células humanas, que luego producen copias de la proteina espiga del
virus y provoca una respuesta inmune. (Tomada y modificada de Callaway, E. (2020). The race for

coronavirus vaccines: a graphical guide. Nature, 580(7805), 576-577. https://doi.org/10.1038/D41586-020-
01221-Y)

2.4.2 Proteina N de SARS-CoV-2
La proteina de la nucleocapside (N) es una fosfoproteina de 419 aminoéacidos de

largo, conservada evolutivamente y multifuncional; responsable del
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empaquetamiento del ARN, la regulacion de la sintesis de ARN durante la

replicacion, transcripciéon y modulacion del metabolismo celular del huésped. 106

Proteina Spike (S)

Proteina de membrana (S)

Nucleocépside (N) |

Proteina de envoltura (E)

Fig. 6 Estructura del SARS-CoV-2

La proteina N es altamente antigénica e inmunogénica, con una vida mas larga.
Se ha encontrado altos niveles de anticuerpos anti-proteina N en sueros en
pacientes con infeccion previa por SARS-CoV-2, por lo que se utiliza en ensayos
serolégicos, como en ELISAY?, Es mas sensible para infecciones tempranas que
la proteina pico, ya que puede detectarse hasta 1 dia antes de la aparicién de
los sintomas clinicos. En un estudio que compara la sensibilidad y especificidad
de las proteinas N y S concluyeron que las especificidades de estos dos
antigenos eran generalmente comparablesi®. En un metandlisis con 24
articulos se encontré que la deteccion serologica de anticuerpos contra SARS-
CoV-2 resumida para ELISA present6 una sensibilidad del 86 % (IC: 82—-89%) y
una especificidad del 99% (IC: 98—100%)°°.

2.4.3 Variantes virales del SARS CoV-2: El caso de la variante Delta
Los virus estan en constante evolucion, es decir, adquiere mutaciones durante

la replicacion viral. Una mutacion es cualquier cambio, como una sustitucion,
eliminacién o adicién, en la secuencia genética de un virus en comparacion con
la secuencia normal. Los virus de ARN tienen una gran capacidad de mutar, es
decir, son capaces de corregir errores de mutacion deficiente y mayor capacidad
para adaptarse a nuevos huéspedes. Una variante es una cepa de virus con una
coleccién de mutaciones. Una pequefia proporcion de las mutaciones afecta las
propiedades funcionales del virus, que pueden hacerlo ser mds o menos
virulento, segun la composicion alterada. Especialmente las mutaciones que
ocurren en la proteina Spike (S), podrian afectar la entrada del virus en las

células diana y la eficacia de la proteccidén de anticuerpos. La OMS clasifica las
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variantes en: Variantes de preocupacion (VOC por sus siglas en inglés),
variantes de interés (VOI por sus siglas en inglés) y Variantes con alerta de
vigilancia reforzada, que son las que monitorea el INDRE en México,

dependiendo del nivel de amenaza que representen para la salud pablicatt®,

Las variantes VOC son aquellas que se ha demostrado que estan asociadas con
un aumento de la transmisibilidad, la virulencia, cambio en la presentacion de la
enfermedad clinica o disminucion de la eficacia de las medidas de salud publica
y sociales o diagnésticos disponibles, vacunas o terapias®.

Propiedades de las variantes de preocupacién (VOC)

(variante (vari.cln_!e (var?;:.ll;:’e] ?r.12dic:)
Sudafricana) brasilena) Delta
Beta Gamma
Transmisibilidad H + ++ +Ht
Tasa de ataque secundario + Posible Posible o
Gravedad ++ Posible Posible 4+
Reinfeccién Improbable Posible + +
Evasidn inmune T + ++
Efectividad de la vacunacién ~ Alta Reducida Reducida Reducida

Fig. 7 Propiedades de las Variantes Actuales de Preocupacion.

La gravedad esta determinada por un mayor riesgo de hospitalizacion y un mayor riesgo de mortalidad.
(Traducido de: Ramesh, S., Govindarajulu, M., Parise, R. S., Neel, L., Shankar, T., Patel, S., Lowery, P.,
Smith, F., Dhanasekaran, M., & Moore, T. (2021). Emerging SARS-CoV-2 Variants: A Review of Its
Mutations, Its Implications and Vaccine Efficacy. Vaccines 2021, Vol. 9, Page 1195, 9(10), 1195.
https://doi.org/10.3390/VACCINES9101195)

La variante Delta (B.1.617) es altamente contagiosa, evade la inmunidad mejor
que las variantes existentes, causa una enfermedad grave y es mas resistente a
las medidas preventivas, tratamientos y vacunas. Cuenta con un total de 13
mutaciones, de las cuales ocho se encuentran en la proteina S, en especial las
mutaciones E484Q, L452R y P681R aumentan la transmisibilidad en
aproximadamente un 60 % que la variante Alpha (B.1.1.7) y de evasion del
sistema inmunoldgico, al mejorar la afinidad de union del virus al receptor
ACE2100111  Delta escapa a los anticuerpos monoclonales y policlonales

neutralizantes provocados por una infeccion previa con SARS-CoV-2 o por
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vacunacion. Los anticuerpos obtenidos de individuos vacunados, con dos dosis
de la vacuna BNT162b2 mostraron una reduccion de 2,5 veces para la
neutralizacion de B.1.617.2 y con una eficacia reducida a un 88 % tras la
vacunacion con Pfizer''2, De manera similar, los anticuerpos de pacientes
previamente infectados con esta variante fueron aproximadamente un 50 %
menos efectivos en comparacion con las variantes anteriores!'3. La vacunacion
de individuos convalecientes impulso la respuesta inmunitaria humoral muy por
encima del umbral de neutralizacion. Ademas, ha habido varios informes de

reinfeccion con esta variante.114

2.50besidad
La obesidad es una enfermedad crénica multifactorial en la que estan

involucrados aspectos genéticos, ambientales y de estilo de vida, que
condicionan al desequilibrio entre energia obtenida a través de los alimentos y
su gasto, conduciendo a la acumulacién anormal o excesiva de grasa (tejido
adiposo) que puede ser perjudicial para la salud. Debido a su creciente
prevalencia en la actualidad alcanza proporciones epidémicas y representa un
serio problema de salud publica. Los principales factores de riesgo identificados
son la inactividad fisica, el sedentarismo, la ingesta de alimentos con alta
densidad energética y en grandes porciones (procesados y comida rapida (fast
food), el consumo de refrescos y bebidas azucaradas, y una frecuente ingesta
de alimentos entre comidas.1>116

Los indicadores mas utilizados para identificar a personas con sobrepeso u
obesidad son el indice de masa corporal (IMC) y la circunferencia de cintura. La
clasificacion de IMC (kg/m2) de la OMS es un indicador simple de la relacion
entre el peso y la talla. Se calcula dividiendo el peso de una persona en kilos por
el cuadrado de su talla en metros (kg/m?). Define el sobrepeso y la obesidad
como se indica a continuaciéon!!’:

e sobrepeso: IMC igual o superior a 25.
o oObesidad: IMC igual o superior a 30.

Mientras que la clasificacion del perimetro de cintura de la norma oficial
mexicana permite conocer cuales adultos tienen obesidad abdominal, ya que
esta asociada a un mayor riesgo de infartos y otras enfermedades como la

diabetes y la hipertension arterialt,
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Tabla 3 Clasificacion de obesidad por IMC y circunferencia en adultos

(Tomada de: Rivera Dommarco Ja, Colchero Ma, Fuentes ml, Gonzalez de Cosio Martinez T,
Aguilar Salinas Ca, Hernandez Licona G, Barquera S (2018). La obesidad en México. Estado de
la politica publica y recomendaciones para su prevencion y control. Cuernavaca: Instituto Nacional
de Salud Publica)

Cuadro I. Clasificacion de obesidad por IMC y circunferencia de cintura en adultos

Clasificacién por IMC de acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y a la Norma Oficial Mexicana (NOM)

5 Obesidad
Fuente Bajo peso Normal Sobrepeso
Grado | Grado I Grado lll
OMS <185 185-249 250-299 300-349 350-399 >40.0
NOM 250-299 >30
0 225 en adultos de baja talla
02z23y<25
en adultos
de baja talla *

Obesidad abdominal de acuerdo con los criterios de la Norma Oficial Mexicana
Hombres >90cm

Mujeres >80cm

IMC = Peso actual (kg)/ estatura (m)2.
* Baja talla = estatura menor a 1.50 metros en la mujer adulta y menor de 1.60 metros para el hombre adulto.

El tejido adiposo almacena el exceso de energia como triglicéridos en los
adipocitos a través de un aumento en su numero (hiperplasia) o un aumento en
su tamano (hipertrofia). En la obesidad hay una disfuncion del tejido adiposo
causada por la hipertrofia e hiperplasia, que provoca cambios celulares y
moleculares en procesos metabdlicos, inflamatorios y hormonales. Se ha
demostrado que los individuos obesos presentan inflacion cronica de bajo grado,
asi como una respuesta deficiente a las infecciones, la vacunacion y las terapias

para las enfermedades autoinmunes.16.119

2.5.1 Relacién entre obesidad y COVID-19: el papel de la leptina y la
adiponectina
Se han informado mudltiples mecanismos para describir la relacién entre la

obesidad y el aumento del riesgo de enfermedad grave y mayor mortalidad en
COVID-19. Principalmente, la obesidad influye en la fisiologia respiratoria debido
a factores mecéanicos y la desregulacion de la respuesta inmune. El exceso de
grasa corporal en el mediastino, las cavidades abdominal y toracica dificulta la
mecanica de la respiracibn y altera la perfusion pulmonar (reserva
cardiorrespiratoria). Por otro lado, en la obesidad hay aumento en los niveles de
citocinas como interleucina (IL)-1, IL-6, IL-17 y el factor de necrosis tumoral a.,
ademas de interferon (IFN)-y +, células T colaboradoras tipo 1 y las células T
CDS8 +, que, al adquirir COVID-19, pueden incrementar la respuesta inflamatoria,

lo que aumenta el riesgo de una "tormenta de citocinas” y trombosis.
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Especialmente, la IL-6 evidencia la inflamacion de bajo grado, al relacionarse
con el aumento de proteina C reactiva en suero, y con la respuesta de
anticuerpos al inducir la produccion de IL-21 por las células T CD4 + necesaria
para la produccién de anticuerpos de células. Ademas, los individuos obesos
tienen muchos mas receptores ACE-2 en la superficie de los adipocitos que, en

el pulmén; esto puede hacerlos més vulnerables a la infeccion por SARS-CoV-2

y un reservorio viral potencial

prolongada. 120,121,122,123
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Fig. 8 Mecanismos en pacientes obesos durante la infeccién por SARS-CoV-2.
ACE-2 enzima convertidora de angiotensina 2, IL-6 interleucina-6, IL-10 interleucina-10, factor de necrosis
tumoral TNF-a, proteina C reactiva CRP, sindrome de dificultad respiratoria SARS. (Traduccion de: Aghili,
S. M. M., Ebrahimpur, M., Arjmand, B., Shadman, Z., Pejman Sani, M., Qorbani, M., Larijani, B., & Payab,
M. (2021). Obesity in COVID-19 era, implications for mechanisms, comorbidities, and prognosis: a review

and meta-analysis. International Journal of Obesity 2021 45:5, 45(5), 998-1016.
https://doi.org/10.1038/s41366-021-00776-8)

El tejido adiposo tiene una importante funcién enddcrina secretando a partir de
los adipocitos multiples adipocitocinas o adipocinas (quimioquinas, citoquinas y
hormonas), que se producen y liberan en proporcion a la cantidad de tejido
adiposo visceral en el cuerpo. Regulan la homeostasis energética, la inflamacién
y el almacenamiento de triglicéridos. Cuando el paciente presenta obesidad
incrementan los niveles de adipocinas/citoquinas proinflamatorias como la

leptina (que se asocia con un estado de resistencia a la leptina) y disminuyen las

32



adipocinas antiinflamatorias como la adiponectina, igualmente estas adipocinas
modulan la inflamacion pulmonar y promueven la resistencia a la

inSUlina.121’122’124

La hormona leptina es un miembro de la superfamilia IL-6, de 16 kD y 167
aminodcidos. La sefializacidén de leptina estd mediada por el receptor de leptina
(LEPR), una glicoproteina transmembrana miembro de la superfamilia de
receptores de citoquinas de clase | (gp130) de 150 kDa, que se expresa en la
superficie celular de las células T (Treg), B, asesinas naturales (NK), mastocitos,
macrofagos, monocitos y células dendriticas. La leptina actia a través de
sefales en el hipotdlamo como saciedad al regular negativamente los péptidos
orexigénicos que estimulan la ingesta de alimentos y potencia los péptidos
anorexigénicos, los cuales, estimulan el gasto de energia. El nivel de leptina
circulante es proporcional al tejido adiposo, pero con el avance de la edad, se ha
demostrado que las concentraciones de leptina aumentan de manera
desproporcionada, lo que conduce a la resistencia a la leptina y en la reserva de

células T virgenes. 129.122,125

La leptina también es producida por otros tejidos, de los que conviene destacar
las células epiteliales bronquiales, los neumocitos tipo Il y los macréfagos
pulmonares, asi como su receptor, en donde juega un papel importante en la
salud pulmonar.t?6

La leptina actia directamente sobre las células hematopoyéticas (es decir, las
células auxiliares CD4+, las células T y B citotoxicas CD8+) a través de su
interaccion con el receptor de leptina unido a la membrana (LEPR) y la
sefalizacion posterior a través de la via JAK2/STAT3, para mediar en el nimero
y la funcion de las células inmunitarias. También actia sobre los
monocitos/macrofagos e induce la quimiotaxis de los neutréfilos y la liberacion
de radicales de oxigeno. Ademas, sesga la induccion de células Th (Thl) hacia
un fenotipo proinflamatorio, las células T citotoxicas Th17 y disminuye las
células T reguladoras. También se ha demostrado que la leptina inhibe la
apoptosis de las células del sistema inmunitario. Asi, la leptina modula las
respuestas inmunitarias tanto innatas como adaptativas. También parece tener

efectos sobre la funcién de las células B pancreaticas y, la leptina inhibe
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directamente la union de insulina por parte de los adipocitos, lo que contribuye a

la resistencia a la insulina. (Koebnick et al. 2006). 120.125.127
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Fig. 9 Relacion entre la infeccion viral y la funcion de la leptina en obesidad.

