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Resumen del proyecto

La pandemia de COVID-19 impacté significativamente en los pacientes con trasplante renal (TR), los que tuvieron una
elevada mortalidad inicial. Esto llevé a un cambio en las prioridades de atencién para esta poblacién y, como resultado, se
aprobaron modificaciones en el proyecto FSS_X_2019_1_155452.

En Uruguay, se implementé una exitosa campana de vacunacién anti SARS-CoV-2, priorizando a los pacientes con TR por
sobre la poblacion general. Al inicio de nuestro estudio, la informacidn sobre la respuesta inmune a las vacunas contra el
SARS-CoV-2 en personas inmunodeprimidas era limitada.

Nuestro objetivo principal fue evaluar la respuesta inmune de los pacientes con TR a las vacunas contra el SARS-CoV-2 en
Uruguay. Para ello, llevamos a cabo un estudio prospectivo multicéntrico a nivel nacional que incluyé a pacientes de todos
los Centros de TR de adultos del Uruguay (INU-Hospital Italiano, Hospital Evangélico y Hospital de Clinicas, n=284).

En la Fase 1 del estudio, se evalud la respuesta humoral después de la administracién de dos dosis, ya sea de CoronaVac®
0 BNT162b2 mRNA-Pfizer/Biontech. Observamos una baja respuesta de anticuerpos en pacientes con TR, con solo un 29%
de seroconversién, en comparacion con el 100% en individuos sanos. Ademds, la cantidad de anticuerpos fue
aproximadamente diez veces menor en los pacientes con TR en comparacién con el grupo de control. Estos hallazgos
preliminares fueron presentados ante la Comisidn Nacional Asesora de Vacunaciones del Ministerio de Salud Publica. En
julio de 2021, se aprob6 por parte del MSP la administracion de dosis de refuerzo a los pacientes inmunoderpimidos.

En las Fases 2 y 3 del estudio, se evalud la respuesta humoral después de la administraciéon de dosis de refuerzo,
utilizando esquemas homadlogos (3 dosis de ARNm-BNT162b2-Pfizer) o heterélogos (2 dosis de Sinovac y 2 dosis de ARNm-
BNT162b2-Pfizer). En este punto, observamos una mejora significativa en la respuesta de anticuerpos, alcanzando una
seroconversion del 70% con ambos esquemas. Identificamos que el 30% de los pacientes que ain no mostraban respuesta
de anticuerpos presentaban con mayor frecuencia el uso de triple terapia inmunosupresora, menor tiempo post-trasplante
y un menor numero de linfocitos B memoria switched y T memoria CD8. Ademads, la administracién de dosis de refuerzo se
asocié con una menor tasa de mortalidad en este grupo de pacientes.

La informacién generada en este estudio ha sido invaluable para guiar a los clinicos en el manejo de los pacientes y ha
servido como base para la programacion de dosis de refuerzo por parte de las autoridades sanitarias. Ademds, este
trabajo ha consolidado la colaboracion entre diversas instituciones, incluyendo los tres centros de trasplante renal (INU-
Hospital Italiano, Hospital Evangélico y Hospital de Clinicas), el Laboratorio de Citometria de Flujo del Departamento
Bdsico de Medicing, el Instituto Nacional de Donacién y Trasplante ; el Institut Pasteur Montevideo y la Asociacidén de
Trasplantados del Uruguay.

Ciencias Médicas y de la Salud / Ciencias de la Salud / Ciencias y Servicios de Cuidado de la Salud /
Nefrologia e Inmunologia del trasplante

Palabras clave: Trasplante renal, / alo-respuesta inmune / Células Natural Killer /

Introduccion

El proyecto inicialmente propuesto en 2019 titulado Caracterizacién longitudinal de la poblacidn de Natural Killer en el
trasplante renal y su rol en la monitorizacién de la respuesta aloinmune, fue modificado considerando las repercusiones
de la pandemia COVID-19 a la poblacidon de pacientes con trasplante renal (TR) y el cambio en las prioridades asistenciales
y de investigacion.

Algunas de las principales repercusiones fueron:

1. disminucidn de la actividad de Trasplante mundial, regional y nacional.

2. elevada mortalidad por COVID-19 en pacientes con trasplante.

3. disminucidn de la actividad pre-trasplante

4. recomendacion de “quedarse en casa” y cambio en la modalidad de asistencia a telemedicina.
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5. alternativas de vacunacion para COVID 19, con vacunas desarrolladas durante la pandemia,

Es importante senalar que los receptores de trasplante renal presentaron un elevado riesgo de experimentar
consecuencias graves debido a la COVID-19, incluso con un alto porcentaje de mortalidad. [1-14] Y la vacunas anti SARS-
CoV-2 surgian como una primera solucién para este grupo de pacientes. ]Tanto Sociedades Cientificas Nacionales como
Internacionales emitieron pautas y recomendaciones a lo largo de 2021, enfatizando la prioridad de vacunacidn para este
subgrupo de pacientes. [18—24]

