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I.  RESUMEN.

Tras dos afios desde el inicio de la pandemia causada por el virus del sindrome
respiratorio agudo severo tipo 2 (SARS-CoV-2), varios paises han comenzado a utilizar
dosis de refuerzos de vacunas contra SARS- CoV-2 debido a que se ha demostrado una
disminucién de la respuesta inmunitaria humoral después de la vacunacién con cualquier
vacuna contra SARS-CoV-2, que es dependiente del tiempo. En Chile y otros paises,
debido al retraso y escasez de suministros de vacunas, se han recomendado las
estrategias de vacunacién heterdlogas contra SARS-CoV-2 que combinan vacunas
aprobadas disponibles, sin embargo, hay datos limitados acerca del efecto que esto tiene
en la produccion de anticuerpos neutralizantes de pacientes reumatolégicos. El objetivo
principal de este estudio fue comparar los niveles de anticuerpos neutralizantes de
pacientes reumatoldgicos de la regidn de Atacama inoculados con esquemas homadlogos
de la vacuna contra COVID-19, respecto a pacientes inoculados con esquemas
heterdlogos de la vacuna contra COVID-19, en comparacion a controles sanos, frente a dos
variantes diferentes de SARS-CoV-2. Paralograr este objetivo, se realizé un ensayo de
neutralizacion de virus de acuerdo a una metodologia basadaen pseudotipos virales, la
cual permitié detectar y cuantificar los titulos de anticuerpos neutralizantes contra la
variante Wuhan y Omicron BA1.1 de SARS-CoV-2, en el plasma de pacientes
reumatoldgicos y controles sanos. Este estudio mostré que los pacientes reumatoldgicos
que tienen esquemas homoélogos de vacunacién tienen mayores niveles de anticuerpos
neutralizantes que los pacientes reumatoldgicos que tienen esquemas heterdlogos de
vacunacion, tanto contra la variante Wuhan, como contra la variante Omicron BA1.1. En
conclusién, los pacientes reumatolégicos vacunados con esquemas de vacunacién

homélogos tendrian una mayor proteccién contra las variantes Wuhan y Omicron BA1.1.
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II.  INTRODUCCION.

Tras dos afios desde el inicio de la pandemia causada por el virus del sindrome
respiratorio agudo severo tipo 2 (SARS-CoV-2), varios paises han comenzado a utilizar
dosis de refuerzos de vacunas contra SARS- CoV-2 debido a que se ha demostrado una
disminucién de la respuesta inmunitaria humoral dependientedel tiempo después de la
vacunacion con las diferentes plataformas vacunales contra SARS-CoV-23. Es mds, Chile
comenzé a administrar la primera dosis de refuerzo en agosto de 2021 y, hasta la
actualidad, mds del90% de la poblacién se encuentra vacunada con la cuarta dosis de
refuerzo, segin lo informado por el Departamento de Estadistica e Informacion

dependiente del Ministerio de Salud®*

SARS-CoV-2 pertenece a la familia de los coronavirus, cuya caracteristica principal
es que son virus envueltos con un genoma de simple hebra de ARN de polaridad positiva.
Estos virus contienen diferentesproteinas, como: glicoproteina de espiga (S), proteina de
membrana (M) y proteina de envoltura (E), las cuales se encuentran localizadas en la
envoltura viral y ademas contiene la proteina N, cuya funcién es proteger el genoma de
ARN viral en el nucleo del virus (Figura 1A). Cabe destacar que la glicoproteina S contiene
el dominio de unién al receptor (RBD) y media la entrada del virus a las células humanas,
a travésde su union con el receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2, la cudl se
distribuye ampliamente en las células epiteliales de la trdquea, bronquios y alvéolos,

principalmente (Figura 1B)?!

Uno de los objetivos de la eficacia de una vacuna es la induccion de una memoria
inmunolégica humoral especifica. Las vacunas contienen antigenos o permiten la

produccidon de antigenos que, cuando ingresanal organismo, son presentados por las
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células dendriticas a los linfocitos T y linfocitos B. Cuando un linfocitoB se une a estos
antigenos, éste se activa y produce anticuerpos contra estas moléculas que en un inicio
son inmunoglobulinas M (IgM) y luego producen inmunoglobulina G (IgG). Esto permitira
que el microorganismo sea fagocitado y destruido por los macréfagos, o que sea

neutralizado por anticuerpos del tipo neutralizantes®.

Ademads de los anticuerpos que permiten la destruccién del microorganismo,
estos linfocitos B también son capaces de producir anticuerpos neutralizantes, los cuales
son anticuerpos de alta afinidad que se definen in vitro por su capacidad para bloquear
la entrada, fusién o salida del coronavirus, reconociendo epitopos virales especificos®. En
este caso, el principal blanco de los anticuerpos neutralizantes contra el virus SARS-CoV-
2 que son generados por las vacunas es el dominio de unién al receptor (RBD) presente en
el dominio S1 de la proteina Spike (S) viral, lo que impide la entrada de este virus a la

célula a través del receptor de la enzima convertidora de angiotensina Il (ACE 2)%°.

En Chile, actualmente hay cinco plataformas de vacunas que son utilizadas
principalmente: Astrazeneca (AZD1222, vector adenoviral), CanSino (Ad5-nCoV, vector
adenoviral), CoronaVac (Sinovac, virus inactivado), Pfizer (BNT162b2, ARN mensajero
modificado) y Moderna (mRNA-1273, ARN mensajero modificado). Las vacunas con ARN
mensajero modificado son capaces de producir en las células del cuerpola expresién de la
glicoproteina de superficie Spike (S) de SARS-CoV-2, mientras que las vacunas inactivadas
contienen al virus completo inactivado por métodos fisicos o quimicos, para evitar su
replicacién. Por otraparte, las vacunas con vector adenoviral contienen un adenovirus
modificado genéticamente para expresar la glicoproteina de superficie Spike (S). En todas

estas situaciones, estos componentes servirdn de antigeno para estimular la respuesta
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inmune® 7,8 9,22

Los anticuerpos neutralizantes pueden predecir la proteccién inmune después de
la vacunacion contra SARS-CoV-2 debido a que los titulos in vitro de neutralizacion se han
sugerido como correlato de la proteccidn contra las variantes de SARS-CoV-2*L. Por otra
parte, hay evidencia que sugiere que variantes emergentes de SARS-CoV-2, como la
variante Omicron (B.1.1.159), podrian evadir la protecciéon inmune que se induce por la
vacunacion3. Estas variantes se caracterizan por tener la presencia de una o varias
mutaciones, particularmente sustituciones en los aminoacidos de la proteina S del virus.
Debido a lo anterior, la proteina S del virus adquiere una nueva conformacién que no
puede ser reconocida por los anticuerpos neutralizantes y estos no pueden ejercer su
funcidn'®. En ese sentido, es importante realizar estudios de eficacia de vacunas en
poblaciones que son mas susceptibles a la enfermedad o que tienen su sistema
inmunolégico suprimido, como es el caso de pacientes con enfermedades

reumatoldgicas.

La prevalencia de las enfermedades reumatoldgicas en Chile varia entre un 15% a
un 40% segun diversos estudios, consideradas una de las causas mas frecuentes de
morbilidad 23. La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria crénica que
afecta aproximadamente al 1% de la poblacion y es causada por la presencia de
autoanticuerpos dirigidos contra las articulaciones, llevando a su destruccién crénica. Por
otra parte, el lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune
sistémica cronica que afecta entre el 0,01% vy el 0,1% de la poblacién y ocurre por
presencia de autoanticuerpos dirigidos contracomponentes celulares, lo que produce

dafio en diferentes 6rganos, como rifidn, piel y articulaciones®3.

10



FACULTAD DE MEDICINA
UNIVERSIDAD DE CHILE

Las personas que tienen enfermedades reumatoldgicas como AR, LES y otras,
pertenecen a una poblaciénvulnerable donde tienen 1,5 veces mas riesgo de tener
COVID-19 grave y 1,7 veces mas riesgo de muertepor esta enfermedad®®. Lo anterior, se
ha relacionado principalmente al tratamiento inmunosupresor quereciben para modular
su sistema inmune y evitar la destruccidn crénica de sus tejidos'!. Las respuestas inmunes
inducidas por las vacunas en personas que estdn inmunocomprometidas podrian
depender, entre otros factores, del tipo de vacuna que reciben, por lo que algunas
vacunas podrian generar una respuestaatenuada de anticuerpos en comparaciéon con

personas sanas, quedando menos protegidos?'3.

La vacunacidn con esquemas heterélogos se refiere al uso de vacunas de refuerzo
con diferentes plataformas, mientras que la vacunaciéon con esquemas homodlogos se
refiere al uso de vacunas de refuerzo con plataformas iguales. En Chile y otros paises,
debido al retraso y escasez de suministros de vacunas, se hanrecomendado las estrategias
de vacunacidon heterdlogas contra SARS-CoV-2 que combinan vacunas aprobadas
disponibles, con el objetivo de asegurar la continuidad de los programas de vacunaciony
ampliar la amplitud de la inmunidad contra el SARS-CoV'®. Sin embargo, hay datos
limitados acerca del efecto que esto tiene en la produccién de anticuerpos neutralizantes

de pacientes reumatoldgicos.

En un estudio realizado en Turquia, entre junio y septiembre del aifio 2021, se
reclutaron pacientes con enfermedades reumaticas inflamatorias que recibieron dos dosis
de CoronaVac o dos dosis de Pfizer, juntocon controles sanos. Aqui, se observé que la tasa
de seroconversion fue ligeramente inferior entre los pacientes con enfermedades
reumaticas inflamatorias versus los sujetos controles (84% y 97%, respectivamente).

Ademads, se observd que los titulos de anticuerpos neutralizantes fueron

11
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significativamente mayores en pacientes reumatoldgicos con dosis de Pfizer en

comparacion con pacientesreumatoldgicos con dosis de CoronaVac!“.

En un estudio realizado en Tailandia, se reclutaron pacientes con AR y LES que
fueron vacunadospreviamente con un esquema homaélogo (con dos dosis de CoronaVac
o dos dosis de Astrazeneca) o con un esquema heterdlogo (una dosis con Astrazeneca y
una dosis de Pfizer). Se midid la actividad neutralizante contra la variante Omicron y se
mostré que la administraciéon de la vacuna inactivada (CoronaVac) en las primeras dosis
del esquema homodlogo se asocid con bajos titulos de IgG anti RBD y baja actividad

neutralizante contra esta variantel’.

Por otra parte, en un estudio que se realizé en Hungria publicado en el afio 2022,
se vacunaron a pacientescon enfermedades autoinmunes reumaticas con tres dosis de
BNT162b2 (esquema homadlogo), dos dosis de AZD1222 mas una dosis de BNT162b2 o
dos dosis de mRNA-1273 (esquemas heterdlogos). En este estudio, se observd una
respuesta de anticuerpos neutralizantes 1gG anti-RBD del 95,5% para los esquemas
homoélogos, versus el 100% de respuesta de anticuerpos neutralizantes para los

esquemas heterdlogos?°.