Los productos codificados por virus antagonizan las vias de sefializacion de IFN y la actividad bioguimica
de las proteinas celulares inducidas por IFN para frustrar la defensa antiviral del huésped. En los linfocitos
activados, la oxidacion de lipidos se regula a la baja y la glucélisis aumenta en presencia de oxigeno junto
con la oxidacién de glutamina para producir los precursores biosintéticos necesarios para el rapido
crecimiento y proliferacién celular. La leptina sefiala a través de las vias Jak/STAT y Akt, entre otras, para
mediar en el nimero y la funcién de las células inmunitarias. La desregulacion de la leptina en la obesidad
tiene efectos perjudiciales durante una infeccion. (Traducido de: Rebello, C. J., Kirwan, J. P., & Greenway,
F. L. (2020). Obesity, the most common comorbidity in SARS-CoV-2: is leptin the link? International Journal
of Obesity 2020 44:9, 44(9), 1810-1817. https://doi.org/10.1038/s41366-020-0640-5)

Durante una infeccion, la activacion de las células T se acompafia de altos
requerimientos de energia para apoyar la biosintesis, proliferacion vy
diferenciacion, pero la resistencia a la accion de la insulina en los adipocitos de
pacientes obesos, puede contribuir a un suministro de energia insuficiente para
que las células T. Si la energia es insuficiente, las células T adoptan un estado
de hiporrespuesta, que se conoce como anergia, o un estado de falta de

respuesta, que se denomina agotamiento .12

La adiponectina, el producto génico del transcrito 1 del gen mas abundante del
tejido adiposo (apM1) es una proteina producida exclusivamente por los
adipocitos, es la adipocina mas abundante en el plasma humano y numerosos
estudios demuestran sus efectos antiinflamatorios, antioxidantes vy
sensibilizantes a la insulina. Se ha informado que los receptores de adiponectina

(AdipoR) 1y AdipoR2 se reducen en la resistencia a la insulina relacionada con
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la obesidad. Asimismo, la adiponectina induce la produccion de antagonistas de
los receptores de IL-10 e IL-1 y reduce la produccién de TNF-a e IL-6, estimula
la oxidacion de acidos grasos, induce la activacion de LPL, lo que mejora la
eliminacién de VLDL y reduce los niveles de triglicéridos en plasma; puede
funcionar como un adipostato en la regulacion del balance energético. La
utilizacién de glucosa a través de la activacion de AMPK en el higado y el
musculo esquelético. La adiponectina aumenta la oxidacion de acidos grasos y
reduce la sintesis de glucosa en el higado. La adiponectina aumenta la oxidacién
de acidos grasos y reduce la sintesis de glucosa en el higado. Beneficia la
sensibilidad a la insulina a través de dos receptores, ADIPOR1 y ADIPOR2. La
interrupcion simultdnea de ADIPOR1 y R2 suprime la union y la actividad de la
adiponectina, lo que lleva a la resistencia a la insulina y la intolerancia a la

g|ucosa_122,127,128

2.5.2 Polimorfismos LEP (-2548 G>A), LEPR (-GLN223ARG) Y ADIPOQ (+276
G/T)

Existe un gran numero de genes que codifican proteinas y metabolitos
implicados en el balance energético y la formacion de tejido adiposo, que pueden
modificar el efecto biologico final de la adipocina y su receptor. Estudios de
asociacion del genoma completo (GWAS) encontraron que solo ~2% de la
variabilidad del IMC puede explicarse por polimorfismos comunes de un solo
nucleétido (SNP). Ademas, la obesidad podria ser un trastorno hereditario de la
homeostasis energética. La heredabilidad del IMC se ha estimado en un 40-70%.

129

El gen de la leptina (LEP), homologo del gen OB en ratones, se encuentra en el
cromosoma 7931.3 y la longitud de su ARNm en el tejido adiposo es de 4,5 kb.
El SNP LEP -2548G/A (rs7799039) donde el nucleétido de guanina (G) es
sustituido por adenina (A) es en la posicion de nucleétido -2548 aguas arriba del
sitio de inicio ATG en la region promotora 5' del gen LEP. LEP -2548G/A se ha
asociado con un aumento de la produccién y secrecion de leptina por parte de
los adipocitos, estudiados para asociaciones con obesidad, cancer e
hipertension. Parece influir en la transcripcion, expresion y secrecion de leptina,
de modo que los portadores del genotipo AA tienen el doble de tasa de secrecion

de leptina’y un 60 % mas de transcripcidén de ARNm de leptina que los portadores
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Fig. 10 Estructura y organizacién del gen de la leptina (LEP).
(Traducida de: Lee, A. K., & Bishop, J. R. (2011). Pharmacogenetics of leptin in antipsychotic-associated

weight gain and obesity-related complications. Http://Dx.Doi.Org/10.2217/Pgs.11.45, 12(7), 999-1016.
https://doi.org/10.2217/PGS.11.45)

El gen LEPR se mapea en el cromosoma 1p31. La transcripcién de LEPR se
empalma alternativamente en varias isoformas diferentes que comparten los
mismos dominios extracelulares y transmembrana. La Unica isoforma larga
conocida (también conocida como LEPRb u OB-RL) esta involucrada
principalmente en la sefalizacion hipotaldmica, mientras que se cree que las
isoformas cortas (OB-R, también conocidas como LEPRa, LEPRc y LEPRd)
median el transporte de leptina. El receptor de leptina soluble (sOB-R o LEPRe)

solo tiene el dominio extracelular y circula por la periferia. 132

El polimorfismo GIn223Arg (rs1137101), donde glutamina (GlIn) es sustituido por
arginina (Arg) en la posicion 223 del ex6n 6 (codificante del dominio extracelular)
en el gen del gen LEPR, sugiere que los cambios conformacionales pueden tener
una disminucién de su funcion enzimatica ya que es un receptor de tipo tirosina
guinasa de JAK2, promoviendo la resistencia a la leptina y, por tanto, una
sefializacion de leptina atenuada. En consecuencia, los adultos portadores del

alelo G muestran un aumento de peso mas significativo a lo largo de los afos y

es un marcador de masa grasa, obesidad y aumento del IMC.131:132
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Fig. 11 Estructura y organizacion propuestas del gen del receptor de leptina (LEPR).

Los exones 1y 2 no codifican, pero tienen el potencial de formar estructuras secundarias. El exén 3 contiene
el codon de iniciacion. Los exones 3-17 codifican el dominio extracelular que poseen todas las isoformas;
este dominio extracelular tiene una longitud de aproximadamente 816 aminoacidos. El exdn 18 codifica el
dominio transmembrana, que comprende aproximadamente 23 aminoacidos. Los exones 19 y 20 codifican
el dominio intracelular. El sitio de empalme propuesto se encuentra entre el exén 19y el intrén 19. Estructura
y funcién de isoformas del receptor de leptina: LEPRa: sin dominio intracelular; facilita el transporte de
leptina a través de la barrera hematoencefalica. LEPRb: dominio intracelular completo necesario para la
sefializacion celular a través de las vias JAK2/STAT3 y fosfoinositida-3 cinasa; contiene 203 o 303 residuos
de aminoécidos intracelulares. LEPRe es la forma soluble de leptina que se cree que inhibe la accion del
transportador de LEPRa y circula por todo el cuerpo. Las isoformas se forman mediante empalme o edicion
postraduccional. (Traducido de: Lee, A. K., & Bishop, J. R. (2011). Pharmacogenetics of leptin in
antipsychotic-associated weight gain and obesity-related complications.
Http://Dx.Doi.0rg/10.2217/Pgs.11.45, 12(7), 999-1016. https://doi.org/10.2217/PGS.11.45)

El gen de la adiponectina (ADIPOQ) esta localizado en el cromosoma 3q27. El
SNP +276G>T (rs1501299) donde una sustitucién de la base guanina (G) cambia
atimina (T) en la posicion 276 del intrén 2 en el gen de la adiponectina (ADIPOQ)
y actia como potenciador. El alelo G de rs1501299 se asocia a obesidad, una
menor sensibilidad a la insulina, niveles mas bajos de adiponectina y un aumento
de los lipidos en sangre. Por el contrario, portadores del alelo T tienen niveles

mas altos de adiponectina y, como resultado, un IMC mas bajo.*33

¢iEn 1IN EN | P

Fig. 12 Estructura y organizacién del gen adiponectina (ADIPOQ).
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4. Planteamiento del problema

La enfermedad por Coronavirus 2019 (COVID-19) progresa a cuadros graves y
criticos en los adultos mayores de 60 afios, debido a una menor capacidad de
respuesta inmune, producto de la inmunosenesencia, y la presencia de
comorbilidades como la obesidad, enfermedad de alta prevalencia en el Estado de
México, especialmente se observa un incremento del tejido adiposo en mujeres
postmenopausicas. Por tanto, la evaluaciéon de la eficacia de la respuesta inmune a
la vacunacién en los principales grupos de riesgo, es clave para la toma de

decisiones preventivas.

Asimismo, los factores genéticos como como lo son polimorfismos genéticos SNP
relacionados a la desregulacion de las adipocinas en obesos: leptina y adiponectina,
son clave en los cambios fisiolégicos causados por el aumento de peso y las
respuestas inmunitarias alteradas que aumenta la gravedad de la COVID-19 y

pueden afectar la inmunidad inducida por la vacuna.

Este trabajo propone determinar seroprevalencia de IgG de acuerdo al IMC al tercer
y cuarto mes de la vacunacion con dos dosis de BNT162b2 (Pfizer-BioNTech) y
determinar si hay una asociacion significativa con polimorfismos de genes de
obesidad en mujeres mayores de 60 afios de los municipios de Toluca y Metepec

del estado de México.

Abordar este problema brindard una comprension matizada del estado inmune
humoral de una importante subpoblacion de riesgo tras vacunacion, considerando
Su caracterizacion y evaluacion clinica (biometria hematica quimica sanguinea), asi
como, la influencia de la obesidad (indice de masa corporal y polimorfismos de un

solo nucleétido) en la respuesta de IgG.

5. Justificacion
En los ultimos afios las enfermedades infecciosas emergentes provocadas por
patdgenos de origen zoondtico, se han convertido en un gran problema de salud
publica, tal es el caso de la situacién de emergencia por la enfermedad COVID-
19 causada por el virus respiratorio SARS-CoV-2, que puso a prueba los
sistemas de salud, la toma de decisiones gubernamentales, la investigacion y

desarrollo cientificos.

Una de las estrategias mas importantes es la inmunizacién a través de la
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vacunacion, que elimina el componente de tiempo para la generacion de
inmunidad protectora, ya que ocurre mucho antes de la infeccion, lo que le da
tiempo al sistema inmunitario adaptativo para responder, expandirse y madurar,
siendo clave para prevenir el desarrollo de la enfermedad grave. Aunque los
ensayos clinicos aleatorizados de vacunas basadas en ARNm, como la vacuna
Pfizer-BioNTech, informaron eficacia de 94-95% para prevenir el coronavirus
2019, solo se contempl6 una pequefa cantidad de subpoblaciones. Por lo que
es importante evaluar los programas de vacunacion a nivel regional,
considerando las caracteristicas particulares de la poblacién, como la presencia
de comorbilidades y clinicas (biometria hematica, quimica sanguinea) que

influyen en la efectividad de la vacuna.

En México, un grupo de alto riesgo en desarrollar COVID-19 grave y las muertes
asociadas es el de adultos mayores de 60 afos, en el que también se ha
demostrado una respuesta inmunitaria disminuida a muchas vacunas,
especialmente en asociacion a la obesidad, enfermedad de alta prevalencia en
el pais, siendo las mujeres posmenopdausicas las que presentan un mayor
porcentaje de masa adiposa que los hombres. La desregulacion de las
adipocinas: leptina y adiponectina, son clave en los cambios fisiologicos
causados por el aumento de peso y las respuestas inmunitarias alteradas que
aumenta la gravedad de la COVID-19 y pueden afectar la inmunidad inducida
por la vacuna. Se desconoce si la influencia de los factores genéticos como lo
son polimorfismos genéticos SNP relacionados con la leptina y su receptor y la
adiponectina explican las variaciones en la poblacién mexicana en la funcién
inmunoldgica tras la vacunacion en sujetos obesos de edad avanzada.

De modo que, este trabajo pretende evaluar la calidad de la respuesta de
anticuerpos con una prueba ELISA tras recibir dos dosis de la vacuna de ARNm
BNT162b2 y asociar los polimorfismos LEP (-2548 G>A), LEPR (-GLN223ARG)
y ADIPOQ (+276 G/T) como factor predictor de inmunogenicidad deteriorada
(disminucion de la respuesta de anticuerpos) en el grupo susceptible de mujeres
mayores de 60 afios de los municipios de Toluca y Metepec del estado de

México.

6. Hipotesis

Ho: La concentracion de IgG en pacientes vacunadas contra SARS-CoV-2 se
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7.

8.

vera disminuida al presentar genes relaciones a obesidad.
Ha: La concentracidon de IgG en pacientes vacunadas contra SARS-CoV-2 no

se vera disminuida al presentar genes relaciones a obesidad.

Objetivo General
Evaluar la IgG producida contra SARS-CoV-2 y su correlacion con polimorfismos
de genes asociados con la obesidad en mujeres vacunadas mayores de 60

afnos.

Objetivos Especificos

e lIdentificar y cuantificar IgG anti-N producida contra SARS-CoV-2 en
muestras de mujeres mayores de 60 afios al tercer y cuarto mes posterior
a la aplicacion de la segunda dosis de la vacuna BNT162b2 (Pfizer-
BioNTech).

e Analizar la correlacion entre la IgG producida contra SARS-CoV-2 con la
biometria hemadtica, quimica sanguinea de seis elementos vy
comorbilidades

« Determinar si al estratificar por IMC hay diferencias significativas entre los
resultados de serologia.

« Implementar la deteccion de polimorfismos LEP (-2548 G>A), LEPR (-
GLN223ARG) Y ADIPOQ (+276 G/T) en los participantes del estudio, para
evaluar si son factor de riesgo en la seroconversion en mujeres mayores

de 60 afos tras vacunacion.

9. Metodologia

7.1Disefio de estudio

Es un estudio de disefio longitudinal, prospectivo con enfoque mixto.

7.2 Poblacion de estudio, criterios de inclusion, exclusion y eliminacion.
Poblaciéon de estudio

Mujeres mexiquenses de los municipios de Toluca y Metepec, mayores de 60
afos que recibieron dos dosis de vacuna BNT162b2 (Pfizer-BioNTech) contra el
SARS-CoV-2.

Criterios de inclusidn

Mujeres mexiquenses de los municipios de Toluca y Metepec, mayores de 60

afos que recibieron dos dosis de vacuna BNT162b2 (Pfizer-BioNTech) contra el
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SARS-CoV-2, que acepten patrticipar en el estudio de forma voluntaria y firmen
la carta de consentimiento informado

Criterios de exclusion

Mujeres que no cumplan con su esquema de vacunacion completo con Pfizer y/o
gue hayan sido diagnosticada o presente sintomas de COVID-19 en los ultimos
3 meses.

Criterios de eliminacion

Voluntarias que decidan abandonar el estudio, muestras que no cumplan con las
condiciones adecuadas para su andlisis y voluntarias que presenten sintomas

de Covid-19 durante el estudio.

7.3 Materiales y métodos

Obtencion de muestras

Las muestras se obtuvieron por via puncién intravenosa de voluntarias
mexiquenses de los municipios de Toluca y Metepec que aceptaron formar parte
del estudio, firmaron la carta de consentimiento informado (Anexo 1) y
contestaron el cuestionario (Anexo 2), para determinar el IMC pesO a cada
voluntaria y se dividié entre el cuadrado de su altura. Se tomaron dos muestras,
la primera muestra de suero se recolecté en un tubo amarillo con gel separador
y la segunda pasado un mes de la primera en tubos de muestra amarillo con gel
separador y morado con E.D.T.A., los cuales fueron etiquetados,
homogenizados y transportados a la Facultad de Quimica de la UAEMéx, donde
fueron centrifugados a 3500 rpm por 10 minutos para separar el suero del resto
de la sangre, y se conservaron en congelacion a -70° hasta su procesamiento.
Quimica Sanguinea y Biometria Hematica

Se procesaron en el Centro Médico ISSEMyM mediante los equipos
automatizados, el autoanalizador Sistema Modular Roche para pruebas de
quimica clinica mediante andlisis colorimétrico y el analizador de hematologia
ADVIA 4120 de Siemens, basado en citometria de flujo utiliza dispersion de luz,
lisis diferencial de glébulos blancos y tincion con mieloperoxidasa y oxazina 750
para proporcionar un recuento completo de células sanguineas y medicion
colorimétrica de la hemoglobina.

Deteccion de IgG

Para detectar la presencia de 1gG contra SARS-CoV-2 se procedio a realizar un

ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) con el Kit Human Anti-2019
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nCoV(N) IgG (Fine Tech Co) cuyas soluciones se prepararon conforme a las
especificaciones del fabricante (Ver Fig.7). Se realiz6 el calculo conforme indica
el fabricante para los limites de los controles tanto negativos como positivos y se

asigné un resultado positivo o negativo para cada muestra.