La estrategia Gold Estandar clasica para detectar y cuantificar anticuerpos
neutralizantes es el ensayo de neutralizacion de virus. Sin embargo, esto tiene una
limitacién ya que paraimplementar y realizar esta técnica se requiere trabajar con el virus
vivo aislado en un laboratorio de bioseguridad 3, lo cual en Chile tiene un acceso limitado
para la investigacién académica, debido a que la mayoria de los laboratorios sonde

bioseguridad 2. En ese sentido, Chile sélo cuenta con 3 laboratorios de bioseguridad 31°.

12
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En el afio 2021, investigadores caracterizaron, implementaron y validaron un
pseudotipo de SARS-Cov-2 basado en VIH-1, en un formato de placa de 96 pocillos, que
permite tanto detectar cdmo cuantificar la presencia de anticuerpos neutralizantes en
plasma o suero. Este pseudotipo de SARS-CoV-2 basado en VIH-1 permite recapitular los
pasos mas relevantes de la entrada celular de este virus mediada por S, que es

dependiente del receptor ACE-2,

Esta metodologia permite, por un lado, utilizar diferentes variantes de la proteina
S para evaluar la habilidad que podrian tener las muestras de plasma de pacientes para
neutralizar aquellos pseudotipos que llevan estas variantes de la proteina S. Por otro
lado, permite realizar el estudio de anticuerpos neutralizantes contra SARS-CoV-2 en

paises que carecen de acceso a laboratorios de bioseguridad 3%°.

En este estudio local, se trabajard con pacientes de la region de Atacama que han
sido diagnosticados conalguna enfermedad reumatoidea, como, por ejemplo: artritis
reumatoide, lupus eritematoso sistémico, entre otras. Una vez seleccionados los
participantes segun criterios establecidos, se realizard una medicion de anticuerpos
neutralizantes a través del ensayo de neutralizacién basado en particulas pseudovirales
y los datos se relacionaran con los diferentes esquemas de vacunacion que tienen estos

pacientes, comparandolos con sujetos control.

La vacunacidn en Chile sigue su rumbo tras dos afios de pandemia y los pacientes
reumatoldgicos siguen siendo una poblacidn prioritaria para la inoculacion de las dosis de
refuerzo contra SARS-CoV-2. De hecho, en el mes de octubre del afio 2022 dos

plataformas de vacunas bivalentes que contienen la cepa original y la subvariante

13
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Omicron BA.1 se comenzd a administrar anualmente, tanto para pacientes
inmunosuprimidos, como personal de salud y seran incorporada al programa nacional de
inmunizacion®®. Estas vacunas contienen dos ARN mensajeros del virus SARS-CoV-2,

correspondientes a la cepa original y al linaje BA.1 de la variante Omicron, que es la

variante de circulacion actual mas prevalente del mundo.?* %

Por lo tanto, la medicién de anticuerpos neutralizantes, a través de una tecnologia
confiable y robusta, permitird obtener informacion sobre la eficacia y la efectividad de
las vacunas frente a dos variantes distintas, en pacientes reumatoldgicos e
inmunosuprimidos provenientes de la regién de Atacama del norte de Chile. Este estudio
es pionero en el pais y aportara evidencia a nivel local, ya que los datos obtenidos de esta
investigacion permitiran desarrollar recomendaciones sobre los esquemas de vacunacién

contra SARS-CoV-2 futuros para estos pacientes.

14
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.  HIPOTESIS.

Los pacientes reumatoldgicos de la regidon de Atacama inoculados con esquemas de
vacunacion homologos contra COVID-19 tienen menores niveles de anticuerpos neutralizantes
que los pacientes reumatoldgicos inoculados con esquemas heterdlogos, en comparacién a

controles, frente a dos variantes de COVID-19 diferentes.

IV. OBIJETIVO GENERAL.
Comparar los niveles de anticuerpos neutralizantes de pacientes reumatoldgicos de la
region de Atacama inoculados con esquemas homodlogos de la vacuna contra COVID-19,

respecto a pacientes inoculados con esquemas heterdlogos de la vacuna contra COVID-19, en

comparacién a controles, frente a dos variantes de COVID-19 diferentes.

V. OBIJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar los niveles de anticuerpos neutralizantes de los pacientes

reumatoldgicos y controles frente a dos variantes de SARS-CoV-2 diferentes.

2. Comparar los niveles de anticuerpos neutralizantes de pacientes reumatolégicos y

controles sanos que tienen diferentes esquemas de vacunacion contra SARS-CoV-2.

15
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VI. Materiales y Métodos.
1. Universo muestral y criterios de exclusion.

Para este proyecto, se reclutaron un total de 225 pacientes que tenian alguna
enfermedad reumatoldgica (artritis reumatoide, lupus, artritis psoriasica, espondilitis
anquilosante, esclerodermia sistémica, vasculitisautoinmune) y 116 voluntarios sanos
asignados como controles. Todos los participantes provenian de diferentes comunas de

la region de Atacama, como Chanaral, Caldera, Diego de Almagro y Tierra Amarilla.

Los criterios de exclusion fueron: (i) No poseer la cuarta dosis de la vacuna contra
el SARS-CoV-2, (ii) Padecer o tener antecedentes de tumores sdlidos y/o hematoldgicos
en los ultimos 5 afios o (iii) Padecer otras enfermedades que comprometan el sistema
inmune tales como VIH (infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana), IDCV

(inmunodeficiencia comun variable), EMR (esclerosis multiple refractaria).

2. Consentimiento informado, ficha clinica y autorizacion ética.

Tanto este proyecto como el consentimiento informado fueron analizados y
aprobados por el comité de ética de investigacion de seres humanos de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile (Proyecto n? 161 - 2021) (anexo 3), donde se estimé
que el estudio propuesto estd bien justificado y que no significaun riesgo para los sujetos
involucrados. A los participantes reclutados para el proyecto se les entregd un
consentimiento informado (anexo 1) donde se explican los procedimientos a realizar, la
confidencialidad y uso potencial de los resultados, ademas de los riesgos, costos y
beneficios para los participantes. En la misma linea, se rellené una ficha clinica (anexo 2)
para cada participante, donde se recabd informacién respecto de los datos personales y
de contacto, ademas de informacién médica relacionada con aspectosde vacunacion,

tipo de patologias reumatolégicas, medicamentos y co - morbilidades de los pacientes.
16
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3. Toma de muestra, almacenamiento y transporte.

Los lugares de toma de muestra fueron el hospital de Chanaral, el CESFAM de
Tierra Amarilla y 2 sedes sociales en Caldera y Diego de Almagro. Se obtuvieron un total
de 227 muestras de sangre, las que fueronprocesadas en el laboratorio de biologia de la
facultad de Medicina de la Universidad de Atacama. Las muestras fueron tomadas en un
tubo con Citrato como anticoagulante, luego se centrifugaron a 1300 rpm donde se
recupero el plasma y este se almacend a -202C para su posterior andlisis. Las muestras se
transportaron con unidades refrigerantes, por via terrestre hasta la facultad de Medicina

de la Universidadde Chile.

4. Ensayo de neutralizacion.

En este proyecto se utilizaron particulas pseudovirales, que se basan en un
sistema de dos vectores, los cuales expresan la proteina S de envoltura del virus SARS-
CoV-2y un genoma de un retrovirus (VIH-1) queno se puede replicar y que contiene un
gen reportero que codifica para la enzima luciferasa (Luc2). Para realizar este ensayo de

neutralizacion, se llevaron a cabo las siguientes etapas:

4.1 Generacion de particulas virales.

Las células HEK y HEK-ACE2 fueron mantenidas en medio DMEM suplementado
con 10% suero fetal bovino, 1% antibiotico-antimicotico y 1% L-glutamina a 37°C en un
incubador con 5% CO2. Las células HEK-ACE2 ademas fueron mantenidas en medio con 1

ug/mL de puromicina.

Se utilizaron dos plasmidos (ver Figura 1):
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a) VIH-1-AEnv-FLuc: Este plasmido tiene dos caracteristicas. La primera, es que
presenta una mutacién en la proteina de la envoltura viral, por lo que carece de
la regidn codificante para la envoltura de la particula viral. La segunda, es que

contiene el gen reportero de la Luciferasa en lasecuencia codificante de la

proteina accesoria Nef.

b) pCMV14-3X-Flag—SARS-CoV-2 SA19CT: Este plasmido contiene el gen de la
proteina S, pero que posee una delecidon de 19 aminoacidos en el extremo C-
terminal de la cola citoplasmatica, lo que impide su retencién en el reticulo
endoplasmatico. Este plasmido se puede modificar para que seexpresen variantes

de la proteina S.

Para producir estas particulas virales, se realizd una co-transfeccion de los
plasmidos esquematizados en la Figura 1 en células HEK293T. En este estudio se utilizaron
plasmidos que codifican para la proteina Spike Wuhan y para la variante Omicron BA.1.
Luego, los virus se colectaron 48 horas post-transfeccion, recuperando el sobrenadante
después de centrifugar las células a 3000 rpm durante 5 minutos a 42C. Finalmente, se
diluyeron al 50% en suero fetal bovino, se alicuotaron y almacenaron a -802C hasta la

realizacion de los ensayos de neutralizacién.

4.2 Cuantificacion de particulas virales.

Para determinar qué titulo de particulas virales se utilizarian en los ensayos de
neutralizacion, se cuantificaron los niveles de particulas virales en el sobrenadante de las
células transfectadas. Para cuantificar la proteina p24 de la capside de VIH-1, se utilizé
un kit de deteccion HIV - 1 Gag p24 tipo ELISAsiguiendo las instrucciones del fabricante

(R&D Systems).
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4.3 Ensayos de neutralizacion y transduccién de células HEK-ACE2.

Tres dias antes de comenzar los ensayos de neutralizacidn, se realizd un cultivo
celular de células HEK- ACE2. Un stock de células HEK-ACE2 congeladas a -802C se
descongelaron a temperatura ambiente y rapidamente se centrifugaron a 3.000 rpm por
5 min, para luego retirar el sobrenadante con una pipeta. En una botella de cultivo T75
se anadié 9 mL de medio DMEM suplementado a temperatura ambiente y 1mL del stock

celular descongelado.

El cultivo se incubd a 372C y 5% de CO; por 24 horas. Al dia siguiente, se retiro el
medio DMEM con cuidadoocupando con una pipeta serolédgica de 10 mLy una propipeta.
Luego, se afiadié 10 mL de medio DMEM a temperatura ambiente, sin tocar la pared de
la botella donde estaba la capa celular adherida. Finalmente, se afadié 1 ulL de
puromicina previamente descongelada, se homogeneizd y se incubd hasta el dia de los

experimentos.

Las muestras de plasma se inactivaron a 562C durante 30 minutos. Luego, en una
placa de dilucién de 96 pocillos autoclavada, se realizaron 8 diluciones seriadas 1:3 para
cada una de las muestras de los pacientesen medio DMEM suplementado a temperatura
ambiente. Para ello, se realizé una dilucién inicial de cadamuestra en el pocillo H de la

placa, afiadiendo 320 uL de DMEM suplementado mas 80 uL de muestra.

Una vez que se homogeneizo la mezcla anterior, se tomaron 100 ulL del contenido
del pocillo Hy se mezclécon 200 uL de DMEM suplementado que contenia el pocillo G (y
asi sucesivamente, donde todos los demdas pocillos contenian 200 uL de DMEM
suplementado a temperatura ambiente). Por tanto, se generaron las siguientes

diluciones: 1:5, 1:15, 1:45, 1:135, 1:405, 1:1215, 1:3645y 1:10935.
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Mientras se realizaban estas diluciones, los pseudovirus se descongelaron con
anticipacién ya que este proceso se demord una hora. Una vez que las diluciones seriadas
de las muestras estaban listas, se procedié a realizar una dilucién de cada uno de los
pseudotipos virales en medio DMEM suplementado a temperatura ambiente, ocupando

una balsa para pipetas multicanal autoclavada.

Después, en una placa de fondo blanco de 96 pocillos se afiadieron 50 ulL de cada
una de las 8 diluciones seriadas por duplicado con una pipeta multicanal y luego se
agregaron 3 ng de p24 en 50 ul de virus Wuhan u Omicron BA.1 previamente
descongelado, seglun corresponda, a cada pocillo (excepto a los pocillos de control
negativo), generando una dilucion de las muestras tal que finalmente las diluciones del

ensayo fueron 1:10, 1:30, 1:90, 1:270, 1:810, 1:2430, 1:7290 hasta 1:21870.

En la misma placa anterior (fondo blanco) se afiadieron en los tres primeros pocillos
de la primera columna, 100 uL de medio DMEM suplementado para el control negativo,
mientras que en los tres primeros pocillosde la segunda columna se afiadieron 50 uL de
medio DMEM suplementado para el control positivo. Una vez completada esta placa, se

incubd durante una hora a 379C (Figura 3).

Pasada esta primera incubacion, el cultivo celular de HEK-ACE2 se visualizé en el
microscopio para observarla confluencia. Cuando la confluencia celular fue mayor a 80%,
se realizé un pasaje celular donde se separdel 90% del contenido de la botella en un tubo
conico de 50 mL. De este tubo cénico, se extrajo 12 uL de suspensién celular para contar
células HEK-ACE2 utilizando el contador automatico LUNA Dual Fluorescence Cell

Counter (Logos Biosystem).
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Una vez terminado el recuento de células, se realizé una dilucion de células HEK-
ACE2 en DMEM suplementado a temperatura ambiente de tal forma que, en cada uno
de los pocillos, se pudiese cargar 150.000 células/mL. Cuando la dilucién fue realizada,
con una pipeta multicanal se cargé 100 ulL de dilucién celular a cada uno de los pocillos

de la placa y se realizé una segunda incubacion por 48 hrs, a 372C y 5% de CO..

Finalizada esta segunda incubacion, antes de realizar la lectura de las placas, se
descongeld previamente el sustrato de la luciferasa. Ademas, se preparé una dilucién del
buffer de lisis con agua destilada, ocupando una pipeta serolégica de 10 mL con una
propipeta, de modo de obtener una dilucién al 1X. La dilucion del buffer de lisis se dejo
en un tubo cénico de 15 mL para evitar su evaporacidn y, a medida quese fue ocupando,

se dispensd en una balsa para pipeta multicanal.

Una vez descongelado el sustrato, con una pipeta multicanal se retird el
sobrenadante de cada pocillo dela placa y se afiadieron 25 ul de buffer de lisis con una
pipeta multicanal electrénica de 100 uL. Las placasse mantuvieron en agitacion por 10
minutos en el equipo Synergy HTX, a temperatura ambiente y protegidas de la luz.
Mientras tanto, se configuré el equipo de lectura Glomax con el protocolo de

neutralizacion y se instald el sustrato para la luciferasa previamente descongelado.

Pasado el tiempo de agitacion, rdpidamente se incorpord cada placa de 96 pocillos
al equipo de lectura Glomax, el cual anadié automaticamente 25 ulL de sustrato de
luminiscencia para la luciferasa a cada pocillo y luego realizé la lectura para determinar
las unidades relativas de luminiscencia (RLUs), cuyos resultados fueron exportados
automaticamente a una planilla de excel adjunta al protocolo de neutralizacién

previamente definido.
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5. Almacenamiento de datos.

Los datos sobre la identificacion, informacion médica y valores de ID50 de la ficha
clinica de pacientes y controles sanos se exportaron y almacenaron en la plataforma web
RedCap de la Facultad de Medicina dela Universidad de Chile, para su posterior andlisis.
La confidencialidad se resguardd asignando un nimerode identificacién (ID) a cada uno

de los participantes.

6. Andlisis estadistico.

Los datos obtenidos en el equipo de lectura Glomax fueron procesados en una
planilla de construccién personal en Excel, donde se calculé la desviacion estandar (DE),
el coeficiente de variacién (CV) y el promedio de las réplicas de los controles positivos y

negativos del ensayo de neutralizacién para cada placa.

Para considerar valido el ensayo, se debié cumplir que: (i) el promedio de las
réplicas del control negativodebid ser 10 veces mayor al promedio de las réplicas del
control positivo, (ii) el coeficiente de variacion para cada control debio ser igual o menor

a 30%y (iii) R?> debi6 ser mayor o igual a 0,8.

En caso de que lo anterior se cumpliera, se procedid a transformar las RLUs en
porcentajes de neutralizacién para cada una de las muestras, segiin una ecuacién descrita
en el protocolo de andlisis de datos. Los porcentajes de neutralizacidn y el logaritmo de
las diluciones (4.34, 3.86, 3.39, 2.91, 2.43, 1.95, 1.48 y 1) fueron graficados en tablas XY
del software Prism-GraphPad version 9.5.1 (528). Ademas, se realizé un ajuste de estos
datos a un modelo de inhibicién dosis-respuesta, donde se determinaron los valores de

ID50 de cada una de las muestras de manera automatica.
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Los valores de ID50 se graficaron en tablas de columna del software Prism-
GraphPad 9.5.1 (528) de acuerdo a las diferentes comparaciones que se mostraran mas
adelante. La significancia estadistica de la diferencia entre neutralizaciones de pacientes
y sujetos control se calculd con la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis ya que los datos
del estudio fueron no pareados y no se asumio una distribucion Gaussiana.El eje Y de cada

grafico se presentd en escala logaritmica (logz).

Como prueba de seguimiento, se realizé un analisis de multiples comparaciones,
comparando el rango medio de cada columna con el rango medio de todas las otras
columnas. Ademas, se realizd una correccién para estas multiples comparaciones
controlando la tasa de descubrimiento falso, a través de la prueba deaumento de dos
etapas de Benjamini, Krieger y Yekutieli. Para esta prueba, se determind un umbral alfa 'y
nivel de confianza de 0.05. Un valor de P <0.05 se consideré como estadisticamente

significativo.

7. Repeticion de muestras y modificacion del protocolo.

Debido a que el protocolo tenia un limite de deteccidén para aquellas muestras que
tenian un ID50 >21870 o <10, se realizé una repeticidn del ensayo de neutralizacién para
estas muestras, realizando una modificacién en una parte de este protocolo. Para estas
repeticiones, se ocuparon pseudotipos virales queestaban previamente congelados, por

lo que no se realizaron los pasos de generacién y cuantificacién de particulas virales.

En esta oportunidad, se repitieron 58 muestras que cumplian con la condicion de
tener un ID50 > 21870 oun ID50 < 10. Como se queria llegar a un nimero de ID50 exacto,
se realizd una modificacion del protocoloa nivel de las diluciones iniciales de las muestras,
de tal modo que a través de cdlculos se ajustaron tanto las diluciones seriadas, como las

cantidades de muestra y DMEM suplementado que se ocuparian.
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7.1 Muestras con ID50 > 21870.

Para estas muestras, lo que se hizo fue preparar una dilucidn inicial de la muestra
mayor. Para ello, se partié de una dilucion inicial 1:75, donde en el pocillo H de la placa
de dilucién de 96 pocillos autoclavada se afiadid, con una pipeta multicanal, 481 ul de
DMEM suplementado a temperatura ambiente, mas 6,5 uL de muestra. Luego, se
tomaron 140 ulL del contenido del pocillo H y se mezclaron con 280 uL de DMEM

suplementado a temperatura ambiente del pocillo G y asi, sucesivamente.

Por tanto, se generaron las siguientes diluciones de la muestra: 1:75, 1:225, 1:675,
1:2025, 1:6075, 1: 18225, 1:54675, 1:164025. Cuando en la placa con fondo blanco se
afiadieron los 50 ulL de cada dilucidn seriada de las muestras y se mezclaron con 50 uL de
la diluciéon viral, se generaron las siguientes diluciones finales: 1:150, 1:450, 1:1350,

1:4050, 1:12150, 1:36450, 1:109350, 1:328050. Las diluciones 1:3 se mantuvieron.

7.2 Muestras con ID50 < 10.

Para estas muestras, lo que se hizo fue preparar una dilucion inicial de la muestra
menor y mds concentrada. Para ello, en el pocillo H de la placa de dilucién de 96 pocillos
autoclavada se anadieron 350 uL de muestra directa. Luego, se tomd 100 ul del pocilloH
y se mezclé con 200 uL de DMEM suplementadoa temperatura ambiente del pocillo G y

asi, sucesivamente, manteniendo la dilucién 1:3.

Por tanto, se generaron las siguientes diluciones de la muestra: 1, 1:3, 1:9, 1:27,
1:81, 1:243, 1:729, 1:2187.Cuando en la placa de fondo blanco se afiadieron los 50 uL de

cada dilucién seriada de las muestras y se mezclaron con 50 ul de la dilucidn viral, se
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generaron las siguientes diluciones finales: 1:2, 1:6, 1:18, 1:54,1:162, 1:486, 1:1458,

1:4374.

Los pasos siguientes se realizaron sin cambios, siguiendo el protocolo inicial.
Cuando se procedi6 a calcularlos ID50 en Prism Graph, se ocuparon los nuevos logaritmos
de dilucién: 5.52, 5.04, 4.56, 4.08, 3.61, 3.13, 2.65 y 2.18 (muestras con ID50 > 21870);
3.16, 2.69, 2.21, 1.73, 1.26, 0.78, 0.30 y 0 (muestras con ID50 <10).
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Vil.  RESULTADOS.

i Caracterizacion de la poblacion en estudio.

En este estudio, se incluyeron inicialmente 342 participantes, de los cuales fueron
226 pacientes reumatolégicos y 116 sujetos controles. Al momento de revisar la base de
datos en RedCap, se excluyod deeste estudio a un paciente por no poseer la cuarta dosis

(criterio de exclusién), quedando 225 pacientes (Figura 4).

De los 225 pacientes reumatoldgicos, 69 participantes contaban con un esquema
homélogo y 156 participantes contaban con un esquema heterélogo. De los 116 sujetos
controles, 67 participantes contaban con un esquema homodlogo y 49 participantes
contaban con un esquema heterdlogo. La media de los dias entre la primera y segunda
dosis (28, IQR: 117-17), entre la segunda y tercera dosis (182, IQR: 347-167), entre la
tercera y cuarta dosis (180, IQR: 295-146) y entre la cuarta dosis y la toma de muestra
(35, IQR: 55 - 23) de los participantes se esquematizan en la linea de tiempo de la Figura

4.