Pretecele ELISA del Kit Human
Anti-2019 ncov(n) 199 (ﬁ'ne Tech C&) Afadir 49 pL para las muestras y 50

pL para el blanco de Dilution Buffer.
-

Afadir 1 L muestra y 50 pL de cada

- i \Fw control en el pocillo correspondiente.
Antes de iniciar ~ \'\.[/ Jif==d hl
’ . -
@ Atemperar a Tamb o r Cubrir e Incubar a 37° por 30 min.
ractivos por 30 min. I -
Preparar HRP en HEEE
® fg‘j;f;; plil:szZaveces Lavar 3 veces y pipetee 50 pL de HRP. yv-*
con el buffer de N - \-\//\\\
lavado, t{ N, Cubrir e Incubar a 37° por 30 min.
hm;,,, Lavar 5 veces y pipetee 50 pL TMB.

v

Cubrir e Incubar a 37° por 15 min.

-
Anadir 50 pL Stop Solution y leer a A
450nm en un lector de microplcas.

Fig. 13 Protocolo ELISA del kit Human Anti-2019 nCoV(N) IgG (Fine Tech Co)

Fundamento

Es un ensayo de tipo ELISA indirecto. Para ello, se revistio los pocillos de la placa
con el antigeno recombinante de la proteina de la nucleocépside del 2019-nCoV.
Luego, se afadieron a los pocillos las muestras de suero, que si presentan
anticuerpos IgG anti-N formaran un conjugado Ag-Ab. A continuacioén, se agrega
anti-lgG humana conjugada con HRP (peroxidasa de rdbano picantes, es un
sustrato enzimatico), que formaria el complejo Ag(N)-Ab (IgG anti-N)-Ab(anti-IgG
anti-N). Los conjugados no unidos se descartan con tampon de lavado y se
incuban a 37° por 30min para que ocurra la reaccidbn en cada paso. A
continuacion, se afiade TMB (tetrametilbencidina, sustrato cromégeno de HRP)
cuya hidrolisis produce un producto de color azul que cambié a amarillo después
de agregar una solucion de parada acida. La densidad Optica del color revelado
se lee con un fotbmetro para placas a 450 nm con una longitud de onda de
referencia seleccionada dentro de los 650 nm.

Control de calidad

Para la validar la prueba se debe calcular cumplir lo siguiente:
e NCx: Absorbancia media del control negativo debe ser menor de 0,1 (cuando
NCx<0,05, calcular como 0,05).
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e PCx: Absorbancia media del control positivo. Si PCx < 0.5, la prueba se
considera invalida, debe probarse nuevamente.

Interpretacion de resultados

El punto de corte se calcula con la siguiente formula: Valor de corte = NCx x 2.1

e Las muestras con valores de absorbancia < Valor de corte se consideran

negativas.

e Las muestras con valor de absorbancia = valor de corte se consideran positivas.
Extraccion de ARN
Se obtuvo la capa leucocitaria del tubo con E.D.T.A para obtener linfocitos
mismos que se lisaron para obtener el material genético usando detergentes y
etanol que proporcionan condiciones altamente desnaturalizantes a
temperaturas elevadas. También se utiliza ARN transportador que reduce las
posibilidades de degradacion del ARN virico. El siguiente paso fue la unién del
ADN y ARN viricos a la membrana de gel de silice de las columnas QlAamp
MinElute®, que ocurre a medida que la atraviesan por efecto de la centrifugacion.
Los lavados con soluciones Buffer eliminan las proteinas y otros contaminantes,
las sales y el pH garantizan que no se retengan en la membrana. Finalmente, la
elucién con tampon AVE que es agua sin ARNasa que contiene azida sodico al
0,04 % para evitar el crecimiento microbiano y la posterior contaminacién con
ARNasa.
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Protocole QlAamp® DSP Virus Spin Kit

Afadir 25 pL de proteasa (QP) para
cada muestra y agitar en vortex..

-

Afiadir 200 pL de muestra y 200 pL de

Antes de iniciar

*Atemperar reactivos a T amb

‘Preparar el Buffer AL de acuerdo al numero de
muestras con la tabla adjunta en el inserto.
*Prepara columna MiinElute y 5 tubos de lavado
para cada muestra,

Buffer AL y vortexee. i e
- ¥ =y

Centrifugar brevemente

-

A
Incubar por 3 min a Tamb y centrifugar a
velocidad méxima por 1 min. Almacenar

Afiadir 250pL de etanol absoluto y vortexee. ¥4 en congelacién inmediatamente.

Incubar el lisado por 5 min a Tamb.

[N ot ~— Transferir columna a un tubo de
@ Centrifugar brevemente = recoleccién, colocar SOpL de buffer AVE.
Transferir columna a un tubo de lavado

Transferir el lisado a una columna MinElute y
centrifugar a 9000rpm por 1 min. y

¥

limpio(5) e incuba a 56° por 3 min.

J

C

-
3
3

- &
— e ] A .
Transferir columna a un tubo de lavado B @

S ; r Transferir columna a un tubo de lavado ¥
limpio(1), afiadir 500uL de buffer AW1 y limpio(4) y centrifugar a velocidad o
centrifugar a 9000rpm por 1 min. &y méxima por 3 min é

4 3

Transferir columna a un tubo de lavado i
limpio(2), afiadir 500uL de buffer AW2 y

centrifugar a 9000rpm por 1 min./gﬂ

3

~—py ¥}

A -
Transferir columna a un tubo de lavado =l -
7

limpio(3), afiadir 500uL de etanol absoluto =)
y centrifugar a 9000rpm por 1 min.

2

R e

Fig. 14 Protocolo del kit QlIAamp® DSP Virus Spin (QIAGEN)

B,

Cuantificaciéon de RNA

La eficacia de los diferentes sistemas de amplificacion varia en funcion de la
cantidad total de acido nucleico presente en la reaccion. Por lo tanto, la
cuantificacion de RNA se realiz6 en el espectrofotbmetro UV/Vis IMPLEN
NanoPhotometer™ a una absorbancia de 260/280 y de pureza a una
absorbancia de 260/230, de acuerdo a las instrucciones del equipo. Si las
concentraciones son mayores a 100ng se procede a la deteccidbn de

polimorfismos.
Tabla 4 Directrices de medicion UV para el analisis de ARN (*ARN: A 260/280 1.8-2.2)

Absorbancia Indica presencia de: Proporciones ohjetivo

230nm Compuestos organicos, azlcares, urea, sales AZ260 / poag > 138
260nm Todos los acidos nucleicos azs0 = 0,1-1,0
270nm Fenol A260/ a070> 10
280nm Proteina ARN: A 550/ Angp = 2,0
ADN: A 550 / A g = 1,8
RT-PCR

La PCR, reaccion en cadena de la polimerasa, amplifica los fragmentos de ADN
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mediante la accién de la ADN polimerasa y utilizando como cebador una pareja
especifica de primers o cebadores, a temperatura y tiempo adecuados, tendremos
moléculas de ADN idénticas del ARNm especifico que queremos detectar mediante
electroforesis en gel. Por ello, es necesario generar primero una cadena de DNA
complementario (CADN) a partir del ARNm la técnica denominada Transcripcién inversa
que utiliza la enzima transcriptasa inversa (RT), usando como molde una molécula de
ARN a la que se ha unido un pequefio fragmento de ADN que actla como cebador
especifico de los genes a evaluar. Se visualizan los productos amplificados mediante

electroforesis.

Protoecele RT-PCR

ANSCRIPCION Reacclén en Cadena de I—a\.,_}L
INVERSA a olimerasa } )
#2, & \
I} ";'1 Preparar un mix en un tubo Preparar un mix en un tubo eppendorf de an
& - eppendorf de 4 pL de Buffer, 1254l de Buffer, 1pl de Oligo Rw, 1uL de Oligo Wi 4
» 2 pL de dNTPs, 1 pL de RT T Fw, 1TpuL de cDNA, 95puL de agua. )
/. \para cada  muesta v
s \ Se progrma el termociclador para cada muestra
Afiadir a cada tubo 1 pL de | con el programa PJET-PCR a las condiciones
oligo-hexdmero, vortexee y l&.’h referidas en la tabla 5.
centrifugar por 10 segundos. i i - v
\ 4 'J-" - Se almacena el cDNA amplificado a -18°C
Adicionar agua libre de @‘ " -
DMA&sas, vortexee ¥ - ECTROEGRESIS <
centrifugar por 10 segundos. - SR
I| _--1.“‘\ v [ 5e prepard en agitacion constante un gel de
i \". Afiadir el  wvolumen de | TRy agarosa al 2%, utilizando 80 mL de solucion
: |muestra correspondiente a Tris-Asetato-EDTA (TAE) al 10x y 1.6 g de agarosa .
funa concentracion de 500ng - By
i iz _fARN' MR ¥ Cuando torne traslucido y en el punto de ebullicion :
CETETNFEY 1D SEHUmEEs: se adicionan 3 pL de colorante bromuro de Etidio, r
SR dejar enfriar y verter 40 ml =n cada camara .,':'_',
6?:(: (B ) G 5 coloc_ar £ uUna vez solidificade se retiran los pelnes, se adiclona
hielo por 1 (i 7 pL de cada muestra, 3pL del azul de bromotimol a
v cada podllo y como referencla o ADN ladder se orrléd
fe X I%mgran;:nc esl una escalera estandarizada de 100 phb.
ermociclador a por
min y para que ocurra la 4 v
polimerizacién a 42°C po 60 | Se corre por 45 min a 90 voltlos y leer en una camara |
min, & inctivando la enzima a Ultravioleta empleando un a densitometro de |
Z0°C__por 5 min. andlisis de Imagen.
Congelar cADM a -20°C 'I:““Hf‘i“
Fig. 15 Protocolo RT-PCR
Tabla 5 Oligonucleétidos y condiciones de la PCR de punto final.
< , TAMANO
p OLIGONUCLEOTIDOS*
SNP'S (5°-3") CONDICIONES DEL
PRODUCTO
Se desnaturalizé durante 10 minutos a 95 °C.
, posteriormente se someterd a 55 ciclos de lo
LEP Fw: 5’-AAC TIT CTC TAA o . .z ®
e AGG GCC AGG TA-3' siguiente: Desnaturalizacion a 94° C durante 1 242 pb
rs . . . .
2548 G > minuto, y alineamiento a 58,5° C por 1 minuto,
" Rw: 5'-GITGTCTIC CCT  oxtension a 72° C durante 1 minuto vy
TGTTCC CTA AA-3’

posteriormente a 72° C, y finalizando con una sola
extension de 7 min a 72 °C
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LEPR Fw: 5'-ACC CTT TAA GCT
1s1137101 GGG TGT CCC AAATAG-3

R Rw: 5-AGC TAG CAA ATA
GIn223Arg TIT TTG TAA GCA ATT-3'

Fw: 5’-TAG GTC CCA ACT
ADIPOQ GGG TGT GT -3’
rs1501299
+276G/T Rw: 5'-AGA TGC AGC AAA
GCC AAA GT-3'

Se desnaturalizd durante 10 minutos a 95
posteriormente se someterd a 55 ciclos de lo
siguiente: Desnaturadlizacion a 94° C durante 1
minuto, y alineamiento a 50 °C por 1 minuto,
extensién a 72° C durante 1 minuto vy finalizando
con una sola extensién de 7 min a 72 °C

Se desnaturalizé durante 10 minutos a 94 °C
durante 10 min, seguido de 35 ciclos de
Desnaturalizacién a 94° C durante 1 minuto, vy
extension a 55° C por 1 minuto y 72° C durante 1
minuto. Finalizando con una sola extension de 10
min a 72 °C

416 pb

*Los oligonucleétidos se sintetizaron por la casa comercial Macrogen

Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion

Es una técnica conocida como RFLP, siglas en inglés de Restriction Fragment

Length Polymorphism, en la que los productos del PCR amplificadas se someten

a la digestion enzimatica con las enzimas de restriccion correspondientes (Ver la

siguiente tabla) durante 4 horas a 65° C y las muestras digeridas son separadas

por electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de Etidio.

SNP’S ENZIMA PRODUCTOS REFERENCIA
LEP
Heterocigoto G/A 242pb, 181pb vy 61 pb;
255747892-30::9A Hhal Homocigoto G/G 181pb vy é61pb;y
) Homocigoto A/A 242 pb
134
LEPR Heterocigoto GIn/Arg 416 pb, 291 pb, 124 pb;
rs1137101 Mspl Homocigoto Arg/Arg 291 pb, 214 pb;y
-GIn223Arg Homocigoto GIn/GIn 416 pb
ADIPOQ Heterocigoto G/T 500 pb, 350 pb, 150 pb;
rs1501299 Bsml Homocigoto G/G 350 pb, 150 pb; y 135
+276G/T Homocigoto T/T 500 pb

7.4Tamafo de muestra

El universo de trabajo es de 34,119(N) mujeres mayores de 60 afos, que

pertenecen a los municipios de Toluca (33,553) y Metepec (566). Y siguiendo el

supuesto de que en agosto de 2021 la secretaria de salud de México informd

que el 54 %(p) de los adultos mayores contaba con esquema completo de

vacunacion'®*. Con esta informacién se calcula el tamafio de muestra para una

proporcion, cuya ecuacion es:

Ecuacion

Tamafio de la muestra # = [EDFF*Np(1-p)]/ [(dzflzl_u,z*(N-l)ﬂ)*(1-p)]

Donde,
n= tamafio de muestra
N= tamafio de la poblacion
p= proporcion estimada
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Z= nivel de confianza deseado
d=precisién absoluta, se consideré como 5%
EDFF= efecto del disefio, que en este caso es 1 (muestreo simple aleatorio)

Tamaiio de la poblacion (para el factor de correccion de la poblacion finita o fep)(NV):34119

frecuencia % hipotética del factor del resultado en la poblacion (p): 54%-+/-5
Limites de conflanza como % de 100(absoluto +/-%0)(d): 5%
Efecto de disefio (para encuestas en grupo-EDFF): 1

Tamaifio muestral (z1) para Varios Niveles de Confianza

IntervaloConfianza (%) Tamaifio de la muestra

95% 378

80% 163

90% 267
97% 462
99% 647
99.9% 1043
99.99% 1441

Fig. 16 Tamafio de muestra para adultos vacunados en los municipios de Toluca y Metepec.
(Resultados de OpenEpi, version 3, la calculadora de codigo abiertoSSPropor)

Sin embargo, el tamafio de muestra del presente trabajo dependié de los
voluntarios que participaron en el estudio, siendo un total de 30. De acuerdo con
la literatura en un estudio piloto la muestra debe ser el 10% de la muestra del
proyecto, con un minimo de 30 muestras en estudios transversales basados en

la comunidad y de 10 participantes por grupo para realizar comparaciones*®’.

7.5Disefio estadistico

El andlisis estadistico se realizé en el paquete estadistico Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS)® version 21,0 y hojas de calculo de Microsoft Excel.
Se calcularon estadisticas descriptivas para todas las variables y pruebas de
normalidad. Para determinar la significacion estadistica de las variables de
interés se empleod el analisis de varianza (ANOVA) para distribuciones normales
y en caso de pruebas no paramétricas mediante el analisis de rangos de Kruskal-
Walllis, de acuerdo a la clasificacion en clases de IMC (peso normal, sobrepeso
y obesidad) y correlaciones, asi como graficos para interpretar los datos
obtenidos de concentracién de IgG humana anti-N. Un analisis de la frecuencia
de genotipos y la diferencia usando la prueba de chi cuadrado, razones de
probabilidad (OR) e intervalos de confianza (IC) del 95 % para evaluar el riesgo
relativo de asociacion de los polimorfismos de obesidad LEP (-2548 G>A), LEPR
(-GIn233Arg) y ADIPOQ (+276 GI/T); finalmente, la asociacion de la
concentracion de IgG segun la presencia de los polimorfismos mediante un

analisis de regresion. Un valor de p <0.05 se considerd estadisticamente
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significativo.

Operacionalizacion de variables

. o | Tipo de -
Variable Definicidon operacional ) Escala de medicién
variable
El peso de una
Medida de expresion de la o persona en kilogramos
» Cuantitativa o
IMC relacion entre el Peso y la i ) dividido por el
independiente
Talla. cuadrado de la
estatura en metros,
) . Medicion in silico de los o Los establecidos
Biometria . . Cuantitativa . _
) analitos correspondientes a ] ) internacionalmente
Hematica ) ’ » independiente
la biometria hematica. (ver tabla Tabla 7)
Medicion clinica de los
Quimica analitos, glucosa, urea, Cuantitativa L.
L : : mg
Sanguinea creatinina, acido urico, independiente

Comorbilidades

DO 3° mes

DO 4° mes

Primera toma

Segunda toma

triglicéridos y colesterol
Incluye obesidad, diabetes,
hipertension arterial,
enfermedad respiratoria.
Cantidad de absorbancia
producida por IgG detectada
mediante la técnica ELISA
en el suero, al tercer mes de
la segunda dosis de
vacunacion

Cantidad de absorbancia
producida por IgG detectada
mediante la técnica ELISA
en el suero, al cuarto mes de
la segunda dosis de

vacunacion

Numero de dias alusivos a 3
meses desde que el
paciente complet6é dos dosis

de vacunacion.

NuUmero de dias alusivos a 4
meses desde que el
paciente completd dos dosis

de vacunacion

Cualitativa

independiente

Cuantitativa

dependiente

Cuantitativa

dependiente

Cuantitativa

independiente

Cuantitativa

independiente

Presencia o ausencia

de la comorbilidad.

Densidad optica a 450
nm

Densidad optica a 450

nm

Dias transcurridos
desde el dia que
recibio la vacuna y la
primera toma de
muestra

Dias transcurridos
desde el dia que
recibi6 la vacunay la

segunda toma de
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muestra

Presencia de la banda de o

LEP . Cualitativa Absorbe (A) o No
absorbancia para el .

(-2548 G>A) _ ) dependiente Absorbe (NA)
polimorfismo.

Presencia de la banda de o

LEPR _ Cualitativa Absorbe (A) o No
absorbancia para el _

(-GIn233Arg) _ ) dependiente  Absorbe (NA)
polimorfismo.

Presencia de la banda de o

ADIPOQ _ Cualitativa Absorbe (A) o No
absorbancia para el _

(+276 GIT) _ ) dependiente Absorbe (NA)
polimorfismo.

10.Consideraciones éticas
El estudio se apega a los principios cientificos y éticos de la declaracion de
Helsinki adoptada por la Asociacion Médica Mundial en su 642 Asamblea
General, Fortaleza, Brasil, octubre 2013. Asi como a las normas
correspondientes en la Ley General de Salud de los Estados Unidos Mexicanos.
La participacion de los pacientes es de forma voluntaria e informada, para ello
se conto con la firma de la carta de consentimiento informado. Los involucrados

en el presente trabajo de investigacion declaran no tener conflictos de interes.

11.Resultados
El presente trabajo cont6é con 30 voluntarias mujeres postmenopausicas que
cumplieron con los criterios de inclusion. Las caracteristicas de las participantes se

muestran en la

Tabla 6. La mediana de edad de los participantes fue de 65 afios (rango
intercuartilico, 63-69 afios), el 63,3% eran mestizos y el 36,7% caucdsicos por lo que

la muestra de estudio fue heterogénea. Se clasificd el IMC de acuerdo a la OMS,

49



obtenido un 10% IMC normal, 53,3% con sobrepeso y 36,7% con obesidad; mismos
gue se corroboran al identificarse con habitos de sedentarismo 63,3% y mala
alimentacion 66,7%. El 83,3% sufre una o0 mas de las siguientes comorbilidades
asociadas a COVID-19: la mas comun fue la hipertensién en un 50%, seguida de
diabetes en el 23,3% de las participantes, enfermedad crénica pulmonar en un
16.7% con 4 casos por asmay 1 por bronquitis, enfermedades autoinmunes como
hipotiroidismo 1 caso y 2 por artritis reumatoide, finalmente se reportaron 2 casos
con cancer y 2 mas de tabaquismo, uno de ellos de forma pasiva. Asimismo, se
observa una correspondencia en la mayoria de los casos entre las pacientes que
padecen comorbilidades y obesidad con antecedentes heredofamiliares directos.
Otro aspecto a considerar es que el 50 % informo estar estresada. Cabe destacar
gue, aunque el 86,6% sufrid6 una reaccion adversa esperada tras la vacunacion
(como dolor muscular, cansancio, fiebre, diarrea, gripe, escalofri6, comezon y
enrojecimiento), ésta fue leve y se resolvié en el transcurso de 2-3 dias, por lo que
la vacuna es segura y sus beneficios son mayores (ver Gréafica 7). Por otro lado, el
20% de las pacientes tenian antecedentes de contacto con COVID-19 mediante
familiares cercanos, de las cuales el 16,7% mencionaba haber tenido algin sintoma
como gripa leve y se clasificaron como presuntos casos por COVID-19, ya que no

se cont6 con una prueba confirmatoria.

Distribucion de la edad de acuerdo al IMC

L]

EDAD (afios)
)
L

sz

MORMAL SOBREPESO OBESIDAD

Gréfica 8 Distribucién de la edad de acuerdo al IMC

Tabla 6 Caracterizaciéon de las voluntarias del estudio

BNT162b2* Antecedentes
Caracteristica (N=30) Familiares
Edad (afios), mediana (IQR) 65 (63-69) N/A
Pertenencia étnica, no. (%)
Mestiza 19 (63,3) N/A
Caucasica 11 (36,7)
Clasificacion del IMC, no. (%)
Normal 3(10,0)
Sobrepeso** 16 (53,3) 17 (53,3) T
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Obesidad 11 (36,7)
Sufre alguna comorbilidad (%) 25 (83,3)
Enfermedad respiratoria, no. (%)
Asma 4 (13,3) 2(6,7)
Bronquitis 1(3,3)
Hipertension, no. (%) 15 (50,0) 10 (33,3)
Diabetes, no. (%) 7 (23,3) 10 (33,3)
Cancer, no. (%) 2(6,7) 3(10,0)
Estado de tabaquismo, no. (%) 2(6,7) N/A
Otras enfermedades croénicas, no. (%)
Hipotiroidismo 1(3,3) N/A
Artritis reumatoide 2(6,7)
Estrés, no. (%) 15 (50,0) N/A
Covid-19, no. (%) 5(16,7) 6 (20,0)
Colesterol y triglicéridos elevados, no. (%) 13 (43,3) N/A
Reaccion Adversa a la vacuna, no. (%)
Ninguno 4(13,3) N/A
Dolor muscular, cansancio 18 (60,0)
Fiebre, diarrea, gripe, escalofrié 7 (23,3)
Comezén y enrojecimiento 1(3,3)
Menarca (afios), mediana (IQR) 14 (12-14) N/A
Menopausia (afios), mediana (IQR) 49 (45-50) N/A
Embarazo, no. (%)
Ninguno 3(10,0)
2-5 8 (26,7) N/A
6-8 17 (53,3)
9-11 2(6,7)
Lactancia, no. (%)
Nunca 4 (13,3) N/A
2-6 meses 9 (30,0)
1al.5afios 17 (53,3)
Sedentarismo, no. (%) 19 (63,3) N/A
Mala alimentacion 20 (66,7) N/A

Abreviaturas: IQR, rango intercuartilico. IMC, indice de masa corporal

* Las personas incluidas en los andlisis recibieron una primera dosis de BNT162b2 entre el 1 de julio y el 20 de septiembre
de 2021.

** |a obesidad se defini6 como un IMC (el peso en kilogramos dividido por el cuadrado de la altura en metros) de 30 o
mas, el sobrepeso como un IMC mayor o igual a 25 a 29,9 y normal para un IMC menor o igual a 24,9

TAntecedentes familiares de sobrepeso y obesidad

La evaluacion clinica de las pacientes se resume en la

Tabla 7, en la que se incluyen las pruebas de laboratorio de biometria hematica
y quimica sanguinea. Los hallazgos que se obtuvieron de la biometria hemética
son los siguientes: aunque se encontré el recuento de leucocitos cercano al limite
inferior de referencia, al no haber manifestaciones clinicas o algun otro
parametro alterado no es relevante. En cuanto al porcentaje de neutrofilos,
linfocitos, monocitos, eosinofilos y baséfilos la media se encuentra dentro de los
valores normales. Curiosamente se observa un discreto aumento en los
neutrofilos y una leve disminucion de linfocitos en los grupos de sobrepeso y
obesidad en comparacion con los voluntarios de peso normal. En la serie roja,

encontramos valores de eritrocitos, hemoglobina, hematocrito e indices
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eritrocitarios con medias dentro del rango de referencia. El recuento de plagueta
se encuentra cerca del limite normal inferior, que es comudn en adultos mayores
de 60 debido a la hiperactividad plaguetaria en el envejecimiento. Referente a la
quimica sanguinea se encontraron elevados los analitos glucosa, triglicéridos y
colesterol en caso de IMC alto, que corresponde a los grupos con sobrepeso y
obesidad. Los casos de diabetes se encuentran repartidos entre sobrepeso (4) y
obesidad (3) y, ademas, en el cuestionario se les pidi6 a las voluntarias que
indicaran si regularmente presentaban triglicéridos y colesterol elevados,
confirmando 6 pacientes con obesidad y 7 que presentan sobrepeso. Mientras
qgue el resto de los analitos evaluados, creatinina, urea, BUN y &cido Urico se
encontraron sin alteraciones.

Ademas, se evalio si habia una diferencia estadisticamente significativa al
determinar el valor p a un nivel de confianza del 95%, no sin antes emplear las
pruebas de normalidad y elegir las pruebas mas convenientes para comparar las
medias de los pacientes con peso normal contra sobrepeso y obesidad (Ver
Anexo 4. Pruebas de normalidad y Anexo 5. Comparacion entre dos medias). Se
observa una diferencia estadisticamente significativa en la concentracion de
triglicéridos en voluntarias con sobrepeso en comparacion con las que presentan
normopeso. No hubo diferencias estadisticamente significativas entre las medias

del reto de los analitos en los diferentes grupos de IMC.

Tabla 7 Caracteristicas clinicas de las voluntarias: Biometria hematicay quimica sanguinea de 6
elementos

BIOMETRIA HEMATICA

Peso normal Sobrepeso Obesidad
. . Rango de (n=3) (n=16) (n=11) Valor
Analito Unidades o ferencia  Media + DE Media + DE Media + DE p
(Min. - Max.) (Min. - Max.) (Min. - Max.)
4000- 4,45+1,115 4,59+1,542 5,00+1,383 0,73
LEUCOCITOS  1073/uL
10000 (4,05-5,71) (2,3-7,45) (2,74-7,35)
50,17+11,660 58,996,574 56,87+10,324 0,273
NEUTROFILOS % 35-75
(38,8-62,1) (44,7-69,2) (41,1-76,5)
42,57+13,387 30,736,593 32,48+8,202 0,076
LINFOCITOS % 22-44
(27,3-52,3) (20,8-46,6) (14,7-45,6)
4,101,153 5,30+1,767 4,79+1,720 0,605
MONOCITOS % 3-9
(3,6-5,8) (2,5-8,7) (2,3-7,1)
EOSINOFILOS % 0-5 2,2+,635 2,83+1,832 3,083,060 0,882
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(2,2-3,3) (0,1-6,1) (0-10)
i 0,570,115 0,890,415 0,980,840 0,257
BASOFILOS % 0-2
(0,5-0,7) (0,3-2,1) (0,2-2,6)
5,18+0,288 5,12+0,533 5,19+0,655 0,951
ERITROCITOS  1076/uL 4,3-5,3
(4,82-5,39) (4,34-6,07) (4,41-6,49)
14,97+0,551 15,69+1,245 16,03+1,470 0,454
HEMOGLOBINA g/dL 12,8-16,8
(14,6-15,6) (13,4-17,6) (14,1-18,8)
47,80+2,50 47,44+4,293 48,805,027 0,74
HEMATOCRITO % 38,4-50,4
(45,3-50,3) (41,1-56,5) (41,3-56,6)
93,4+0,583 92,94+4,213 93,98+4,903 0,83
VCM fL 83-100
(92,4-93,9) (85-99,6) (85,2-103,8)
29,87+1,474 30,78+1,578 31,12+2,654 0,643
HCM pg 28-32
(28,2-31) (28,4-34,1) (24,8-33,9)
30,90+1,345 33,16+1,501 32,93+1,831 0,103
CMHC g/dL 32-34,5
(29,8-32,4) (30,5-35,5) (29,1-35,4)
14,60+1,401 13,92+0,490 14,171,310 0,195
RDW % 12,78-15
(13,9-16,6) (12,8-14,6) (13-17,9)
143,00+27,785 176,19+77,863  183,82+50,970 0,643
PLAQUETAS 1073/ulL 130-400
(111-161) (17-355) (105-303)
13,97+0,586 12,09+2,326 12,93+2,591 0,386
MPV fL 7,8-15
(13,3-14,4) (7,8-15,6) (8,4-15,9)
QUIMICA SANGUINEA DE 6 ELEMENTOS
Peso normal Sobrepeso Obesidad
n=3 n=16 n=11
Analito Unidades Rangodt.e (. ) (_ ) (_ ) Valor
Referencia Media + DE Media + DE Media + DE P
(Min. - Max.) (Min. - Max.) (Min. - Max.)
95,73+35,747  106,99+49,084  127,41+56,761 0,349
GLUCOSA mg/dL 74-105
(74,3-137) (60,1-268,8) (83,4-268,3)
0,54+0,140 0,780,234 0,81+0,170 0,316
CREATININA mg/dL 0,4-1,3
(0,39-0,67) (0,63-1,47) (0,71-1,01)
24,702,553 32,81+12,972 30,35+7,555 0,476
UREA mg/dL 21-43
(22,5-27,5) (26,7-64,3) (16,9-40)
0,17
11,53+1,168 15,31+6,048 14,16+3,529
BUN mg/dL 9-21
(10,5-12,8) (12,5-30) (7,9-18,7)
i . 5,600,764 5,28%,978 5,79¢1,648 0,589
ACIDOURICO  mg/dL 2,6-8,7
(4,72-6,09) (4,3-7,24) (2,7-8,05)
3 93,23+19,741 318,03+357,654 246,04+158,958 0,045
TRIGLICERIDOS mg/dL 0-150

(72,1-111,2)

(197,9-1564)

(71,8-540,1)
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114,55+51,548 182,24+57,464  188,80+23,891 0,167
(78,1-151) (111-282,7) (152,2-216,7)

Abreviaturas:  Volumen corpuscular medio (VCM), Hemoglobina corpuscular media (HCM), Concentracion de
hemoglobina corpuscular media (CHCM), Ancho de distribucion de glébulos rojos (siglas en inglés RDW), (VPM)
volumen plaquetario medio. DE, desviacion estandar.

COLESTEROL mg/dL 0-200

Durante un seguimiento medio del tercer mes (rango intercuartilico, 86-105,25)
al cuarto mes dias (rango intercuartilico, 129,5-140,75) de pacientes con
esquema completo de vacunacion (dos dosis) con BNT162b2 de la marca Pfizer-
BioNTech se recolectaron dos muestras de los pacientes. Se observo una
densidad optica (DO) de IgG humana especifica de la nucleocapside del SARS-
CoV-2 con medias de 1,09+,520 y 0,84+0,456 respectivamente. En 6 pacientes
la DO aumenté al cuarto mes y para el resto disminuy0, esta tendencia queda
evidenciada en la Grafica 9, en la que se observa un aumento de las DO mas

pequefas y la disminucion de las mayores en el cuarto mes de medicion.