De los 116 sujetos sanos, se registraron 71 participantes femeninos (61%) y 45
participantes masculinos (39%), con una media de edad de 39 afios (IQR: 51-24). Ademas,
se registré una media de 31 dias (IQR: 51-24) entre la cuarta dosis y la toma de muestra.
Por otra parte, de los 225 pacientes reumatoldgicos, se registraron 192 participantes
femeninos (85%) y 33 participantes masculinos (15%), con una media de edad de 58 afios
(IQR: 64-48). Ademas, se registré una media de 58 dias (IQR: 64 - 48) entre la cuarta dosis

y la toma de muestra (Tabla 1).

Se registraron 170 pacientes con Artritis Reumatoide (76%), 23 pacientes con
Lupus Eritematoso Sistémico (10%), 9 pacientes con Artritis Psoridtica (4%), 4 pacientes

con Espondilitis Anquilosante (1.8%), 1 paciente con vasculitis autoinmune (0.4%), 4
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pacientes con Esclerodermia Sistémica (1.8%) y 4 pacientes con otras enfermedades
(1.8%). Ademas, se registraron 8 pacientes con mas de una enfermedad reumatoldgica

(3.4%).

En cuanto a los tratamientos inmunosupresores, se registraron 62 pacientes con
agentes bioldgicos (29%),1 paciente con inhibidor de la calcineurina (0.4%), 156 pacientes
con glucocorticoides (69%), 200 pacientescon inhibidores de la sintesis de nucledtidos
(89%), 65 pacientes con agentes alquilantes e intercaladores(29%) y 24 pacientes con
Sulfasalazina (11%). Ademas, el 100% de los pacientes reumatoldgicos contaban con
terapia combinada, como se muestra en la tabla 1. En la tabla suplementaria 1, se

muestra el detalle de los niveles de inmunosupresién recibidos.

Se determinaron los titulos de anticuerpos neutralizantes de todos los
participantes, los cuales se midieron como la media geométrica del valor de ID50. Debido
al limite de deteccion de la técnica, se realizé una repeticion del ensayo de neutralizaciéon
a un total de 58 muestras, de las cuales 38 fueron muestras de pacientes reumatoldgicos
(color azul) y 20 muestras fueron de sujetos control (color amarillo), como se muestra en
la Tabla 2. Del total de las muestras, 2 muestras tenian un ID50 <10, mientras que 56

muestrastenian un ID50 > 21870.

En cuanto a los esquemas de vacunacion, estos se agruparon en funcién del
contenido de las plataformasde vacunas, es decir, si la vacuna era en base a ARNm, virus
inactivado o adenovirus. De los 225 pacientes reumatoldgicos, se registraron 69 (31%) y
156 (69%) pacientes reumatolégicos con esquemas homodlogos y heterdlogos,
respectivamente. De los 69 pacientes con esquemas homodlogos, 55 pacientes (80%)
tenianel esquema 4D Pfizer, mientras que 14 pacientes (20%) tenian el esquema 3D Pfizer

+ 1D Moderna. Por otra parte, de los 156 pacientes con esquemas heterdlogos, 90
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pacientes (58%) tenian el esquema 2D Sinovac + 2D Pfizer, 41 pacientes (26%) tenian el
esquema 2D Sinovac + 1D AstraZeneca + 1 D Pfizer y 17 (11%) pacientes tenian el

esquema 2D Sinovac + 1 D Pfizer + 1D Moderna (Tabla 3).

En la misma linea, de los 116 sujetos control, se registraron 67 (58%) y 49 (42%)
sujetos control con esquemas homodlogos y heterdlogos, respectivamente. De los 67
sujetos control con esquemas homologos, 59 (88%) sujetos control tenian el esquema 4D
Pfizer, mientras que 8 (12%) sujetos control tenian el esquema 4D Pfizer + 1D Moderna.
Por otra parte, de los 49 sujetos control con esquemas heterélogos, 31 (63%) tenian el
esquema 2D Sinovac + 2D Pfizer, 11 (22%) tenian el esquema 2D Sinovac + 1D
AstraZeneca + 1D Pfizer y 7 (14%) tenian el esquema 2D Sinovac + 1D Pfizer + 1D
Moderna. Sumado a esto, se registraron 8 (5%) pacientes y 0 (0%) controles que tenian
otros esquemas heterdlogos, por lo que estos no fueron considerados para el analisis de

multiples variables (Tabla 3).

ii. Comparacion de titulos de anticuerpos neutralizantes (ID50) de participantes con

esquemas homaologos versus heterdlogos totales.

En primer lugar, se realizaron comparaciones entre los titulos de anticuerpos
neutralizantes producidos por pacientes y controles vacunados con esquemas homadlogos u
heterdlogos totales (Figura 5). Los titulos de anticuerpos neutralizantes de pacientes
reumatoldgicos con esquemas homologos (n = 69) fueron 1.1 veces mas bajos que los titulos
de anticuerpos neutralizantes de controles con esquemas homélogos (n = 67)(P < 0.8484),
mientras que los titulos de anticuerpos neutralizantes de pacientes reumatolégicos con
esquemas heterdlogos (n = 156) fueron 1.3 veces mas bajos que los titulos de anticuerpos
neutralizantes de controles vacunados con esquemas heterdlogos (n = 49) (P < 0.5434),
contra el pseudotipo Wuhan (Figura 5A). Sin embargo, no hubo diferencias

estadisticamente significativas.
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Cuando se realizaron comparaciones entre los participantes con esquemas
heterdlogos u homdlogos de vacunacién, se observd que los titulos de anticuerpos
neutralizantes de sujetos control vacunados con esquemas heterélogos (n = 49) fueron
1.3 veces mas bajos que los titulos de anticuerpos neutralizantes de controles vacunados
con esquemas homoélogos (n = 67) (P < 0.8484), mientras que, de manera similar, los
titulos de anticuerpos neutralizantes de pacientes reumatoldgicos vacunados con
esquemas de vacunacion heterélogos (n = 156) fueron 1.6 veces mas bajos que aquellos
pacientes vacunados con esquemas homalogos (n = 69) (P <0.1156), contra el pseudotipo
Wuhan (Figura 5B). Nuevamente, estas diferencias no fueron estadisticamente

significativas.

Luego, se realizaron las mismas comparaciones anteriores, pero ahora respecto
del pseudotipo Omicron.Se observé que los titulos de anticuerpos neutralizantes de
pacientes reumatolégicos vacunados con esquemas homalogos (n = 69) fueron 1.4 veces
mas bajos que los titulos de anticuerpos neutralizantes de controles vacunados con
esquemas homodlogos (n = 67) (P < 0.2768), mientras que los titulos de anticuerpos
neutralizantes de pacientes reumatoldgicos vacunados con esquemas heterdlogos (n =
156) fueron 1.7 veces mas bajos que los titulos de anticuerpos neutralizantes de
controles vacunados con esquemas heterdlogos (n = 49) (P < 0.0873), cuya diferencia no

fue estadisticamente significativa (Figura 5C).

Por otra parte, los titulos de anticuerpos neutralizantes de controles vacunados con
esquemas heterdlogos (n = 49) fueron 1.7 veces mas bajos que los titulos de anticuerpos
neutralizantes de controles vacunados con esquemas homologos (n = 67) (P < 0.0873),

mientras que los titulos de anticuerpos neutralizantes de pacientes reumatolégicos
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vacunados con esquemas heterdlogos (n = 156) fueron 2.1 veces mds bajos quelos titulos
de anticuerpos neutralizantes de pacientes reumatoldgicos vacunados con esquemas
homélogos (n = 69) (P < 0.0032), contra el pseudotipo Omicron (Figura 5D), siendo esta

diferencia estadisticamente significativa.

iii. Comparacion de titulos de anticuerpos neutralizantes (ID50) entre participantes con

esquemas heterdlogos y homdlogos particulares.

En segundo lugar, se realizaron comparaciones entre los titulos de anticuerpos
neutralizantes de pacientes y controles vacunados con esquemas homdlogos y
heterdlogos particulares contra el pseudotipo Wuhan (Figura 6). Los titulos de
anticuerpos neutralizantes de pacientes reumatoldgicos vacunados con los esquemas
heterdlogos [2D Sinovac + 1D AstraZeneca + 1D Pfizer (n =41)] y [2D Sinovac + 2D Pfizer
(n =90)] fueron 1.7 (P < 0.0561) y 1.4 (P < 0.1454) veces mas bajos que los titulos de
anticuerpos neutralizantes de pacientes reumatoldgicos vacunados con el esquema
homologo [4D Pfizer (n = 55)], mientras que los titulos de anticuerpos neutralizantes de
pacientes reumatoldgicos vacunados con el esquema heterdlogo [2D Sinovac + 1D Pfizer
+ 1D Moderna (n = 17)] fueron 1.8 (P < 0.2007) veces mas altos que aquellos pacientes
con el esquema homologo [4D Pfizer (n = 55)], contra el pseudotipo Wuhan (Figura 6A).

Sin embargo, ninguna de estas diferencias fue estadisticamente significativas.

De manera similar, los titulos de anticuerpos neutralizantes de controles
vacunados con los esquemas heterdlogos [2D Sinovac + 1D AstraZeneca + 1D Pfizer (n =
11)] y [2D Sinovac + 2D Pfizer (n = 31)] fueron 2.6 (P < 0.1579) y 1.2 (P < 0.8056) veces
mas bajos que aquellos controles vacunados con el esquema homadlogo [4D Pfizer (n =
59)], mientras que los titulos de anticuerpos neutralizantes de controles vacunados con

el esquema heterdélogo [2D Sinovac + 1D Pfizer + 1D Moderna (n=7)] fueron 1.2 (P < 3995)
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veces mas altos que los titulos de anticuerpos neutralizantes de controles vacunados con
el esquema homoélogo [4D Pfizer (n = 59)], contra el pseudotipo Wuhan (Figura 6B). Sin

embargo, ninguna de estas diferencias fue estadisticamente significativas.

Por otra parte, los titulos de anticuerpos neutralizantes de pacientes
reumatoldgicos vacunados con los esquemas heterdlogos [2D Sinovac + 1D AstraZeneca
+ 1D Pfizer (n =41)]y [2D Sinovac + 2D Pfizer fueron(n = 90)] fueron 3.2 (P < 0.0053) y 2.6
(P < 0.0084) veces mas bajos que los titulos de anticuerpos de pacientes reumatolégicos
vacunados con el esquema homodlogo [3D Pfizer + 1D Moderna (n = 14)] contra el
pseudotipo Wuhan, siendo ambas diferencias estadisticamente significativas. En
contraste, los titulos de anticuerpos neutralizantes de los pacientes reumatoldgicos
vacunados con el esquema [2D Sinovac + 1D Pfizer + 1D Moderna (n = 17)] fueron 1.1 (P
< 0.3224) veces mas altos que los titulos de anticuerpos neutralizantes de pacientes
vacunados con el esquema homoélogo [3D Pfizer + 1D Moderna (n = 14)], contra el
pseudotipo Wuhan (Figura 6C). Sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente

significativa.