Tabla 8 Estadisticos descriptivos serolégicos

Estadisticos descriptivos
Caracteristica (N=30)

Primera toma (dias),
media* DE (IQR) 92,43121,239 (86-105,25)

Primera concentracion de IgG anti-
N (DO) | 1,090,520 (0,745-1,449)

mediazx DE (IQR)

Segunda toma (dias),

mediat DE (IQR) | 131,07+21,698 (129,5-140,75)

Segunda concentracion de IgG
anti-N (DO) mediat DE (Iar) | 0-84¥0.456 (0,532-1,100)

Abreviaturas: DE, desviacion estandar. IQR, rango intercuartilico.DO, densidad 6ptica.

2,5

Do
(lgG especifico de nucleocapside)

M Tercer mes [ Cuarto mes

Grafica 9 Seguimiento alos 3y 4 meses de la evaluacion de anticuerpos IgG especificos de
Nucleocépside en muestras de suero de mujeres mayores de 60 afios.
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Los niveles de DO de anticuerpos IgG especificos para la proteina de la
nucleocapside se muestran en el Anexo 3. ELISA IgG anti-N, la respuesta
seroldgica fue positiva para el 96,66 % de los pacientes en el tercer mes y del
93,33% en el cuarto mes.

c e . Muestras positivas x 100% 29 x100%
% Positividadss mes = — lz ; - = ~ > = 96,66% al tercer mes
otal de muestras
C e . Muestras positivas x 100% 28 x100%
% Positividad 4o mes = Toral Ze e 93,33% al cuarto mes

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al estratificar los
datos de acuerdo a clasificacion del IMC. Pero, se observa mas elevada la media
de DO en pacientes obesos, en comparacion con sobrepeso y obesidad. (Ver
iError! No se encuentra el origen de la referencia. y Grafica 10)

Tabla 9 DO de anticuerpos IgG anti-N de acuerdo a la clasificacion de IMC

CLASIFICACION DELIMC DO 32 MES DO 42 MES
Peso normal (n=2)

1,05+0,523  0,81+0,511

(I\“:?:i_‘";::) (0,62-1,632) (0,225-1,188)
S°b“rnee':|°}:°i(;:12) 0,9540,465 0,800,462
(Vi - Méx.) (0,028-1,726) (0,148-2,026)
Ob:;;:ia: i(':;Elo) 1,31:0,564 0,900,474
(Vi M) (0,61-2,174) (0,259-1,873)
Valor p 0,207 0,843
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o
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Grafica 10 Evaluacion de anticuerpos IgG especificos de Nucleocapside en muestras de suero de
acuerdo al IMC de los pacientes.

Luego, empleando una regresion lineal entre el IMC como variable predictora y

la concentracion de IgG anti-N especifica de SARS-CoV-2 como variable
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dependiente, obteniendo un coeficiente de correlacion de 0,377 y un coeficiente

de determinacién de r?>=0,142, al tercer mes de completar el esquema de

inmunizacion, por lo tanto, decimos que podemos predecir un 14,2% de la

ecuacion final, encontrando que el valor de IMC es directamente proporcional

con un eficiente de regresion (B) de 0,044, una potencia de 37,7 % y una

significancia estadistica de 0,040, en un intervalo de confianza del 95% que va

de 0,002 a 0,085. Adicionalmente comparamos una diferencia entre las medias

de DO mediada y la calculada por la ecuacién de 0,0085+0,4815 (Ver Anexo 7.

Regresion lineal).

Tabla 10 Correlacién de Pearson para Concentracion 1 e IMC

R R cuadrado | R cuadrado Error tip. de Estadisticos de cambio
corregida | laestimacion | cambioen R | CambioenF| g1 gl2 Sig. Cambio
cuadrado en F
3772 , 142 ,111 ,490021 ,142 4,634 28 ,040

a. Variables predictoras: (Constante), IMC del paciente

b. Variable dependiente: Concentracion 1

Tabla 11 Coeficientes de la correlacion lineal del IMC y la concentracién de IgG anti-N.

Coeficientes no Coeficientes Intervalo de confianza
estandarizados tipificados ) de 95,0% para B
Modelo t Sig.
Error Limite Limite
B Beta ) ) ]
tip. inferior superior
(Constante) -,192 ,603 -,318 , 752 -1,427 1,043
IMC del
] ,044 ,020 377 2,153 ,040 ,002 ,085
paciente

Variable dependiente: Concentracion 1

Ecuacion de la regresion, DO IgG anti-N en el 3° mes = -0,192+ (0,044 x IMC del paciente)
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Gréfica 11 Regresion lineal entre DO IgG anti-N en el 3° mes y el IMC

Finalmente, se realizé una prueba de Rho de Spearman para encontrar el
coeficiente de correlacion y su significancia estadistica con la densidad 6ptica de
IgG anti-N medida al tercer y cuarto mes para la biometria hematica, quimica
sanguinea de seis elementos y comorbilidades. En la Tabla 12 se sintetizan las
correlaciones encontradas tanto a nivel general como por su clasificacion de
acuerdo al IMC y en la Tabla 13 las correlaciones de acuerdo a las
comorbilidades.

Como vimos anteriormente la concentracion de IgG se correlaciona
negativamente con el tiempo, es decir en el cuarto mes encontramos valores de
DO mas bajo que en el tercer mes, y en el caso de pacientes obesos
encontramos que entre mayor sea el IMC mayor sera la lectura de DO al tercer
mes. En las voluntarias con normopeso encontramos que el porcentaje de
linfocitos se correlaciond con el aumento de los valores de densidad Optica de
IgG anti-N y de forma inversa con los neutrofilos, recordando que es la inmunidad
celular es la responsable de la inmunidad protectora. Por otro lado, el aumento
del colesterol se correlaciono con una menor DO de IgG anti-N, la cual no es del

todo clara y podria ser producto del tamafio de muestra reducido.

Tabla 12 Principales correlaciones con DO 3°y 4° mes estadisticamente significativas, clasificadas
por IMC.

Coeficiente de  Sig. (bilateral)
correlacion (r) p

-0,455 0,012(32 mes)

CORRELACIONES

Concentracion de IgG correlaciona

General . . -0,364 0,048 (42 mes)
negativamente con el tiempo
Densidad éptica de I1gG anti-N Al tercery -1,000 0,000(Neu)
Peso cuarto mes con el porcentaje de Neutréfilos 1,000 0,000(Lin)
normal (positiva) y Linfocitos(negativa)
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El aumento de colesterol se correlaciond -1,000 0,000
con menor DO de IgG anti-N
La concentracidn de IgG negativamente con -1,000 0,000
el tiempo
Concentracién de IgG de forma negativa -0,664 0,005
Sobrepeso .
con el tiempo
Obesidad Concentracién de IgG y el IMC del paciente 0,718 0,013

(positiva)

Se consideraron las siguientes comorbilidades: obesidad, diabetes, hipertension

arterial (HPA), enfermedad respiratoria, haber estado en contacto cercano con

Covid-19, cancer y el numero de comorbilidades de ninguna a tres. Encontrando

correlaciones positivas con significancia estadistica para enfermedad

respiratoria, covid-19 y numero de comorbilidades, es decir, que al presentar

estas comorbilidades y al aumentar el nUmero de comorbilidades, encontramos

valores mas altos de DO de IgG anti-N como se observa en las gréaficas Gréfica

12 y Grafica 13.

Tabla 13 Correlacién entre Do de IgG anti-N y comorbilidades

Correlaciones DO 32 MES
Rho de Spearman  Coeficiente de Sig.
N=30 correlacion (r) (bilateral) p

OBESIDAD 0,252 0,180
DIABETES -0,105 0,582
HPA 0,100 0,598
ENF. RESPIRATORIA 0,327 0,077
COvID-19 0,450* 0,013
CANCER 0,139 0,464
NUMERO DE

COMORBILIDADES 0,405* 0,026
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DO 42 MES
Coeficiente .
. Sig.
de correlacion .
(bilateral) p
(r)
0,108 0,570
-0,114 0,549
0,008 0,968
0,414* 0,023
0,253 0,177
0,170 0,370
0,228 0,225
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Grafica 13 IgG anti-N de acuerdo al nUmero de comorbilidades

12.Discusion
En el presente estudio, hemos evaluado la respuesta de anticuerpos IgG
humanos especificos de la nucleocapside del SARS-CoV-2 en 30 mujeres
postmenopausicas mayores de 60 afios, después de recibir esquema completo
de vacunacion con la vacuna BNT162b2 de Pfizer-BioNTech en marzo y abril de
2021, la cual esta basada en RNAm que codifica la proteina Spike, por lo que se
esperaban resultados negativos. Sin embargo, curiosamente se encontro,
durante el tiempo de seguimiento, al tercer mes (julio de 2021) y cuarto mes
(agosto de 2021) de completar el esquema de vacunacion, la prueba ELISA fue
positiva en un 96,66% y 93,33% respectivamente. Obteniendo un resultado
positivo en todas las voluntarias ya fuese en el tercer o cuarto mes. La tendencia

fue a la baja de forma general para el cuarto mes, pero se encontraron 6 casos
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en los que aumento la densidad Optica al medir IgG anti-N en el cuarto mes. Al
comparar con el periodo en que se tomaron las muestras, coincide con la tercera
ola en la que predomino la variante Delta en el en estado de México, en los que
se encuentra Toluca y Metepec, municipios a los que pertenecen las
participantes del estudio (Ver Grafica 1 y Grafica 3). Por lo tanto, todas las
participantes estuvieron en contacto con SARS-CoV-2 y desarrollaron, ademas,
una infeccion natural con el virus al inducir anticuerpos contra otros compuestos
virales, como la nucleocapside; posiblemente con la variante de preocupacion
Delta que en ese momento estaba presente en un 99% de las secuencias, la
cual presenta un tiempo de incubacion més corto y una mayor facilidad de fusion
con la célula, promoviendo el desarrollo de la infeccidn y su transmision.

Al observar la Gréfica 2 vemos que, pese a tener una un pico de casos mas
pronunciado las defunciones disminuyeron, lo que nos habla de la efectividad de
la vacunacion la cual priorizo a los principales grupos de riesgo que incluye a
adultos mayores. El 10,58% de las defunciones del pais pertenece a mayores de
60 aflos mexiquenses (ver Grafica 4y Grafica 5), debido a que en la vejez se
tiene un grupo reducido de células T ingenuas. La efectividad de BNT162b2 para
casos graves por SARS-CoV-2 es del 57% para la primera dosis y de 87% en la
segunda dosis contra Delta y de 96 % de eficacia en la prevencién de la
hospitalizacion'38, asi pues, las pacientes evaluadas al contar con dos dosis de
vacunacion pudieron disminuir el tiempo de diseminacién viral, lo que provoco
una infeccidén asintomatica, con respuesta inmune contra la proteina N de este
nuevo virus y presentan eficacia en la inmunizacion, dado que no desarrollaron
sintomas de COVID-19 pese a haber estado en contacto con el virus. Sin
embargo, no se debe olvidar que las infecciones asintomaticas tienen la misma
infectividad que las infecciones sintomaticas y podria estar implicadas
aproximadamente en mas del 20 % en la transmision del virus siendo que el
SARS-CoV-2 es transmisible en la fase presintomatica'®®. Se propone que la
respuesta humoral observada posterior a 3-4 meses de la vacunacion es debida
a una infeccion irruptiva, debido a que la vacunacion disminuye el tiempo de
respuesta inmune lo que a su vez modifica la cinética de la diseminacion viral
(carga viral mas baja), resultando en infecciones asintomaticas, no obstante, no
se ha identificado ningan anticuerpo especifico o titulo de umbral neutralizante

qgue pueda predecir el grado de proteccién a través del tiempo, por lo que la
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continuidad de medidas sociales que disminuyan la transmisidon son
fundamentales, asi como el monitoreo de la frecuencia, la gravedad, las causas
y caracteristicas individuales y demograficas de las infecciones intercurrentes.
Asimismo, el tiempo es un factor importante ya que observamos que la
concentracion de IgG se correlaciona negativamente con el tiempo (=) con una
ligera tendencia a la baja al cuarto mes en comparacion con el tercero, para
entenderlo debemos recurrir a la cinética de IgG: tardan 2 semanas en
desarrollarse después de la infeccidn natural, va a la baja después de 70 dias y
se estabiliza entre 3 y 6 meses después, con una vida media de 231 dias, y es
posible detectar anticuerpos hasta por 10 meses'4%14! infiriendo arbitrariamente
que en su mayoria se trata de infecciones de entre los 70 dias a los 3 meses
después del contacto con el virus, pero en algunos estudios, encontraron una
rapida disminucion en los titulos de anticuerpos contra el SARS-CoV-2 en
infecciones con sintomas leves o0 asintométicas, lo que sugiere que la
persistencia de las respuestas de anticuerpos se correlaciona con la gravedad
de la enfermedad.'*> Ademas, otros estudios sostienen que es la inmunidad
celular es la responsable de la inmunidad protectora, cuya respuesta temprana
y robusta de linfocitos T controla la infeccién, y se vincula con infecciones
asintomaticas, a diferencia de los anticuerpos la cual no es tan claral43.
Curiosamente observamos que en obesos el porcentaje de linfocitos es menor
que en normopeso, al igual que se corresponden con niveles mas altos de
neutréfilos que las pacientes con peso normal, aunque sin salir del rango de
referencia (Ver Tabla 7).

Se observdé un coeficiente de correlacion de 0,377 y un coeficiente de
determinacion de r?=0,142 entre el IMC y la concentracién de 1gG anti-N, por lo
tanto, un mayor valor de IMC esta estrechamente relacionado con una mayor
respuesta de IgG anti-N, producto del estado de inflacién crénica y mecanismos
de atenuacion de la actividad del sistema inmunoldgico. Sin embargo, no se
observa diferencias significativas entre las respuestas de union de anticuerpos
entre los subgrupos en el periodo de seguimiento. Esto se corresponde con un
estudio en Estados Unidos que analizé la presencia de anticuerpos contra
multiples antigenos del SARS-CoV-2 en 4469 personas, el 24,1 % con obesidad,
gue no detectd ninguna evidencia de aumento de las tasas de infeccion, ni

diferencias en la inmunidad humoral y la actividad de las células T auxiliares en
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personas con sobrepeso u obesidad.144 Acorde con los datos clinicos de fase 3
de la vacuna BNT162 contra el SARS-CoV-2 se revela que fue igualmente
protectora en personas con obesidad145. Sin embargo, la relacién entre
obesidad y la respuesta humoral no esta de todo clara, pues diversos estudios
informan una respuesta humoral disminuida asociada a obesidad por efecto de
la inflamacién y la desregulacién inmunitaria'*®. Un punto clave es que se
desconoce si los participantes eran seronegativos antes de su primera dosis de
vacunaciéon, por lo tanto, la memoria inmunoldgica podria haber brindado
proteccion contra los sintomas clinicos.

Cabe resaltar el ligero aumento de la respuesta de anticuerpos IgG anti-N en
obesos con una densidad 6ptica media de 1,31 en comparacion con las
voluntarias de peso normal 1,09, podria explicarse por el papel de la IL-6
secretada por los adipocitos en obesidad que promueve la IL-21 en linfocitos T,
requerida para la producciéon de anticuerpos en linfocitos B. Se ha reportado que
la administracién de IL-6 en el virus de la influenza aumenta la produccion de
anticuerpos especificos del virus por mecanismos dependientes de IL-21.147
Adicionalmente, varios informes muestran que los titulos de anticuerpos mas
altos estan asociados con manifestaciones clinicas graves, lo que sugiere que
una respuesta robusta de IgG podria no ser un indicador de inmunidad
protectoral#é,

Por otra parte, el aumento de la concentracion de glucosa e hipertrigliceridemia
presentes en pacientes con sobrepeso y obesidad, no afecta la respuesta de
anticuerpos a la proteina de la nucleocapside, pero si empeorar las
complicaciones de COVID-19 grave al aumentan el riesgo de complicaciones
tromboticas e inflamatorias.*° El aumento del colesterol se correlaciono con una
menor DO de IgG anti-N, la cual no es del todo clara y podria ser producto del
tamafo de muestra reducido.

Conviene destacar que las principales comorbilidades asociadas a COVID-19
grave y defunciones son la hipertension, diabetes y obesidad (ver Tabla 1),
enfermedades de alta prevalencia en la poblacion adulta. En la muestra
estudiada se identific6 mediante un cuestionario (ver Tabla 6) el 83,3% de las
participantes sufre alguna comorbilidad, que incluye el 50% con hipertension, el
23,3% con diabetes, el 36,6% con obesidad, el 23,3% con enfermedad

respiratoria (asma, bronquitis, tabaquismo) y el 16,7% refiere haber estado

62



expuesto a personas infectadas con Covid-19, encontrando correlaciones
positivas con significancia estadistica para enfermedad respiratoria(r=0,414
p=0,023), Covid-19 (r=0,450 p=0,013)y numero de comorbilidades(r=0,405
p=0,026). Correlaciones esperadas y confirmandolos como factores de riesgo,
ya que, al presentar compromiso en las vias respiratorias, via de entrada del
virus, hace al sujeto mas susceptible de infeccion, al igual que exponerse a
contactos con personas infectadas con SARS-CoV-2; y, el tener una
comorbilidad implica un mayor esfuerzo por controlar la infeccion, haciendo mas
vulnerable a la infeccion y reinfeccidén, que una persona sana.

Finalmente, el estudio tiene limitaciones importantes: un nimero insuficiente de
muestras, lo que resulta en un pequefio nimero de participantes en cada
subgrupo de IMC, lo que significaba que existia un riesgo potencial de
sobrestimar los resultados positivos. La falta de algunos datos clave para tener
una mayor potencia como: la evaluacion de la respuesta de la vacuna mediante
ensayos adicionales especificos para la proteina IgG anti-Spike (S) del SARS-
CoV-2, las respuestas de anticuerpos neutralizantes, linfocitos T y datos de una
toma antes de la vacunacion para descartar una infeccion natural anterior. Las
limitaciones propias de la técnica ELISA, con el Kit Human Anti-nCoV(N) IgG de
2019 (Finetest) cuya la sensibilidad varia de acuerdo con el dia oscilado entre
29 al 88% y una especificidad del 83%, ademas, se reporta pueda presentar
falsos positivos por reactividad cruzada por la homologia de la nucleocapside
con otros coronavirus, Toxoplasma gondii y muestras prepandémicas, de

acuerdo a un estudio que compara 14 ensayos seroldgicos!®.

13.Conclusiones
La cantidad de personas infectadas con SARS-CoV-2 podria estar subestimada,
al demostrar que se produjeron infecciones natural asintomaticas en el grupo de
riesgo de mujeres mayores de 60 afos con sobrepeso y obesidad con
comorbilidades asociadas, posiblemente con la variante de preocupacion Delta
del virus SARS-CoV-2 al inducir anticuerpos IgG especificos de su
nucleocapside, los cuales se correlacionan positivamente con el IMC, es decir,
se encontré una mayor concentracion en obesos. Sin embargo, varios informes
muestran que los titulos de anticuerpos méas altos estan asociados con

manifestaciones clinicas graves, lo que sugiere que una respuesta robusta de
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14.

IgG podria no ser un indicador de inmunidad protectora.

Aunque se desconoce si los participantes eran seronegativos antes de su
primera dosis de vacunacion, no podemos descartar que la respuesta inmune se
vio beneficiada tras la inmunizacién con BNT162b2 de Pfizer-BioNTech basada
en RNAm, al observar una reduccioén en las defunciones y hospitalizacion, lo que
indica que beneficié tanto en vacunados como no vacunados, a pesar de la
mayor transmisibilidad de la variante Delta, acercandonos a la transicion
endémica del virus.

Por lo tanto, la continuidad de medidas sociales, consolidar el compromiso
publico y la confianza en los esfuerzos de vacunacién que disminuyan la
transmision es fundamental, asi como el monitoreo de la frecuencia, la gravedad,
las causas y caracteristicas individuales y demograficas de las infecciones
intercurrentes y la aparicion de nuevas variantes virales. Al igual que promover
la investigacion cientifica y fortalecer los centros de salud de atencion primaria,

la colaboracion multidisciplinaria a nivel regional, nacional e internacional.

Perspectivas y recomendaciones
La propagacion y el impacto de la pandemia de Covid-19 ha sido mas regional
gue nacional, con importantes variaciones segun la region geografica,
demostrando la importancia de estudios que expongan la diversidad genética y
ambiental propias de cada region para desarrollar un enfoque adecuado para
mitigar las condiciones 6ptimas para el crecimiento y la propagacion del virus,
que implican la toma de decisiones gubernamentales en estrategias de
vacunacién, seguimiento epidemiolégico y medidas sociales. Se abren varias
areas de oportunidad e interés en investigacion a partir de este estudio, al
encontrar incertidumbre y lineas de evidencia en conflicto que nos lleven a
mejorar la comprensién los resultados, como:
e Amplificar este estudio a mas regiones y con un mayor numero de
participantes.
e Determinar si el anticuerpo IgG especifico de nucleocapside tiene la
capacidad de neutralizar el virus SARS-CoV-2 de igual forma en
pacientes obesos y controles con peso normal a través de ensayos de

neutralizacion.
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e Evaluar la calidad de los anticuerpos protectores (neutralizantes) versus
perjudiciales (autoinmunes y la mejora dependiente de anticuerpos, ADE)
en pacientes con COVID-19 con obesidad tras la vacunacion.

e Estimar las respuestas entre infecciones irruptivas sintométicas y
asintomaticos a través de las respuestas de células T y anticuerpos en
grupos de riesgo

e Valorar la inmunogenicidad especifica de las vacunas contra el SARS-
CoV-2 al evaluar IgG anti-S y respuestas celulares de linfocitos T, de
forma continua ante las variantes de SARS-CoV-2.

e Evaluar la memoria inmunolégica a largo plazo en obesos 12 meses
después de la vacunacion.

e Propiciar e incentivar la busqueda de estrategias de vacunacion, medidas

farmacoldgicas y no farmacolégicas en grupos de riesgo regionales.
15.Referencias

16. Anexos
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Anexo 1. Carta de Consentimiento Informado
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

, México, a de de 2021.

Se le invita a participar en el proyecto de investigacién “Asociacién de polimorfismos de
obesidad LEP (-2548 G>A), LEPR (-GIn233Arg) y ADIPOQ (+276 G/T) en la respuesta de

anticuerpos IgG a la vacuna contra SARS-CoV-2 en mujeres mayores de 60 afios”

Es importante que lea detenidamente esta hoja de consentimiento informado, que entienda
su contenido y el objeto de la misma y que, en su caso, haga todas las preguntas que crea

preciso acerca de la misma.
Objetivo del estudio

Este documento tiene como objeto solicitar su autorizacion escrita para la donacion gratuita
de una muestra de sangre, con el fin de utilizarla en la investigacién. El objetivo de este
estudio es evaluar la asociacion entre seroprevalencia de IgG producida contra SARS-CoV-
2 y los polimorfismos LEP (-2548 G>A), LEPR (-GIn233Arg) y ADIPOQ (+276 G/T) de genes
asociados con la obesidad en mujeres vacunadas mayores de 60 afos. Es decir, utilizar la
muestra de su sangre para aislar DNA y buscar por técnicas de Biologia Molecular genes

asociados con obesidad y anticuerpos contra SARS-Cov-2.

Su participacion en el estudio es voluntaria por lo que en cualquier momento y sin necesidad

de dar ninguna explicacion, puede decidir acceder, negarse o retirarse del estudio.
Procedimiento

La participacion consistira en la firma de carta de consentimiento informado y contestar
cuestionario de factores predisponentes, asi como la donacién de 2 muestras de sangre
periférica (de 8 a 12 ml de sangre por puncion venosa, 3 tubos Vacutainer®, empleando
material nuevo, desechable y estéril) la primera el dia _ de de 2021 para
determinacion de anticuerpos contra SARS-Cov-2 y la segunda el dia __de de
2021 para la identificacion de genes relacionados con obesidad, el resto de la muestra se
dispondra de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, para el

manejo de residuos biolégico-infecciosos.
Riesgos

Propios de la puncién como dolor y moretén en el sitio de la toma de muestra.

Beneficios
Se le hara entrega del resultado por escrito de los estudios en los que haya participado, asi

mismo, se le podra orientar el tipo de institucién de salud que pudiera atenderle.
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La informacién obtenida nos ayudara a saber si tiene genes relacionados con obesidad y la
cantidad de anticuerpos que generg tras la vacunacion.

La donacion tiene por disposicion legal caracter altruista, por lo que Ud. no obtendra ni ahora ni
en el futuro ningun beneficio econdémico por la misma.

Confidencialidad

Toda la informacion que se obtenga del cuestionario y al analizar las muestras sera considerada
confidencial. Esto quiere decir que no diremos nada a nadie de a quien pertenecen los resultados,
sélo lo sabran las personas del equipo de investigacion y usted como paciente, para ello su

muestra ird identificada desde el momento mismo de la extraccién con el NUMERO DE FOLIO

En caso de dudas y aclaraciones podra dirigirse con el investigador responsable Dr. Jonnathan
Guadalupe Santillan Benitez (correo: jonnathangsb@yahoo.com.mx) o con la colaboradora Diana
Elizabeth Benitez Alvarez (correo: diana.eli.0224@gmail.com; cel.: 729 360 5579)

Yo, de afios de edad.

(Nombre y dos apellidos del paciente)
Acepto participar de forma voluntaria y manifiesto que he recibido la informacion sobre el
procedimiento anteriormente indicado y he podido formular las preguntas que he considerado

oportunas.

Firma del paciente Fecha

de de 2021.

Este documento debe ser remitido a:
Dr. Jonnathan Guadalupe Santillan Benitez
Facultad de Quimica
Toluca, Edo. de México-México.

Anexo 2. Cuestionario
CUESTIONARIO DE FACTORES DE RIESGO E INFOMACION CLINICA

Con el fin de complementar los resultados, conteste los siguientes cuestionamientos
con la mayor veracidad posible, ademas de ello le informo que sus datos
permaneceran en confidencialidad.

IDENTIFICACION DEL PACIENTE

Nombre

Domicilio

Teléfono Edad afios
Sexo Talla m
Pertenencia étnica Peso Kg
CURP

L Primera dosis:
Fecha de aplicacion Lote:

de vacuna contra

SARS-Cov-2 Segunda dosis:
Lote:
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En el siguiente apartado marque con una X la(s) respuestas.

ANTECEDENTES HEREDO- FAMILIARES

¢En su familia alguien ha padecido o padece...?

Si

NO

Especifique el tipo

Sobrepeso u obesidad

cancer

Ha tenido tratamientos hormonales

Covid-19

Enfermedades respiratorias (alergias, asma, EPOC)

Hipertension o Enfermedades cardiovasculares

Diabetes

ANTECEDENTES PATOLOGICOS PERSONALES

¢Usted ha padecido o padece?

Si | No

Especifique

Aumento del colesterol en sangre

Aumento de triglicéridos en sangre

Problemas emocionales

Problemas de la glandula tiroides

Estrés

Depresion

Mucho tiempo libre

Covid-19

Enfermedades respiratorias (alergias, asma, EPOC)

Hipertension o Enfermedades cardiovasculares

Diabetes

Fecha de primera menstruacion

Fecha de ultima regla

NUmero de embarazos

Lactancia

PADECIMIENTO ACTUAL

épadece alguno de los siguientes
signos?

Sl | NO | ESPECIFIQUE

Aumento de peso

Dificultad para respirar (durante el
dia y al dormir)

Cansancio

Fatiga y dolor de las articulaciones
en rodillas y pies

Reflujo y acidez

Hinchazoén

Dolor y calambres en las piernas

Pérdida de control para orinar

Fuma

Perdida de suefio

Reaccion adversa tras vacunacion

Fiebre
Dolor muscular
Diarrea
Dolor en la zona de la inyeccién

Cansancio

Escalofrio

Otro:

ACTIVIDAD FiSICA

No

Si | Especifique

¢ Realiza algun tipo de deporte?

¢ se activa fisicamente por lo menos 30 min Diarios?
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Camina frecuentemente

¢conaoce el plato del buen comer?

ALIMENTACION

Si | NO | Especifique
consume pan o tortilla frecuentemente
consume bebidas azucaradas frecuentemente
Considera que consume mas cereales que frutas y verduras
Consume frituras
Gracias por su participacién
Anexo 3. ELISA IgG anti-N
ID del DO al 32 mes RESULTADO DO al 42mes RESULTADO
paciente
0,943 POSITIVO 1,150 POSITIVO
2 1,3080 POSITIVO 0,687 POSITIVO
3 1,3980 POSITIVO 0,937 POSITIVO
4 1,3170 POSITIVO 1,106 POSITIVO
6 1,7260 POSITIVO 0,994 POSITIVO
7 1,5640 POSITIVO 2,026 POSITIVO
8 0,6100 POSITIVO 0,259 POSITIVO
9 0,0280 NEGATIVO 0,349 POSITIVO
10 0,6150 POSITIVO 0,745 POSITIVO
11 2,1300 POSITIVO 1,873 POSITIVO
12 1,0180 POSITIVO 0,792 POSITIVO
13 1,4350 POSITIVO 0,733 POSITIVO
14 0,7500 POSITIVO 0,631 POSITIVO
15 0,6200 POSITIVO 0,225 POSITIVO
16 0,8730 POSITIVO 0,547 POSITIVO
17 2,1740 POSITIVO 1,388 POSITIVO
19 0,7300 POSITIVO 0,538 POSITIVO
20 1,6320 POSITIVO 1,188 POSITIVO
21 0,8460 POSITIVO 0,700 POSITIVO
22 1,1800 POSITIVO 0,646 POSITIVO
23 0,9290 POSITIVO 0,515 POSITIVO
24 1,1360 POSITIVO 1,616 POSITIVO
25 0,9790 POSITIVO 1,193 POSITIVO
26 0,6700 POSITIVO 0,463 POSITIVO
27 1,0430 POSITIVO 0,919 POSITIVO
28 1,9490 POSITIVO 1,098 POSITIVO
29 0,1980 POSITIVO 0,148 NEGATIVO
30 0,8980 POSITIVO 1,002 POSITIVO
31 0,7510 POSITIVO 0,640 POSITIVO
32 1,4900 POSITIVO 0,449 POSITIVO
33 0,7590 POSITIVO 0,131 NEGATIVO
CONTROLES DO al 32 mes DO al 42 mes
Positivo 1 2,913 2,433
Positivo 2 2,726 2,450
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Negativo 1 0,099 0,093

Negativo 2 0,084 0,098

Blanco 0,023 0,030

PCx (media de controles positivos) 2,797 2,419
NCx (media de controles positivos) 0,092 0,096
Valor de Corte (Cutoff value) 0,193 0,201

Anexo 4. Pruebas de normalidad
Como el tamafio de muestra es menor a 50 utilizamos la prueba de normalidad

de Shapiro-Wilk. A un nivel de confianza del 95% y una significancia de 5%, las
hipotesis a probar son:
Si el p valor=0.05 se Acepta Ho. Los datos tienen una distribucion normal