Cuando se realizaron las comparaciones entre controles, los titulos de anticuerpos
neutralizantes de controles vacunados con los esquemas heterdlogos [2D Sinovac + 2D
Pfizer (n = 31)] y [2D Sinovac + 1D Pfizer + 1D Moderna (n = 7)] fueron 1.4 (P < 0.7720) y
2 (P < 0.3491) veces mas altos que los titulos de anticuerpos neutralizantes de controles
vacunados con el esquema homoalogo [3D Pfizer + 1D Moderna (n = 8)], mientras que los
titulos de anticuerpos neutralizantes de controles vacunados con el esquema heterdlogo
[2D Sinovac + 1D AstraZeneca + 1D Pfizer (n = 11)] fueron 1.6 (P < 3845) veces mds bajos
que los anticuerpos neutralizantes de controles vacunados con el esquema homélogo [3D
Pfizer + 1D Moderna(n = 8)] , contra el pseudotipo Wuhan (Figura 6D). Sin embargo,

ninguna de estas diferencias fueron estadisticamente significativas.
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En relacidn a lo anterior, se realizaron las mismas comparaciones respecto a la
capacidad de neutralizacién con el pseudotipo Omicron (Figura 7). Los titulos de
anticuerpos neutralizantes de pacientes vacunados con los esquemas heterdlogos [2D
Sinovac + 2D Pfizer fueron (n = 90)] y [2D Sinovac + 1D AstraZeneca + 1D Pfizer (n = 41)]
fueron 2 (P < 0.0107) y 2.2 (P < 0.0107) veces mas bajos que aquellos pacientes
reumatoldgicos vacunados con el esquema homdlogo [4D Pfizer (n = 55)], siendo estas
diferencias estadisticamente significativas. En contraste, los titulos de anticuerpos
neutralizantes de los pacientes reumatolégicos vacunados con el esquema [2D Sinovac +
1D Pfizer + 1D Moderna (n = 7)] fueron 1.3 (P < 0.2070) veces mas altos que aquellos
pacientes vacunados con el esquema homologo [4D Pfizer (n = 55)],pero esta diferencia

no fue estadisticamente significativa (Figura 7A).

De manera similar, los titulos de anticuerpos neutralizantes de controles
vacunados con los esquemas heterdlogos [2D Sinovac + 2D Pfizer (n = 31)], [2D Sinovac
+ 1D AstraZeneca + 1D Pfizer (n = 11)] y [2D Sinovac + 1D Pfizer + 1D Moderna (n = 7)]
fueron 1.5 (P <0.5298), 2.8 (P <0.2398) y 1.7 (P < 0.6099) veces mas bajos que los titulos
de anticuerpos neutralizantes de controles vacunados con el esquema homélogo [4D
Pfizer (n = 59)], contra el pseudotipo Omicron (Figura 7B). Sin embargo, ninguna de estas

diferencias fueron estadisticamente significativas.

Por otra parte, los titulos de anticuerpos neutralizantes de pacientes
reumatoldgicos vacunados con los esquemas heterdlogos [2D Sinovac + 2D Pfizer (n =90)]
y [2D Sinovac + 1D AstraZeneca + 1D Pfizer(n = 41)] fueron 3.6 (P < 0.0065) y 3.9 (P <
0.0065) veces mas bajos que aquellos pacientes reumatoldgicos vacunados con el
esquema homologo [3D Pfizer + 1D Moderna (n = 14)], contra el pseudotipo Omicron,
siendo estas diferencias estadisticamente significativas. Ademas los titulos de

anticuerpos neutralizantes de pacientes vacunados con el esquema heterdlogo [2D
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Sinovac + 1D Pfizer + 1D Moderna (n = 17)] también fueron 1.4 (P < 0.2637) veces mas
bajos que los pacientes vacunados con el esquema homadlogo[3D Pfizer + 1D Moderna (n
= 14)] contra el pseudotipo Omicron, pero esta diferencia no fue estadisticamente

significativa (Figura 7C).

De manera similar, los titulos de anticuerpos neutralizantes de controles
vacunados con los esquemas heterdlogos [2D Sinovac + 2D Pfizer (n = 31)], [2D Sinovac +
1D AstraZeneca + 1D Pfizer (n = 11)] y [2D Sinovac + 1D Pfizer + 1D Moderna (n = 7)]
fueron 1.5 (P < 0.7711), 2.9 (P <0.6019) y 1.8 (P < 7711) veces mas bajos que los titulos
de anticuerpos neutralizantes de controles vacunados con el esquema homodlogo [3D
Pfizer + 1D Moderna (n = 8)], contra el pseudotipo Omicron (Figura 7D). Sin embargo,

ninguna de estasdiferencias fue estadisticamente significativa.

iv. Comparacion de titulos de anticuerpos neutralizantes (ID50) de participantes con

esquemas homadlogos y heterdlogos con homologacion de plataformas.

Finalmente, se realizaron comparaciones entre esquemas homologos y
heterdlogos de pacientes y controles, luego de realizar una homologacion de plataformas
(Figura 8). De acuerdo a esto, se observé que los titulos de anticuerpos neutralizantes de
pacientes vacunados con el esquema heterélogo [2D Sinovac + 1D AstraZeneca + 1D
Pfizer (n = 41)] fueron 1.9 (P < 0.0166) veces mas bajos que los titulos de anticuerpos
neutralizantes de pacientes vacunados con los esquemas homologos [4D Pfizer; 3D Pfizer
+ 1D Moderna (n = 69)], contra el pseudotipo Wuhan (Figura 8A), siendo esta diferencia

estadisticamente significativa.
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Similarmente, se observd que los titulos de anticuerpos neutralizantes de
pacientes vacunados con el esquema heterdlogo [2D Sinovac + 2D Pfizer; 2D Sinovac +
1D Pfizer + 1D Moderna (n = 107)] fueron 1.4 (P < 0.0991) veces mas bajos que los titulos
de anticuerpos neutralizantes de pacientes vacunados con los esquemas homélogos [4D
Pfizer; 3D Pfizer + 1D Moderna (n = 69), contra el pseudotipo Wuhan (Figura 8A), pero

estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.

De manera similar, se observd que los titulos de anticuerpos neutralizantes de
controles vacunados con los esquemas heterélogos [2D Sinovac + 2D Pfizer; 2D Sinovac
+ 1D Pfizer + 1D Moderna (n = 38)] y [2D Sinovac + 1D AstraZeneca + 1D Pfizer (n = 11)]
fueron 1.1 (P < 0.8650) y 2.4 (P < 0.0866) veces mas bajos que los anticuerpos
neutralizantes de controles vacunados con los esquemas homologos [4D Pfizer; 3D Pfizer
+ 1D Moderna (n = 67)], contra el pseudotipo Wuhan (Figura 8B). Sin embargo, estas

diferencias no fueronestadisticamente significativas.

Por otra parte, cuando se realizé la comparacion de la capacidad de neutralizacién
contra el pseudotipo Omicron, se vié que Los titulos de anticuerpos neutralizantes de
pacientes vacunados con los esquemas heterdlogos [2D Sinovac + 2D Pfizer; 2D Sinovac
+ 1D Pfizer + 1D Moderna (n =107)] y [2D Sinovac + 1DAstraZeneca + 1D Pfizer (n = 41)]
fueron 2 (P < 0.0036) y 2.5 (P < 0.0036) veces mas bajos que aquellos pacientes
vacunados con los esquemas homadlogos [4D Pfizer; 3D Pfizer + 1D Moderna (n = 69)],

siendo ambas diferencias estadisticamente significativas (Figura 8C).

Similarmente, Los titulos de anticuerpos neutralizantes de controles vacunados
con los esquemas heterdlogos [2D Sinovac + 2D Pfizer; 2D Sinovac + 1D Pfizer + 1D

Moderna (n = 38)] y [2D Sinovac + 1D AstraZeneca + 1D Pfizer (n = 11)] fueron 1.5 (P <
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0.2541) y 2.8 (P < 0.1225) veces mas bajos que los titulosde anticuerpos neutralizantes
de controles vacunados con los esquemas homélogos [4D Pfizer; 3D Pfizer + 1D Moderna
(n = 67)] contra el pseudotipo Omicron (Figura 8D). Sin embargo, estas diferencias no

fueronestadisticamente significativas.
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Vill.  DISCUSION.

En la presente investigacion, se informaron los resultados de este estudio pionero
en el pais, realizado conel fin de investigar la respuesta inmune humoral, especificamente
la producciéon de anticuerpos neutralizantes, de pacientes reumatoldgicos y controles
sanos vacunados con diferentes esquemas de vacunacion contra el COVID-19,
provenientes de la Region de Atacama. Con la ayuda de una metodologiabasada en
pseudovirus que permite trabajar en laboratorios de bioseguridad tipo 2, se mostré que
los pacientes reumatoldgicos vacunados con esquemas heterélogos tienen bajos titulos
de anticuerpos neutralizantes, comparados con aquellos pacientes reumatoldgicos y
controles sanos vacunados con esquemas homaélogos, tanto para la variante Wuhan,

como para la variante Omicron BA.1.

En cuanto a las caracteristicas de la poblacion en estudio, se observé que el grupo
control no tuvo una distribucién de sexos similar al grupo de pacientes. Esto se puede
explicar debido a que mas del 80% de los pacientes reclutados tenian Artritis Reumatoide
y Lupus Eritematoso Sistémico, que son enfermedades que afectan principalmente a las
mujeres. Es por ello que fue complejo contar con un grupo control que tenga una

distribucién similar al grupo de casos.

Respecto a la hipdtesis planteada con la informacién de la literatura, se puede
sefalar que no se cumplié.De acuerdo con los resultados obtenidos, no se encontrd que
los pacientes reumatoldgicos inoculados con esquemas de vacunacién homdlogos
tuvieran menores niveles de anticuerpos neutralizantes que los pacientes
reumatoldgicos inoculados con esquemas heterdlogos, contra ninguna de las dos
variantes descritas anteriormente. Esto podria explicarse debido a que los esquemas
homoélogos estaban compuestos sélo de vacunas basadas en RNAm (Pfizer y Moderna) y

las dos primeras dosis de todos los esquemas heterdlogos fueron con vacunas basadas
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en virus inactivado (Sinovac). En ese sentido, en la literatura se ha mostrado que los
titulos de anticuerpos neutralizantes han sido mayores en pacientes reumatoldgicos que
son vacunados con dosis de Pfizer, en comparacién con pacientes reumatoldgicos

vacunados con dosis de Sinovac!4 17,

Es interesante que los resultados de Honfi et. Al escritos en la introduccidon de
este trabajo observd un 100% de respuesta de anticuerpos neutralizantes en pacientes
reumatoldgicos inoculados con esquemas heterdlogos, mientras que en pacientes
reumatoldgicos inoculados con el esquema homdlogo con tres dosis de Pfizer sélo se
observé un 95% de respuesta. Esta diferencia podria explicarse ya que en este estudio se
utilizé una tecnologia de inmunoensayo (ensayo Siemens Healthineers SARS-CoV-2 IgG)
para detectar titulos de anticuerpos de tipo 1gG contra S1. Ademas, en esta cohorte
proveniente de Hungria, hubo participantes que fueron inoculados con las plataformas
Gam-COVID-Vac (Sputnik) y BBIBP-CorV (Sinopharm), mientras que en la cohorte del

presente estudio ningln participante contaba con la inoculacion de estas plataformas.