Si el p valor<0.05 se Acepta Ha. Los datos no tienen una distribucién normal

Pruebas de normalidad Shapiro-Wilk para Biometria Hematica

IMC NORMAL SOBREPESO OBESIDAD
Resultado Resultado Resultado
ANALITO Estadistico gl Sig. (p valor) dela Estadistico gl Sig.(p valor) dela Estadistico gl Sig.(p valor) dela
hipétesis hipétesis hipétesis
Leucocitos 0,904 3 0,397 Ho 0,947 16 0,441 Ho 0,939 11 0,51 Ho
Eritrocictos 0,977 3 0,712 Ho 0,917 16 0,15 Ho 0,91 11 0,242 Ho
Hemoglobina 0,824 3 0,174 Ho 0,955 16 0,576 Ho 0,922 11 0,336 Ho
Hematocrito 1 3 1 Ho 0,949 16 0,468 Ho 0,955 11 0,713 Ho
Volimen
corpuscular 0,964 3 0,637 Ho 0,941 16 0,356 Ho 0,972 11 0,908 Ho
medio
Hemoglobina
media 0,902 3 0,391 Ho 0,96 16 0,663 Ho 0,884 11 0,118 Ho
copurcular
Concentracién
media de 0,934 3 0,503 Ho 0,948 16 0,455 Ho 0,939 1 0,512 Ho

hemoglobina
corpuscular

RDW 0,928 3 0,482 Ho 0,921 16 0,173 Ho 0,669 11 0 Ha

Plaquetas 0,81 3 0,138 Ho 0,96 16 0,657 Ho 0,909 11 0,235 Ho

vPm 0,881 3 0,328 Ho 0,928 16 0,226 Ho 0,897 11 0,171 Ho

Neutrdfilos 0,998 3 0,92 Ho 0,957 16 0,601 Ho 0,961 11 0,781 Ho

linfocitos 0,872 3 0,301 Ho 0,936 16 0,302 Ho 0,903 11 0,199 Ho

|Monocitos 0,91 3 0,417 Ho 0,969 16 0,828 Ho 0,919 11 0,311 Ho

|Eosin6fi|os 0,75 3 0 Ha 0,952 16 0,521 Ho 0,832 11 0,025 Ha

|Baséfilos 0,75 3 0 Ha 0,855 16 0,016 Ha 0,758 11 0,003 Ha

Pruebas de normalidad Shapiro-Wilk para Quimica sanguinea
IMC NORMAL SOBREPESO OBESIDAD
Resultado Resultado Resultado
ANALITO Estadistico gl Sig. (p valor) dela Estadistico gl Sig.(p valor) dela Estadistico gl Sig.(p valor) dela

hipétesis hipétesis hipétesis

GLUCOSA 0,769 3 0,043 Ha 0,685 16 0 Ha 0,762 11 0,003 Ha

UREA 0,959 3 0,609 Ho 0,765 16 0,001 Ha 0,934 11 0,452 Ho

BUN 0,97 3 0,668 Ho 0,765 16 0,001 Ha 0,935 11 0,459 Ho

CREATININA 0,993 3 0,843 Ho 0,836 16 0,009 Ha 0,809 11 0,013 Ha

ACIDO URICO 0,804 3 0,125 Ho 0,929 16 0,231 Ho 0,97 11 0,888 Ho

TRIGLICERIDOS 0,981 3 0,734 Ho 0,576 16 0 Ha 0,843 11 0,035 Ha

COLESTEROL 0,973 3 0,739 Ho 0,895 14 0,095 Ho 0,928 8 0,499 Ho

Pruebas de normalidad Shapiro-Wilk para Seroprevalencia
IMC NORMAL SOBREPESO OBESIDAD
Resultado Resultado Resultado
ANALITO Estadistico gl Sig. (p valor) dela Estadistico gl Sig.(p valor) dela Estadistico gl Sig.(p valor) dela

hipétesis hipétesis hipétesis

PRIMERA TOMA 0,815 3 0,150 Ho 0,843 16 0,011 Ha 0,606 11 0,00 Ha

SEGUNDA TOMA 0,778 3 0,062 Ho 0,803 16 0,003 Ha 0,638 11 0,00 Ha

IMC DEL PACIENTE 0,771 3 0,047 Ha 0,909 16 0,113 Ho 0,9 11 0,184 Ho

DO 32 MES 0,937 3 0,514 Ho 0,974 16 0,899 Ho 0,903 11 0,203 Ho

DO 4° MES 0,888 3 0,350 Ho 0,862 16 0,020 Ha 0,945 11 0,587 Ho

Anexo 5. Comparacion entre dos medias
En el caso de Leucocitos, Eritrocitos, Hemoglobina, Hematocrito, Indices eritrocitarios,
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RDW, Plaquetas, VPM, Monocitos, Neutréfilos, Linfocitos, Urea, BUN, Acido Urico y
Colesterol; se empled la prueba ANOVA de un factor, debido a que tienen una
distribucion normal. Seguida de la correccion de Benferroni, para determinar que grupos
tenian diferencia significativa y evitar el error tipo 1y 2. Ademas, se realizo la prueba de

homogeneidad de varianzas para verificar que se trataba de una muestra homogénea.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico Sig. L
de Levene gl1 gl2 (Valor p) Conclusién
LEUCOCITOS 1630 2 27 540 | homogénea
ERITROCITOS 1,137 2 27 ,336| homogénea
HEMOGLOBINA 777 2 27 470 | homogénea
HEMATOCRITO 1,313 2 27 ,286| homogénea
VCM 1,529 2 27 ,235| homogénea
HMC 1,351 2 27 ,276 | homogénea
CMHC ,285 2 27 ,754| homogénea
RDW 1,586 2 27 ,223| homogénea
PLAQUETAS 1,364 2 27 ,273 | homogénea
VPM 1,483 2 27 ,245| homogénea
NEUTROFILOS 1,096 2 27 349 | homogénea
LINFOCITOS 1,466 2 27 ,249 | homogénea
MONOCITOS 522 2 27 ,599 [ homogénea
UREA 1,303 2 27 ,288| homogénea
BUN ,642 2 27 ,534 | homogénea
Ac.URICO 2,288 2 27 121 | homogénea
ANOVA de un factor
Suma de Media Sig. .
gl . F Conclusion
cuadrados cuadratica (Valor p)
LEUCOCITOS Inter-grupos 1,353 2 677 | ,319 ,730
Intra-grupos 57,291 27 2,122 No hay diferencia significativa
Total 58,644 29
ERITROCITOS Inter-grupos ,032 2 ,016 | ,050 ,951
Intra-grupos 8,718 27 ,323 No hay diferencia significativa
Total 8,750 | 29
HEMOGLOBINA Inter-grupos 2,736 2 1,368 | ,812 454
Intra-grupos 45,458 27 1,684 No hay diferencia significativa
Total 48,194| 29
HEMATOCRITO Inter-grupos 12,201 2 6,101 | ,304 ,740
Intra-grupos 541,698 27 20,063 No hay diferencia significativa
Total 553,899 | 29
VCM Inter-grupos 7,072 2 3,536 | ,188 ,830
Intra-grupos 507,822 27 18,808 No hay diferencia significativa
Total 514,895| 29
HMC Inter-grupos 3,727 2 1,864 | ,449 643
Intra-grupos 112,127 27 4,153 No hay diferencia significativa
Total 115,855 | 29
CMHC Inter-grupos 13,036 2 6,518 | 2,480 ,103
Intra-grupos 70,959 27 2,628 No hay diferencia significativa
Total 83,995| 29
RDW Inter-grupos 3,181 2 1,590 | 1,739 ,195
Intra-grupos 24,693 27 ,915 No hay diferencia significativa
Total 27,874 29
PLAQUETAS Inter-grupos 3936,593 2| 1968,296 | ,449 ,643
Intra-grupos | 118464,074 27| 4387,558 No hay diferencia significativa
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Total 122400,667 | 29
VPM Inter-grupos 10,877 2 5,438 | ,986 ,386
Intra-grupos 148,938 27 5,516 No hay diferencia significativa
Total 159,815| 29
NEUTROFILOS  Inter-grupos 200,529 2| 100,264 | 1,363 273
Intra-grupos 1985,918 27 73,553 No hay diferencia significativa
Total 2186,447 | 29
LINFOCITOS Inter-grupos 353,976 2 176,988 | 2,839 ,076
Intra-grupos 1683,177 27 62,340 No hay diferencia significativa
Total 2037,154| 29
MONOCITOS Inter-grupos 3,083 2 1,541| 511 ,605
Intra-grupos 81,369 27 3,014 No hay diferencia significativa
Total 84,452 | 29
UREA Inter-grupos 175,573 2 87,787 | ,763 476
Intra-grupos 3108,077 27 115,114 No hay diferencia significativa
Total 3283,650 | 29
BUN Inter-grupos ,152 2 ,076 | 1,893 ,170
Intra-grupos 1,084 27 ,040 No hay diferencia significativa
Total 1,235| 29
AcC. URICO Inter-grupos 1,705 2 852| 539 589
Intra-grupos 42,685 27 1,581 No hay diferencia significativa
Total 44,390| 29
COESTERO Inter-grupos 9221,376 214610,688 |1,953 ,167 | No hay diferencia significativa
Intra-grupos | 49580,217 | 21 |2360,963
Total 58801,593 | 23
BONFERRONI
Intervalo de confianza al
Diferencia 95%
de medias Error Limite Limite
Variable dependiente (1-J) tipico Sig. inferior superior
LEUCOCITOS Obesidad  Sobrepeso ,41165 ,57054 1,000 -1,0446 1,8679
Normal ,54727 ,94878 1,000 -1,8745 2,9690
Sobrepeso Obesidad -,41165 ,57054 1,000 -1,8679 1,0446
Normal , 13562 ,91647 1,000 -2,2036 2,4749
Normal Obesidad -,54727 ,94878 1,000 -2,9690 1,8745
Sobrepeso -,13562 ,91647 1,000 -2,4749 2,2036
ERITROCITOS  Obesidad Sobrepeso ,06983 ,22256 1,000 -,4982 ,6379
Normal ,05545 ,37011 1,000 -,8892 1,0001
Sobrepeso Obesidad -,06983 ,22256 1,000 -,6379 ,4982
Normal -,01438 ,35750 1,000 -,9269 ,8981
Normal Obesidad -,05545 ,37011 1,000 -1,0001 ,8892
Sobrepeso ,01438 ,35750 1,000 -,8981 ,9269
HEMOGLOBINA Obesidad Sobrepeso ,33352 ,50822 1,000 -,9637 1,6307
Normal 1,06061 ,84514 ,661 -1,0966 3,2178
Sobrepeso Obesidad -,33352 ,50822 1,000 -1,6307 ,9637
Normal ,72708 ,81635 1,000 -1,3566 2,8108
Normal Obesidad -1,06061 ,84514 ,661 -3,2178 1,0966
Sobrepeso -,72708 ,81635 1,000 -2,8108 1,3566
HEMATOCRITO Obesidad Sobrepeso 1,36250 | 1,75437 1,000 -3,1155 5,8405
Normal 1,00000 | 2,91745 1,000 -6,4467 8,4467
Sobrepeso Obesidad -1,36250 | 1,75437 1,000 -5,8405 3,1155
Normal -,36250 | 2,81808 1,000 -7,5555 6,8305
Normal Obesidad -1,00000| 2,91745 1,000 -8,4467 6,4467
Sobrepeso ,36250 | 2,81808 1,000 -6,8305 7,5555
VCM Obesidad  Sobrepeso 1,03807 | 1,69863 1,000 -3,2976 5,3738
Normal , 74848 | 2,82476 1,000 -6,4616 7,9586
Sobrepeso Obesidad -1,03807 | 1,69863 1,000 -5,3738 3,2976
Normal -,28958 | 2,72854 1,000 -7,2541 6,6749
Normal Obesidad -, 74848 | 2,82476 1,000 -7,9586 6,4616
Sobrepeso ,28958 | 2,72854 1,000 -6,6749 7,2541
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HMC

CMHC

RDW

PLAQUETAS

VPM

NEUTROFILOS

LINFOCITOS

MONOCITOS

UREA

BUN

Ac. URICO

Obesidad
Sobrepeso
Normal
Obesidad
Sobrepeso
Normal
Obesidad
Sobrepeso
Normal
Obesidad
Sobrepeso
Normal
Obesidad
Sobrepeso
Normal
Obesidad
Sobrepeso
Normal
Obesidad
Sobrepeso
Normal
Obesidad
Sobrepeso
Normal
Obesidad
Sobrepeso
Normal
Obesidad
Sobrepeso
Normal

Obesidad
Sobrepeso

Normal

Sobrepeso
Normal
Obesidad
Normal
Obesidad
Sobrepeso
Sobrepeso
Normal
Obesidad
Normal
Obesidad
Sobrepeso
Sobrepeso
Normal
Obesidad
Normal
Obesidad
Sobrepeso
Sobrepeso
Normal
Obesidad
Normal
Obesidad
Sobrepeso
Sobrepeso
Normal
Obesidad
Normal
Obesidad
Sobrepeso
Sobrepeso
Normal
Obesidad
Normal
Obesidad
Sobrepeso
Sobrepeso
Normal
Obesidad
Normal
Obesidad
Sobrepeso
Sobrepeso
Normal
Obesidad
Normal
Obesidad
Sobrepeso
Sobrepeso
Normal
Obesidad
Normal
Obesidad
Sobrepeso
Sobrepeso
Normal
Obesidad
Normal
Obesidad
Sobrepeso
Sobrepeso
Normal
Obesidad
Normal
Obesidad

Sobrepeso

33693
1,25152
-,33693

91458
-1,25152
-,91458
-,23523
2,02727
23523
2,26250
-2,02727
-2,26250
25398
-,86061
-,25398
-1,11458
86061
1,11458
7,63068
40,81818
-7,63068
33,18750
-40,81818
-33,18750
83352
-1,03939
-,83352
-1,87292
1,03939
1,87292
-2,12102
6,70606
2,12102
8,82708
-6,70606
-8,82708
1,75057
-10,08485
-1,75057
-11,83542
10,08485
11,83542
-,55909
29091
55909
,85000
-,29091
-,85000
-2,45170
5,65455
2,45170
8,10625
-5,65455
-8,10625
-,03733
20788
,03733
24521
-,20788
-,24521
50631
18818
-,50631
-,31813
-,18818

,31813
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79818
1,32734
79818
1,28212
1,32734
1,28212
,63496
1,05592
,63496
1,01995
1,05592
1,01995
37457
,62289
37457
,60167
,62289
,60167
25,94400
43,14381
25,94400
41,67423
43,14381
41,67423
,91991
1,52978
,91991
1,47767
1,52978
1,47767
3,35911
5,58606
3,35911
5,39579
5,58606
5,39579
3,09249
5,14269
3,09249
4,96752
5,14269
4,96752
,67994
1,13072
,67994
1,09220
1,13072
1,09220
4,20232
6,98829
4,20232
6,75025
6,98829
6,75025
,07846
,13048
,07846
,12604
,13048
,12604
49247
,81896
49247
79107
,81896
79107

-1,7004
-2,1365
-2,3742
-2,3580
-4,6395
-4,1872
-1,8559
-,6679
-1,3855
-,3409
-4,7225
-4,8659
-,7021
-2,4505
-1,2100
-2,6503
-, 7293
-,4212
-58,5903
-69,3046
-73,8517
-73,1843
150,9410
139,5593
-1,5145
-4,9441
-3,1816
-5,6446
-2,8653
-1,8988
10,6950
-7,5521
-6,4530

'
[N
N
[EEN
[eo]
N
o]

2,3742
4,6395
1,7004
4,1872
2,1365
2,3580
1,3855
4,7225
1,8559
4,8659
,6679
,3409
1,2100

, 7293
,7021
4212
2,4505
2,6503
73,8517
150,9410
58,5903
139,5593
69,3046
73,1843
3,1816
2,8653
1,5145
1,8988
4,9441
5,6446
6,4530
20,9643
10,6950
22,5996
7,5521
4,9454
9,6440
3,0416
6,1429
,8440
23,2113
24,5148
1,1764
3,1770
2,2946
3,6378
2,5952
1,9378
8,2746
23,4919
13,1780
25,3360
12,1828
9,1235
,1629
,5409
,2376
,5669
,1252
,0765
1,7633
2,2785

, 7507
1,7010
1,9022
2,3373




Obesidad Sobrepeso 74,2500 | 38,4136

COLESTEROL Normal 6.5643 | 21,5351
Sobrepeso | Obesidad 67,6857 | 36,7304

Normal -6,5643 | 21,5351

Normal Sobrepeso 74,2500 | 36,7304

Obesidad 6,5643 38,4136

,201
1,000
,239
1,000
,239
,201

-25,677
-49,456
-27,863
-62,585

-163,234
-174,177

174,177
62,585
163,234
49,456
27,863
25,677

Para Eosindfilos, Basdfilos, Glucosa, Creatinina y Triglicéridos se empleé a prueba no
paramétrica de Kruskal Walllis, debido a que la distribucién no es normal, a un nivel de

confianza del 95%.