Los resultados mostrados en este estudio sugieren, en primer lugar, que los
pacientes reumatoldgicos inoculados con esquemas heterdlogos tienen 1.5 veces
menores niveles de anticuerpos neutralizantes quepacientes reumatolégicos inoculados
con esquemas homologos, respecto de la variante Wuhan. Incluso, esta diferencia es aln
mayor cuando se realiza la medicién contra la variante Omicron, teniendo los pacientes
reumatoldgicos inoculados con esquemas heterdlogos niveles de anticuerpos
neutralizantes 2.2 veces mds bajos. Esto se explica en relacién a la estrategia de
vacunacion inicial implementada en Chile y el mundo, donde todas las plataformas de
vacunas estaban disefladas para inducir la inmunidad humoralneutralizante solo contra

la variante Ancestral Wuhan, por lo que el suero de los pacientes sin infeccion por COVID-
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19 no han sido estimulados para producir anticuerpos neutralizantes contra la variante

Omicron BA.1.167.89.22,

Otro aspecto interesante es que los pacientes reumatoldgicos pertenecientes a
esta cohorte elicitaron altos niveles de anticuerpos neutralizantes respecto de lo
esperado, llegando incluso a tener valores de ID50 > 300.000, lo que se contrasta con lo
reportado en Gaete et. al, donde la mayoria de pacientes receptores de trasplantes de
drgano solido elicitaron titulos de anticuerpos neutralizantes muy cercanos al limite de
deteccién de la técnica (ID50 < 10), lo que se relaciona con el estado de inmunosupresion.
Esta diferencia podria explicarse debido a que en el presente estudio, se aceptaron
pacientes reumatolégicos y sujetos controles con historial de infeccion por SARS-CoV-2,
induciendo una respuesta inmunitaria hibrida. Esto se observd también en Honfi et. al,
donde se evidencié que los niveles de anticuerpos IgG especificos neutralizantes del virus
fueron mas altos en pacientes reumatoldgicos que se infectaron con SARS-CoV-2 después

del protocolo de vacunacion primaria completa.

Cuando se realizaron comparaciones entre los esquemas de vacunacién de forma
particular, se mostré que aquellos pacientes que fueron inoculados con el esquema
heterélogo que contenia dos dosis de CoronaVac (virus inactivado), una dosis de
AstraZeneca (vector adenoviral) y una dosis de Pfizer (ARNm) elicitaron los menores
titulos de anticuerpos neutralizantes que los otros esquemas heterélogos, cuando se
compararon con los pacientes que tenian esquemas homélogos. Frommert et. al
observaron que, en una cohorte de pacientes reumatoldgicos vacunados con dos dosis
de AstraZeneca mostraron una capacidad de neutralizacion significativamente mas baja
qgue aquellos pacientes vacunados con vacunas basadas en RNAm, concluyendo que la
administracién de la vacuna AstraZeneca es uno de los factores que influyen

negativamente en la inmunidad de los pacientes inmunosuprimidos.
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Una de las limitaciones de este estudio fue que la toma de muestra sélo se realizdé una
vez tras la administracién de la cuarta dosis. Esto limita a realizar un seguimiento de los
titulos de anticuerpos neutralizantes de los pacientes en el tiempo, el cual es un aspecto
importante a considerar debido a que la inmunidad humoral provocadas por las vacunas
va disminuyendo en el tiempo y la administracion constante de vacunas de refuerzo juega
un papel importante en mantener esta proteccién. Por tanto, se sugiere fuertemente
continuar con estudios en que se analice la inmunidad humoral de estos pacientes en el

tiempo, una vez comenzada la vacunacién anual con las vacunas bivalentes.

Otra limitante de este estudio fue la inexistencia de estudios acerca de la
inmunidad celular de células B yT de los pacientes y controles sanos. Estos estudios pueden
proporcionar informacidon importante respecto de la inmunidad que es independiente de
anticuerpos, logrando aportar evidencia sobre la capacidad total inmunitaria de pacientes
inmunosuprimidos ya que estudios han demostrado que, si bien las variantes
preocupantes de SARS-CoV-2 pueden evadir la respuesta inmune neutralizante, la
respuesta inmune celular juega un papel importante respondiendo ante estas variantes,
ademas de conferir proteccidn resistente contra enfermedades graves a medida que los
titulos de anticuerpos disminuyen en el tiempo'’.En ese sentido, se sugiere también
continuar con estudios que incluyan el analisis de la inmunidad celularcon las vacunas

bivalentes.

Por el contrario, una de las fortalezas de este estudio fue la obtencién de una
cohorte robusta de participantes que tuvieron diferentes combinaciones de vacunasy que
dieron lugar a diferentes esquemas de vacunacién. Esto permitid realizar un analisis de
qué es lo que ocurre con lainmunidad humoral de pacientes reumatdlogos frente a varios

escenarios.
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Los resultados de esta investigacidn proveen evidencia respecto a la mayor
efectividad que tienen los esquemas homdlogos de vacunacion (basados en ARNm),
respecto de los esquemas heterdlogos, en la produccién de anticuerpos neutralizantes
de pacientes reumatoldgicos. Ademas, los resultados confirmanla necesidad de realizar
una monitorizacion constante de la produccidon de anticuerpos neutralizantes en
pacientes que estdn inmunocomprometidos y que los resultados de esta monitorizacién
deben ser considerados al momento de planificar los programas de vacunacién a nivel

nacional.
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IX. TABLASY FIGURAS.
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Figura 1: Estructura, union y entrada de SARS-CoV-2 a las células de vias respiratorias humanas.
(A) Esquema de la estructura de SARS-CoV-2, donde se muestran las proteinas estructurales E, N,
My S. (B) Esquema de la unién de SARS-CoV-2 al receptor ACE2 y entrada del virus a las células de

vias respiratoriashumanas. (Kirtipal N. et al, 2020)

Two-plasmid-based pseudotype: HIV-1-SA19
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Figura 2: Esquematizacion de los pldsmidos que componen el pseudotipo VIH-1-SA19 (Beltran-Pavez

C.etal, 2021)
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Figura 3: Distribucion de muestras, controles y diluciones en placa de 96 pocillos. CN: Control negativo

de ensayo de infectividad; CP: Control positivo de ensayo de infectividad; DM: Muestra en duplicado.
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Figura 4: Flujo de trabajo del estudio.
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Figura 5: Titulos de anticuerpos neutralizantes de suero de pacientes reumatolégicos (PR) y
controles (Ctrl) vacunados con esquemas heterologos u homdélogos totales. ID50 de pacientes
reumatoldgicos (rosado) con esquemas de vacunacion homdlogos (n = 69) o heterélogos (n=156)
e ID50 de controles sanos(azul) con esquemas de vacunacion homdlogos (n = 67) o heterdlogos
(n=49), contra pseudotipo Wuhan (A,B) y pseudotipo Omicron (C,D). La significancia estadistica
de la diferencia entre neutralizaciones fue calculada con la prueba de Kruskal-Wallis. Se corrigio
el valor de P controlando la tasa de descubrimiento falso con la prueba de aumento de dos etapas
de Benjamini, Krieger y Yekutiel. El valor de P ajustado y loscambios de factor estdn indicados. P <

0.05 fue considerado estadisticamente significativo. El eje Y del grdfico estd presentado en escala

logaritmica (Logs).

N2 total 225 116

n2 participantes femeninos (%) 192 (85%) 71 (61%)
n2 participantes masculinos (%) 33 (15%) 45 (39%)
Edad (IQR) 58 (64 - 48) 39 (51-24)
Dias entre toma de muestra y cuarta dosis (IQR) | 38 (57.2 - 24) 31(51-22)

N2 Enfermedad reumatoldgica (%)

Artritis Reumatoide (AR) 170 (76%)
Lupus Eritematoso Sistémico (LES) 23 (10%)
Artritis Psoriatica (AP) 9 (4%)
Espondilitis Anquilosante (EA) 4(1.8%)
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Vasculitis (V) 1(0.4%)
Esclerodermia Sistémica (ES) 4(1.8%)
Otros 4(1.8%)
AR + LES 3(1.3%)
AR +V 1(0.4%)
AR + Otros 2 (0.9%)
LES +V 1(0.4%)
AP + EA 1(0.4%)
N2 Terapia inmunosupresora (%)

Agentes bioldgicos

Inhibidores de la calcineurina 65 (29%)
Glucocorticoides 1(0.4%)
Inhibidores de la sintesis de nucledtidos 156 (69%)
Agentes alquilantes e intercaladores del DNA 200 (89%)
Sulfasalazina 65 (29%)
Terapia combinada 24 (11%)

Tabla 1: Caracteristicas demogrdficas de los participantes del estudio.
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Valores de ID50

Datos iniciales

Wuhan

Omicron

Post — Repeticion

Omicron

Valores de ID50

Datos iniciales

Post - Repeticion

<10

<10

10

2,07

>21870

18977

328050

>21870

>21870

283057

62650

>21870

>21870

328050

21870

21082

>21870

44375

>21870

>21870

328050

>21870

>21870

>21870

328050

>21870

>21870

14119

283973

>21870

15170

239640

>21870

4024

328050

>21870

6081

66844

>21870

3643

99356

>21870 429,7 22090 -
>21870 >21870 | 147810| 68845
>21870 >21870 |176240| 75790
>21870 >21870 | 226524 24370
12630 >21870 = 46268
3576 >21870 = 38841
>21870 4638 147228 -
>21870 >21870 | 328050 21870
7290 >21870 = 29189
9898 >21870 = 21870
>21870 >21870 | 116065 | 120689

Wuhan | Omicron | Wuhan | Omicron
>21870 6194 328050 -
>21870 | >21870 | 81896 21870
>21870 6857 62836 -
>21870 11404 59371 -
>21870 | >21870 | 51790 31993
>21870 | >21870 | 29611 89019
>21870 5553 42431 -
>21870 | >21870 | 153716 | 43052
>21870 | >21870 | 126459 | 111861

20390 | >21870 = 60894

31098 | >21870 = 149787
>21870 | 13887 73860 -
>21870 763,4 21993 -
>21870 4761 21870 -
>21870 | 17222 45259 -

>21870 | >21870 41020 21870

501,7 <10 - 9,275
>21870 | >21870 | 27041 21870
>21870 | >21870 | 149473 | 31207
>21870 | >21870 | 33045 | 30916
>21870 2428 43077 -
>21870 450,7 38077 -
>21870 | >21870 | 181133 | 115339
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>21870 >21870 23340 21870 >21870 4077 161471 -

17789 >21870 = 21870 >21870 4591 328050 =

>21870 20675 >21870 = >21870 16868 | 328050 =

>21870 13166 83316 = >21870 4337 21870 =

>21870 14267 64479 = >21870 15071 21870 =

>21870 14334 328050 = >21870 | >21870 21870 21870

Tabla 2: Resultados de repeticiones de muestras con ID50 > 21870 e ID50 < 10, para la variante
Wuhan y Omicron. (Amarillo) Resultados de sujetos control, (Azul) resultados de pacientes

{7

reumatoldgicos. El sigho corresponde a aquellos valores que no se consideraron en la

repeticion.

N2 Pacientes reumatoldgicos N2 Sujetos Control

n=225 n=116

n2 Esquemas homélogos (%) 69 (31%) 67 (58%)

n2 Esquemas heterdlogos (%) 156 (69%) 49 (42%)
ne Total (%) 225 (100%) 116 (100%)

n2 Esquemas homélogos (%)

12 dosis | 22 dosis 39 dosis 42 dosis
Pfizer Pfizer Pfizer Pfizer 55 (80%) 59 (88%)
Pfizer Pfizer Pfizer Moderna 14 (20%) 8 (12%)
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n2 Total (%) 69 (100%) 67 (100%)
n2 Esquemas heterdlogos (%)
12 dosis | 22 dosis 32 dosis 42 dosis
Sinovac | Sinovac Pfizer Pfizer 90 (58%) 31 (63%)
Sinovac | Sinovac | AstraZeneca Pfizer 41 (26%) 11 (22%)
Sinovac | Sinovac Pfizer Moderna 17 (11%) 7 (14%)
Otros 8 (5%) 0 (0%)
n2 Total (%) 156 (100%) 49 (100%)

Tabla 3: Caracteristicas de los esquemas de vacunacion de los participantes del estudio.
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Figura 6: Titulos de anticuerpos neutralizantes de suero de pacientes reumatoldgicos y controles
vacunados con esquemas homdlogos y heterdlogos particulares, contra variante Wuhan. (A, C)
ID50 de pacientes reumatoldgicos inoculados con el esquema homdlogo 4D Pfizer (n = 55) y 3D Pfizer + 1D
Moderna(n = 14), respectivamente, y con los esquemas heterdlogos 2D Sinovac + 1D AstraZeneca + 1D Pfizer
(n=41), 2D Sinovac + 1D Pfizer + 1D Moderna (n=17)y 2D Sinovac + 2D Pfizer (n =90). (B, D) ID50 de controles
sanos inoculados con el esquema homdlogo 4D Pfizer (n = 59) y 3D Pfizer + 1D Moderna (n = 8),
respectivamente, y con los esquemas heterdlogos 2D Sinovac + 1D AstraZeneca + 1D Pfizer (n = 11), 2D
Sinovac + 1D Pfizer + 1D Moderna (n =7) y Sinovac + 2D Pfizer (n =31). La significancia estadistica de la
diferencia entre neutralizaciones fue calculada con la prueba de Kruskal-Wallis. Se corrigié el valor de P
controlando la tasa de descubrimiento falso con la prueba de aumento de dos etapas de Benjamini, Kriegery
Yekutiel. El valor de P ajustado y los cambios de factor estdn indicados. P<0.05 fue considerado

estadisticamente significativo. El eje Y del grdfico esta presentado en escala logaritmica (log).

Terapia (n) Dosis (n)

Prednisona (n = 157) 10 mg/dia (n = 4)
7.5 mg/dia (n =3)
5 mg/dia (n = 96)

2.5 mg/dia (n = 46)

NI (n =8)

Rituximab (n = 11) 2 mg/dia(n=6)
1 mg/dia (n=5)

Metotrexato (n = 99) 20 mg/semana (n = 39)
17.5 mg/semana (n = 7)
15 mg/semana (n = 31)
12.5mg/semana (n = 5)
7mg/semana (n =7)
7.5mg/semana (n = 1)
6mg/semana (n=2)
2.5 mg/semana (n=1)

NI (n =6)

Abatacept (n = 6) 125 mg/semanal (n = 2)
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NI (n = 4)

Hidroxicloroquina (n = 66)

200 mg/dia (n = 15)
400 mg/dia (n = 4)
NI (n = 47)

Micofenolato (n = 1)

3 tabletas de 500 mg (1)
1g/12 hrs (3)
NI (n=2)

Azatioprina (n=1)

50mg/dia (1)
NI (n=2)

Tocilizumab (n = 1)

NI (n = 1)

Secukinumab (n = 6)

300 mg/mes (n=1)
150 mg/mes (n =1)
NI (n =4)

Tofacitinib (n =3)

5mg/cada dos dias (n =1)
NI (n =2)

Adalimumab (n = 10)

NI (n=6)
40 mg/cada 21 dias (n = 1)
40 mg/cada 15 dias (n =3)

Etanercept (n = 14)

NI (n = 11)

50 mg/semana (n =3)

Leflunomida (n = 12)

20 mg/dia (n =2)
NI (n =10)

Golimumab (n = 10)

50 mg mensual (n = 7)

NI (n =3)
Ciclosporina(n=1) NI (n=1)
Sulfasalazina (n = 1) NI (n=1)

Tabla suplementaria 1: Niveles de inmunosupresion por tipo de medicamento. NI: No

informado
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Figura 7: Titulos de anticuerpos neutralizantes de suero de pacientes reumatoldgicos y controles
vacunados con esquemas homdlogos y heterélogos particulares contra variante Omicron. (A, C)
ID50 depacientes reumatolégicos inoculados con el esquema homdlogo 4D Pfizer (n =55) y 3D Pfizer
+ 1D Moderna(n = 14), respectivamente, y con los esquemas heterdlogos 2D Sinovac + 1D
AstraZeneca + 1D Pfizer (n = 41), 2D Sinovac + 1D Pfizer + 1D Moderna (n =17) y 2D Sinovac + 2D
Pfizer (n =90). (B, D) ID50 de controlessanos inoculados con el esquema homdlogo 4D Pfizer (n =
59)y 3D Pfizer + 1D Moderna (n = 8), respectivamente, y con los esquemas heterdlogos 2D Sinovac
+ 1D AstraZeneca + 1D Pfizer (n = 11), 2D Sinovac + 1D Pfizer + 1D Moderna (n =7) y Sinovac + 2D
Pfizer (n =31). La significancia estadistica de la diferencia entre neutralizaciones fue calculada con
la prueba de Kruskal-Wallis. Se corrigié el valor de P controlando la tasa de descubrimiento falso
con la prueba de aumento de dos etapas de Benjamini, Kriegery Yekutiel. El valor de P ajustado y
los cambios de factor estdn indicados. P<0.05 fue consideradoestadisticamente significativo. El eje

Y del grdfico estd presentado en escala logaritmica (logs).

Figura 8: Titulos de anticuerpos neutralizantes de suero de pacientes reumatoldgicos y controles
sanos inoculados con esquema de vacunacion homodlogos y heterdlogos; homologacion de
plataformas. (A, C)ID50 de la suma de pacientes reumatoldgicos inoculados con el esquema
homdlogo 4D Pfizer y 3D Pfizer +1D Moderna (n = 69), con el esquema heterdlogo 2D Sinovac +
2D Pfizer y 2D Sinovac + 1D Pfizer + 1D Moderna (n = 107) y con el esquema heterdlogo 2D Sinovac
+ 1D AstraZeneca + 1D Pfizer (n = 41) contra el pseudotipo Wuhan y Omicron, respectivamente.
ID50 de la suma de controles sanos inoculados con el esquema homdlogo 4D Pfizer y 3D Pfizer +
1D Moderna (n = 67), con el esquema heterdlogo 2D Sinovac + 2D Pfizer y 2D Sinovac + 1D Pfizer
+ 1D Moderna (n = 38) y con el esquema heterdlogo 2D Sinovac + 1D AstraZeneca + 1D Pfizer (n =
11) contra el pseudotipo Wuhan y Omicron, respectivamente. La significanciaestadistica de la
diferencia entre neutralizaciones fue calculada con la prueba de Kruskal-Wallis. Se corrigidel valor
de P controlando la tasa de descubrimiento falso con la prueba de aumento de dos etapas de
Benjamini, Krieger y Yekutiel. El valor de P ajustado y los cambios de factor estdn indicados. P<0.05
fue considerado estadisticamente significativo. El eje Y del grdfico estd presentado en escala

logaritmica (log,).
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Xl.  ANEXOS.

1) CONSENTIMIENTO INFORMADO:

LIMIVE RSIDwD
DE ATACAMA

AL W L R LT S
Frogm = arrmoer cho el e

Consentimiento Informado

Patrocinante: Facultad de Medicina, Liniversidad de Atacama.

Investigador Principal: Maria José Gallardo
RU.T.:15426.313-6
Instituchdn: Facultad de Medicina, Universidad de Atacama.

Teléfonos: 56585022719
Emiall: mariajose gallardo@uda.cl

Le estamos imvitando a participar en el proyecto de investigacion monitoreo clinlco-modecular de
paclentes reumatoldgicos Inoculados con vacumas para SARS-Col-, debido a gue es de suma
importancia estudiar la deteccidn de anticuerpos neutralizantes posterior a la vacunacidn contra el wirus
SARS-CoY- 2, la causa del COMID-19.

Procedimlientos: Usted debe primero entender el estudio al cual le estamos invitando y este

consentimiento, y deddir participar en forma absolutamente wvoluntara. 5 dedde aceptar,
obtendremos informacidn directarnente a través de preguntas que be haremos a usted o revisando sus

registros médicos reladionado con su edad, sexo, lugar de residencia, tipo de trabajo, enfermedades
que Usted tenga, tipo de sangre, estado de vacunacidn y fechas de vacunaddn, sl tuvoe o no COVIDLS

Se procederd luego a cbtener una muestra de sangre venosa de 10 mil, eguivalente a una cucharada

sopera, mediante una puncidn venosa al inicio del proyecto v luego a los By 12 meses. Usaremos asta
sangre para la deteccidn de anticuerpos neutralizantes. €l resto del suero serd mantenido congelado

a-B0®C por sl s2 debe repetir alguna prueba posteriormente. El suero recolectado serd utilizado
solarmente para bos fines de este estudio y una vez terminado el estudio serd descartado.

Durante los prdximos meses lo estaremos contactando para consultar sl se ha mantenido sin infeccidn,
o bben, si se ha infectado con el wirus y desarrollado COVID19. En caso de que haya
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desarrollado COVIDLS, ke solicitaremos la sigulente informacikin: fecha de inicio de sintomas, fecha de
realizacidn de prueba diagndstica, tipo de test diagndstico, resultado y fecha de test diagndstico,

presencia de hipoxemia sifng, necesidad de ouigeno suplementario sifno, necesidad de hospitalizackan
sifno, necasidad de ventilacidn mecdnica sifno, situacdn de egreso médico una vez finalizado el

episadio de COVID19.

Riesgos: 5u participacidn en el estudio consiste en propordonar y permitir la obtencidn de informacidn
sobre Ud. como se explica rmds arriba, y una muestra de sangre por punddn wanosa en tres ocasionas
{3 muestras en total). Su participacidn por ello no tiene un riesgo mayor para Ud. mas que la molestia

y beve dolor asociado a la puncidn venosa. Es posible que la puncidn le deje un moretén gue pueda
durar un par de samanas. En muy raras acasiones, la puncidn venosa puede causar una infeccidn, pero

tomaremos todas las precaudones para que ello no ocurra. La toma de muestra la realizard personal
de salud competente v con experiencia.

Costos: Su participacidén no tiene costo alguno para Usted. La toma de la muestra sangulnea y su
procesamiento serd costeada en su totalidad por el estudio.

Beneficlos: Los beneficios de este estudio seran para la sodedad y para pacientes reumatolégicos
afectados directa o indirectamente por la pandemia de COVID-19. Especificarmente se estudiara la
respuesta inmuncbgica de pacientes reumatolégicos v no reurmnatologicos frente al proceso de

vacunacién realizado en el pais. Fara este estudio es fundamental contar con la participacién de

permitan realizar recomendaciones clinkcas segin los resultados obtenidos.