Estadisticos de contraste®?

GLUCOSA | CREATININA | COLESTEROL | TRIGLICERIDOS | BASOFILOS | EOSINOFILOS
Chi-cuadrado 2,107 2,301 4,017 6,182 2,720 ,252
gl 2 2 2 2 2 2
Sig. asintot. ,349 ,316 , 134 ,045 ,257 ,882
a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacion: CLASIFICACION DEL IMC
Resumen de prueba de hipitesis
Hipdtesis nula Test Sig. Decision
La distribucién de GLUCOSA es (a5 1ieba kruskal Retener |a
; - iallis de gy
1 misma entre las categonas de muestras 2349 hipotesis
CLASIFICACION DEL IMC. independientes nula.
La distribucién de CREATININA sk rueba Kuskal Retererla
; . wiallis de .
2 la misma entre las categoras de M et as 216 hipotesis
CLASIFICACION DEL IMC. independientes nula.
La distribucién de TRIGLICERIDOS, 103 Kruskal Rechazar la
3 esla mizma eptre las categarias demuestras 045 hipatesis
CLASIFICACION DEL IMC. independientes niula.
La distribucién de EQSINAOFILOS Frueba Kuskal Retererla
; - iallis de R
4 ezla misma entre las categonas demuestras JB82 hipotesis
CLASIFICACION DEL IMC. independiantes nula.
La distribucién de BASOFILOS es [ 1Ueba Kiusal Retener |a
: - allis de o
5 la misma entre las categarias de e 257 hipotesis
CLASIFICACION DEL IhC. nula.

independientes

Se muestran las significancias asintdticas. El nivel de significancia es 05,

Comparaciones entre parejas de acuerdo a la clasificacion del IMC para

Triglicéridos
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Prueba - Error =~ Desv. Prueba- R Py
Muestrai-Muestra2 estadistica =~ tipico estadistica Sig. Sig. ady.
NORMAL-OBESIDAD -12,333 5734 -2,151 031 094
NORMAL-SOBREPESO -13,708 5539 -2 475 013 040
OBESIDAD-SOBREPESO 1,375 3,448 399 690 1,000

Cada fila prueba la hipdtesis nula que las distribuciones de la Muestra 1 y la Muestra 2 son

las mismas.

Se muestran las significancias asintéticas (pruebas de 2 caras). El nivel de significancia es ,

05.

Para los estadisticos de seroprevalencia se empleo la prueba ANOVA para las

concentraciones de IgG

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de gll gl2 Sig. Conclusion
Levene
DO 3° MES ,347 2 27 , 710 homogénea
DO 4° MES ,254 2 27 77 homogénea
ANOVA de un factor
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos ,864 2 432 1,673 , 207
DO 3° MES Intra-grupos 6,972 27 ,258
Total 7,836 29
Inter-grupos ,076 2 ,038 172 ,843
DO 4° MES Intra-grupos 5,964 27 221
Total 6,040 29
Comparaciones multiples
Bonferroni
Variable (I) Clasificacion (J) Clasificacion Diferencia Error Sig. Intervalo de confianza
dependiente del IMC del IMC de medias | tipico al 95%
(I-9) Limite Limite
inferior superior
SOBREPESO , 101313 | ,319709 | 1,000 -, 71473 ,91736
NORMAL
OBESIDAD -,261545| ,330983| 1,000 -1,10637 ,58327
NORMAL -,101313| ,319709 | 1,000 -,91736 , 71473
DO 3° MES SOBREPESO
OBESIDAD -,362858 | ,199033 ,238 -,87088 ,14516
NORMAL ,261545  ,330983( 1,000 -,568327 1,10637
OBESIDAD
SOBREPESO ,362858 | ,199033 ,238 -,14516 ,87088
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DO 4° MES

NORMAL

SOBREPESO

OBESIDAD

SOBREPESO
OBESIDAD
NORMAL
OBESIDAD
NORMAL
SOBREPESO

,006750
-,098636
-,006750
-,105386

,098636

,105386

,295685
,306112
,295685
,184077
,306112
,184077

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000

-, 74797
-,87997
-, 76147
-,57523
-,68270
-,36446

, 76147
,68270
14797
,36446
,87997
,57523

En la evaluacion del tiempo transcurrido entre las tomas de muestra se emple6
Kruskal Walllis, debido a que la distribucion no es paramétrica, a un nivel de confianza

del 95%.

Resumen de prueha de hipotesis

Hipdtasi=s nula Test Sig. Decisidn
La distribucion de Primera toma es.ill.r:ﬁihsadsms‘(al' Retaner la
1 la misma entre las categorias de muestras 2490 hipétesis
Clazificaciaon del IMC . T dep 2 Femfns nula.
La distribucian de Segunda toma EE;:ITil?sadEmSkal- Retanerla
2 la misma entre las categorias de Ml estras JBOE  hipotesis
Clasificacion del MG . independisntes nula.

Se muestran las significancias asintéticas. El nivel de significancia ez 05.

Anexo 6. Correlacion multivariable

Se aplicod la correlacion de Ro de Spearman que emplea datos de libre distribucion,

debido a que no todos los datos a evaluar presentan una distribuciéon normal.
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GENERAL NORMAL SOBREPESO OBESIDAD
DO 3°| DO 4°] DO 3°| DO 4°| DO 3° DO 4°| DO 3° | DO 4°
mes mes mes mes mes mes mes mes
Coef'c'e’rte.qe 138 -117| -1,000"|-1,000"| -156 047] ,109| -136
Leucocitos . corr_e acion
Sig. (bilateral)| 467 | 539 564 863| ,750| 689
N| 30| 30 3 3 16 16| 11| 11
Coeficiente de | 1,41 545 500 ,500| -,255 -322| 136 -191
Eritrocitos . corr_eIaC|on
Sig. (bilateral)| ,540| 192 667| 67| 341 223| ,689| 574
Nl 30| 30 3 3 16 16| 11| 11
Coef'c'e’rte.qe .,068| -102| 1,000%| 1,000"| -271 -,300] -,118| -,200
Hemoglobina . corr_e acion
Sig. (bilateral)| ,722| 591 311 259| ,729| 555
N| 30| 30 3 3 16 16| 11| 11
Coef'c'erl‘te.c,’e -,005| -,069 500 ,500| -297 .276| ,182| -,041
Hematocrito . Corr_e acion
Sig. (bilateral)| ,980| 719 667| 667| 264 300] ,592| ,905
N| 30| 30 3 3 16 16| 11| 11
Coeficiente de | = o7 | 537 500| ,500| -,038 093] ,245| 282
VCM _ corr_elacmn
Sig. (bilateral)| ,609| 207 667| ,667| 888 733| 467 401
N| 30| 30 3 3 16 16| 11| 11
Coeficiente de | ,o7 | 35| 1000 | 1,000%| 194 76| ,077| ,378
HCM . corr.eIaC|on
Sig. (bilateral) § ,207 | ,071 471 513 ,821| ,252
Nl 30| 30 3 3 16 16| 11| 11




CMHC

RDW

Plaquetas

VPM

Neutroéfilos

Linfocitos

Monocitos

Eosinoéfilos

Basofilos

DO 3° mes

DO 4° mes

IMC

Primera
toma

Segunda
toma

Glucosa

Urea

BUN

Coeficiente de
correlacion
Sig. (bilateral)
N

Coeficiente de
correlacion
Sig. (bilateral)
N

Coeficiente de
correlacion
Sig. (bilateral)
N

Coeficiente de
correlacion
Sig. (bilateral)
N

Coeficiente de
correlacion
Sig. (bilateral)
N

Coeficiente de
correlacion
Sig. (bilateral)
N

Coeficiente de
correlacion
Sig. (bilateral)
N

Coeficiente de
correlacion
Sig. (bilateral)
N

Coeficiente de
correlacion
Sig. (bilateral)
N

Coeficiente de
correlacion
Sig. (bilateral)
N

Coeficiente de
correlacion
Sig. (bilateral)
N

Coeficiente de
correlacion
Sig. (bilateral)
N

Coeficiente de
correlacion
Sig. (bilateral)
N

Coeficiente de
correlacion
Sig. (bilateral)
N

Coeficiente de
correlacion
Sig. (bilateral)
N

Coeficiente de
correlacion
Sig. (bilateral)
N

Coeficiente de
correlacion
Sig. (bilateral)

-,081

,669
30

-,166

,380
30

,251

,182
30

,017

,929
30

-,119

,532
30

,080

,675
30

-,078

,682
30

,069

,718
30

-,361"

,050
30

1,000

30
,729™

,000
30

,163

,390
30

-,194

,304
30

-,108

,569
30

,118

,536
30

,203

,282
30

,202
,284

30
,055

773
30

-,455"

,012
30

-,364"

,048
30

-,113

,551
30

,045

,813
30

,049
, 797

-,500

,667
3

-,500

,667
3

-,500

,667
3

-,500

,667
3
-1,000™

3
1,000™

-,500
,667

,866
,333

-,866
,333

1,000

1,000™

,500
,667

-,500
,667

-1,000™

1,000™

-,500
,667

-,500
,667
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-,500
,667

-,500
,667

-,500
,667

-,500
,667

-1,000™

1,000”

-,500
,667

,866
,333

-,866
,333

1,000”

1,000

,500
,667

-,500
,667

-1,000™

1,000™

-,500
,667

-,500
,667

242

,367
16

-,488

,055
16

,203

451
16

,024

,931
16

-,324

,221
16

,212

431
16

,018

,948
16

,187

,488
16

-,414

111
16

1,000

16
,782"

,000
16

-, 487

,056
16

-,397

,128
16

-,415

,110
16

,024

,931
16

-,115

,672
16

-,113
,676

,069

, 799
16

-,248

,354
16

,297

,264
16

,129

,633
16

-,349

,185
16

244

,362
16

,250

,350
16

,094

7129
16

-,344

,192
16

,782™

,000
16

1,000

16
-,347

,187
16

-,664™

,005
16

-,652"

,006
16

-,200

,458
16

-,037

,892
16

-,024
,931

-,565
,070

114

, 738
11

464
151

,014

,968
11

424
194

-,291

,385
11

-,128
,709

,027

,936
11

-,201
,554

1,000

11
,664"
,026

,718"

,013
11

,142
677

374

,257
11

-,373
,259

AT

,008
11

740"
,009

-,087
,800

,279

,407
11

127
,709

-,064

,852
11

,210
,536

,055

,873
11

-,323
,332

-,105

,759
11

,059
,862

,664"

,026
11

1,000

11
,336

,312
11

-,169
,619

,055

,873
11

-, 427
,190

,141

,679
11

,146
,668




N| 30| 30 3 3 16 6] 11| 11
Coeficiente de | o0 | _ 579 500 -500| -012 -018| -,205| -,369

Creatinina .. correlacion
Sig. (bilateral)| ,722| 683 667| 667| ,965 048] 545| 264
Nl 30| 30 3 3 16 6] 11| 11
Coeficiente de | y30 1 032|  -500| -500| 018 165| -182| -227

Ac. Urico _ corr_eIaC|on
' Sig. (bilateral) | ,851| 865 667| .667| 948 542| 593| 502
Nl 30| 30 3 3 16 6] 11| 11
Coeficiente de | 1q4| _16o| -1,000" | -1,000%| 024 -042| -575| -551

Colesterol . COfI'.ela.CIOI'l
Sig. (bilateral) | ,399| 450 935 887 ,136| ,157
Nl 24| 24 2 2 14 14 8 8
Coeficiente de | ;20| 4o 500 -500| -047 197| -491| -018

Triglicéridos correlacion
9 Sig. (bilateral) | ,351| 824 667| 667| 863 464] 125| 958
Nl 30| 30 3 3 16 6] 11| 11

*, La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

Anexo 7. Regresion lineal
Usando una regresién lineal, tomando como variante dependiente la concentracién al

tercer mes de haber recibido la segunda dosis de vacunacion (media geométrica de
92,43+21,239) y como variante independiente el IMC de cada paciente obtuvimos la

siguiente informacion:

Correlaciones

Concentracion 1 IMC del
paciente
Concentracion 1 1,000 377
Correlacion de Pearson
IMC del paciente 377 1,000
) ) Concentracion 1 . ,020
Sig. (unilateral) )
IMC del paciente ,020
Concentracion 1 30 30
N
IMC del paciente 30 30
ANOVA?2
Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 1,113 1 1,113 4,634 ,040P
Residual 6,723 28 240
Total 7,836 29

a. Variable dependiente: Concentracion 1
b. Variables predictoras: (Constante), IMC del paciente
Coeficientes®

Coeficientes no Coeficientes
estandarizados tipificados
Modelo B Error tip. Beta t Sig.
1 (Constante) -,192 ,603 -,318 752
IMC del paciente
P 044 020 377 2,153 040

a. Variable dependiente: Concentracion 1
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2,500

2,000

Concentracion 1

1,500

1,000

500

000

Grafico de dispersion

Variable dependiente: Concentracion 1

]
00

T
1,000

T
1,200

T
1,400

Regresion Valor pronosticado (pulsar) corregido

Adicionalmente se compararon los resultados de la densidad 6ptica obtenidos de las
muestras al tercer mes con los obtenidos de la ecuacién de regresion lineal, a través
de una prueba t de student para muestras relacionadas, obteniendo los siguientes

datos:
Estadisticos de muestras relacionadas
Media N Desviacion tip. | Error tip. de la
media
DOCALC 1,1004 30 , 19718 ,03600
Par 1
Concentracion 1 1,09187 30 ,519820 ,094906
Correlaciones de muestras relacionadas
N Correlacion Sig.
Par1 DOCALC y Concentracion 1 30 ,377 ,040
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas
Desviacién | Error tip. de para la diferencia
Media tip. la media Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par 1 DOCALC -
Concentracié ,008508 ,481500 ,087909 -,171287 ,188303 ,097 29 ,924
nil
Anexo 8. Cuantificacion de RNA
ID ng/ul 260/280 260/230
2 48 2,075 2,206
3 278 2,002 2,216
130 1,998 1,853
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6 88 1,935 1,845

7 82 2,929 2,929

8 74 2,846 2,467

9 130 1,855 1,850
10 528 2,063 2,047
11 21 2,400 2,038
12 32 1,600 1,067
13 84 2,000 2,000
14 812 1,952 1,822
15 316 2,135 2,052
16 34 1,545 0,630
17 50 1,250 0,385
19 638 1,873 1,855
20 60 1,579 0,588
21 698 1,903 1,935
22 158 2,257 1,519
23 634 2,045 2,201
24 448 2,113 2,667
25 406 1,952 1,720
26 174 1,706 1,299
27 690 2,018 1,806
28 114 1,629 1,000
29 46 2,091 1,437
30 406 1,971 1,765
31 238 2,288 2,125
32 606 2,104 2,196
33 166 1,386 1,804
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