Confidendalidad y uso potencial de los resultados: Toda la informacion derivada de su participacidn
en este astudio serd conservada en forma de estricta confidencialidad, lo que incluye el acceso de los
investigadores y eventualmente otros investigadores a futuro en caso de abrirse la base de datos para
el beneficio de la investigacién a nivel mundial {esto se denomina actualmente “acceso ablerto” a los
datos). Todos los datos que usted nos proporcione o se obtengan de Ud. serdn manejados en forma
andnima y no habra posibilidad alguna gque lo dentifiquen por participar en aste estudio.

Voluntariedad: Es importante que comprenda a cabalidad que su participacidén en la irmvastigacién as

totalmente wvoluntaria y se puede retirar en cualquier momento sin gue ello signifigue perjuicio alguno
para Usted.

Derechos del participante: Usted recibird una copla (ntegra y escrita de este documento firmado. S
usted requiere cualguier otra informacikin sobre su participacién en este estudio o bien conocer los
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resultados pueds comunicarse con: Autoridad de la institucion: Maria losé Gallardo Melson,
+5E985022719.

Otros Derechos del participante

En caso de duda sobre sus derechos debe comunicarse con el presidente del "Comité de Etica de

inwestigacidn en Seres Humanos”, Dr. Manuel Oyarzin G., Teléfono: «5629789536, Emall:
comitecelshi@med.uchile.d, cuya oficing se encuentra ublcada a un costado de la Biblioteca Central de |a

Facultad de Medicina, Universidad de Chile en Av. Independencia 1027, Comuna de Independencia.
Conclusidn

Despuwés de haber recibido y comprendide la informacion de este documento y de haber podido aclarar

todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en el proyecto "Seguimiento y monitoreo
clinico-rmaolecular de pacientes reurnatologioos inoculados con vacunas para SARS-CoV-2 en la regidn de
Atacama”,

Mombre del participante: Mombre del investigador:
RUT: RUT:

Firma: Firma:

Fecha: Fecha:

IbHOv]20d
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2) FICHA CLINICA:
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FICHA CLINICA

MN? Registro:

Pravio a legar la siguiente ficha clinica, se debe tener en cuenta gue se seleccionaran aguellos paciente
que no posean ninguno de los criterios de exclusidn que s& mencionaran a continuacidn.
CRITERIOS DE EXCLUSION

Mo poseer la cuarta dosis de la vacuna contra el SARS-CoV-2

Padecer o tener antecedentes de turnores solidos yfo hematoldgicos en los dltimos 5 afios

Padecer otras enfermedades gue comprometan el sistema inmune tales como VIH

(infeccidn por &l virus de la inmunodeficiencia humana), IDCV
(inmunodeficiencia comdn variable), EMR [esclerosis madltiple refractaria)

Control samo

IDENTIFICACION DEL PACIENTE
Grupo

Policlinkco de reumatologia

Apellida (s)

Mormbire (s)

RUT
Fermanino

S0 Edasculimo

Edad [afos cumplidos)
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Fecha de macimiento

hMaclonalidad

Origen étnico o Pueblo
originario

Residencia

leléfono
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contra
el SARS-Cov-27
£ Con qué Primera dosis
uBCuna AConsignar
carnet de Segunda dosis
vaounackin o pase
de mowilidad) Tercera dosis
{refuerzo)
Cuarta dosis
{refusrzo)
{Cudndo se Primera dosis ! !
acund HConsignar
cannet de
vaCunackin o pase Segunda dosls ! !
de movilidad)
Tercera dasis ! !
{refuerzo)
Cuarta dosis ! !
{refusrao)
dEn las 2 semanas Dolor Sensacion de
posteriores  a la malestar
vacunackin  con  la
cuarta dosls presentd Eriterma Rinorrea
alguno  de s lenrojecimiento de plel) (escurrimiento
sigulenteas nasall
signos /o sintomas?
Sensachin de hormigueo Mialgia [dolor
muscular)
Cefalea (dolor de Fiebre
cabeza)
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Artritis [inflamacicn Artralgias (dolor
arthcular) articular]
Lesignes cutdneas Righdez matinal
Otro [Especifigue)
d Usted tuwo S Mo Fecha: !
COVID-19?
SEl
diagndstico Prueba FOR Test de antigenas
fue
mediante PCR
o yntest de
antigeno)
éTuwo sintomas? | 5 Mo
Fiebre los
Dificultad para Fati
4 0ué sintomas re<oirar - B
tuvo? s
Dolor de cuerpa Cefalea
Pérdida del Dalor de
offato,/ gusto garganta
Otro (especifique)
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_ 5l Mo Fecha: ! !
hospitalizadao
a
causa del
COVID-197
Artritis reumatoidea
Patodogia
Is) Lupus eritematoso
reumatoldgicas sistémico
y tlernpo de
aolucidn Artritis Psoriatica
Espondilitis
anquilcsante
Vasculitis
Esclerodermia
Sistérndca
Glucocorticoldes
(Frednisona, Betametasona, Hidrocortisona, etc)
Mombre:
Dosis:
medica E:;Ji:mah
Mombe. Fecha de Ultima administracidn: ) !
y dosis)
Ciclofosfamida
Dasls:
Fecha de dlitima administracidn: ! F)
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Anti-COB0/AnH-COEE
Abatacept
DAk
Hidroxicloroquina
Dasls:

imhibddores de iL-5
Focilizumab
Dosis:

fmhibddlor fL-1F
Secukinumak
Daosis:

fmhibidares JAK
lofacitinib

LDiosis:

Leflunormida
Daosis:

Metotrexato
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Dasis:

inhihidaores TNF

Adalirmurmab

Dosis:

Etanercept

Dosis:

Gadimumab

Dosis:

Bicofenolato

Dasis:

Azatioprina

Dasis

) dEm )
Hiperte | Mo | Mo
h trata
Patolog |  nsldn
5. arterial MISNE
cronica o?
5
) iEm )
':'Mﬂi g‘»ﬂgﬂi | Mo = | Mo
nies. 5 trata
o aellitus mignt,
o7
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JEm
Cancer 2l e trata 1

o7

M

& Oué tipo?

Anticuerpos
neutralizantes

muestra

Fecha toma | Titulo (MC50) 95% CI 1050 R? Resultado

3) COMITE DE ETICA:

"%, ACTA DE APROBACION DE PROYECTO

e [Cecurmants an veriidn 3.1 coreegida 17,11, 3005}

Con fecha 16 de Noviembrs de 2021, el Comité de Etica de Investigacidn en Seres Humanas de la
Facultad de Medicing, Universidad de Chile, intagrado por bos sigulentas miembros:

I:Ir. Manuel Oyarzin G., Médico Neumdlogo, Profesor Titular, Presidents

Dra. Lucia Cifuentes 0., Médico Genetista, Profesor Titular, Vicepresidente Subrogante Sra.
Claudia Marshallf., Educadora, Representante de la comunidad

Dra. Gricel Crellana, Médico Meuropsiguiatra, Profesor Asociado

Prof. Julieta GonzalezB., Bidloga Celular, Profesor Asociado

Dra. Baria Angela Delucchi Bicgcchl Medico Pediatra Mefrdlogo, Profesor Titular

Dr. Miguel 0¥ Ryan, Médico Infectdlogo, Profesor Titular

Dra. Baria Luz Bascufidn Psicdloga PhD, Profesor Asociado

Sra. Karima Yarmuch G., Abogada, Direccidn Juridica, Facultad de Madicing Srta.
Javiera Cobo B Mutricionista, Secretaria Ejecutiva

Prof. Verdnica Aliaga C, Kinesidloga, Magister en Bioética, Profesor Asociada

Dr. Dante Ciceres L, Médico Veterinario, Doctor en Salud Publica, Profesor fsociado
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Ha revisado el Proyecto de Investigacidn titulado: “SEGUIMIENTO ¥ MONITORED CLINICD-
MOLECULAR DEPACIENTES REUMATOLOGICO INOCULADDS CON VACUMAS PARA SARS-COV-2 EN LA
REGION DEATACAMA®. Cuyo inwestigador responsable es la Dra. Bdaria José Gallardo, quien
desempefia funciones en el Departamento de Medicna, Facultad de Medicina, Universidad Atacama.

El Comité revisd los sipulentes documentos dal estudio:

+ Proyecto Concursable FONIS 2021

+ Curmiculym Vitae de los investigadores
«  Consentirmiento Infermada

«  Carta Compromiso del investigador

El prowecto v los documentos sefialados an el parrafo precedente han side analizados a la luz de los
postulados de la Declaracidn de Healsinkl, de las Pautas Eticas Intermacionales para la Investigacion
Biomédica en Seres Humanos CIOMS 2016, v de lzs Guias de Buena Practica Clinica de 1ICH 1996,

15 W

UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD
DE MEDICINA

COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANDS

Sobre |z base de esta informacién el Comité de Etica de Investigacion en Seras Humanos de la Facultad
de Medicina de la Universidad de Chile se ha pronunciads de |z sigulente maneara sobre |os aspactos
del proyecto gue a continuacion se seflalan:

a) Cardcter de la poblacidn a estudiar: Poblacion cautiva, hu'estlgaciljn nio terapéutica.

b} Utilidad del proyecto: Determinar si hay una diferencia en la respuesta a vacuna Coronavag
de personas con artritis reumatolde y Lupus eriternatoso sistédmico en comparacidn con
controles sanos pareados.

c] Riesgos y beneficios: Bajo riesgo, solo punclén venosa.

dj  Proteccidn de los participantas (asegurada por el consentimiento informada): Asegurada

&)  Matificackén oportuna de reacciones adversas: Mo aplica

fl Compromiso del imvestigador responsable en la notificacidn de los resultadas del estudio al
finalizar el proyecto: 5.

gl Regulere seguimiento o visita en terreno: 5 M
N.¥ dia visitas:
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Por lo tanto, e comité estima que el estudie propuesto estd bien justificado y gue no significa para los
sujetos involucrados resgos fisicos, psiquicos o sociales mayares que minimos.

Este comité tamibbén analizd vy aprobd los correspondientes documeantos de Consentimiento Informado
en su versidn modificada recibida el 11 de noviernbre de 3021, que se adjunta firmado, fachado v
timbradio por este CEISH.

5in perjuicie de ko anterior, segdn bo establecido en el articule 10 bis del DS N 114 de 2011, del
dinisterio de Salud que aprueba el reglamento de la ley N 20.130; es preciso recordar que toda
inwestigacidn clentifica en seres humanos deberd contar con la sutorizacidn expresa del o de los
directoras de bos establecimientos dentro de los cuales se efectie, la que deberd ser evacuada dentro
del plazo de 20 dias habiles contados desde la evaluacidn conforme del CEISH, siendo de
responsabilidad del irvestigador enviar a este Comité una copla de la misma dentro del plaze sefialado.

En virtud de las consideraciones )

anteriores el Comité otorga la e
aprabacidn dtica para la realizacidn del : el
estudio propuesto, dentro de las
especificaciones del protocolo.

A5 HO A

Se axtiende este documento por el pericdo de 01 afie a contar desde |a fecha de aprobacidn
prorrogable segin informe de avance v seguirmbento biodtico,
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