Desde el ano 2020, se llevaron a cabo numerosos ensayos clinicos para desarrollar vacunas contra el SARS-CoV-2 en todo
el mundo. Sin embargo, al inicio de nuestro estudio en 2021, existia incertidumbre sobre si los resultados eran aplicables a
individuos con enfermedad renal, incluyendo aquellos en didlisis o con trasplante. [16, 17]

La vacunacién contra el SARS-CoV-2 ha desempenado un papel fundamental en la reduccion del riesgo de infeccion y en la
prevencion de formas graves de la enfermedad. [15]. Los pacientes con trasplante renal estdn sometidos a una terapia
inmunosupresora disenada para prevenir el rechazo del érgano trasplantado. Esta medicacién tiene como efecto
secundario la disminucidn de las defensas naturales del organismo, las cuales nos protegen de las infecciones y son
responsables de la respuesta inmunolégica a las vacunas. Por lo tanto, desde el inicio, la comunidad cientifica expresé
inquietud sobre cémo responderian los pacientes con trasplante renal ante las vacunas contra el SARS-CoV-2. Este desafio
abridé un nuevo capitulo en la busqueda del conocimiento médico en este campo.

En este contexto, surgié como una prioridad de investigacidn en esta poblacién la evaluacidn de la respuesta humoral a los
diversos esquemas de vacunas anti SARS-CoV-2 implementados en Uruguay. Estos difirieron de los mds comunes en
Europa y América del Norte, especialmente dada la situaciéon de emergencia sanitaria. Estos ajustes en el proyecto
original resultaron ser cruciales para optimizar el esquema de vacunacién de los inmunodeprimidos en Uruguay,
contribuyendo de manera significativa a la adaptacién de las prioridades para esta poblacidn.

PLAN DE VACUNACION INICIAL CONTRA SARS-COV-2 EN URUGUAY

En marzo de 2021, el Ministerio de Salud Publica de Uruguay aprobé el uso de emergencia de las vacunas a virus
inactivados Coronavac (de la empresa Sinovac) y BNT162b2 mRNA (de la empresa Pfizer-BioNTech).25 Dichas vacunas
difieren entre si en cuanto al tipo de plataformas utilizada para su produccion: la vacuna BNT162b2 (Pfizer-BioNTech) es
una vacuna que utiliza la plataforma de RNA mensajero envuelto en una cubierta lipidica con actividad adyuvante;
mientras que la vacuna Coronavac (SInoVac) consta de particulas virales enteras inactivadas.26—29

El plan de vacunacién en Uruguay estuvo dirigido por la Comisién Nacional Asesora de Vacunaciones del Ministerio de
Salud publica del Uruguay y se selecciond el plan de vacunacién inicial de acuerdo a la disponibilidad de vacunas en el
escenario de escasez del 2021, la exposicion al virus de acuerdo al tipo de trabajo, trabajadores de la salud y por franja
etarialé.

Es asi que la vacunacién contra SARS-CoV-2 se iniciéd en marzo 2021 por los siguientes grupos de riesgo:

- poblacidn con alta exposicidn al virus por el tipo de trabajo con Coronavac (SinoVac)

- personal de Salud con BNT162b2 (Pfizer-BioNTech).

A continuacion, se administrd siguiendo la franja etaria:

- de 18 a 70 afios: vacuna de virus inactivados (Coronavac

-y BNT162b2 a los mayores de 70 anos.

Uruguay logré priorizar en su plan de vacunacidén a los pacientes inmunodeprimidos en los que se incluyeron a los
pacientes con trasplante renal. Los pacientes trasplantados fueron siguiendo las mismas pautas que la poblacién general,
pero antes en el tiempo. Es asi, que la poblacién de pacientes con trasplante renal y renopdncreas recibieron los 2 tipos de
vacunas, mayoritariamente Coronavac, dado que la mayoria eran menores de 70 afos [16].

INFORMACION DISPONIBLE A INICIOS DE 2021 DE LA RESPUESTA INMUNE A VACUNAS SARS-COV-2 EN TRASPLANTE

La respuesta inmune, tanto celular como humoral, se encuentra inhibida por el efecto de los farmacos inmunosupresores
para evitar el rechazo del trasplante. El uso de farmacos inmunosupresores puede disminuir la eficacia de la vacuna por
la incapacidad del sistema inmune de producir en forma adecuada la inmunidad celular y humoral. [30—35] Evidencias al
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momento del inicio del plan de vacunacién en Uruguay sugerian que la respuesta de antiucuerpos entre los pacientes con
trasplante de érganos sélidos (TOS) era débil para las vacunas a ARNm o con vector viral en comparacién a la poblacién
sana.[36—50] Sin embargo, en el momento de inicio del presente estudio, no habian estudios que evaluaran la respuesta
serolégica a vacunas a virus inactivados en la poblacidn de trasplante.

DESARROLLO DEL TEST SEROLOGICO EN URUGUAY

Desde el inicio de la pandemia en marzo 2020, diversas instituciones de investigacion de nuestro pais trabajaron
coordinadamente para desarrollar multiples estrategias metodoldgicas para evaluar la presencia de anticuerpos séricos
frente a proteinas virales (proteina S, nucleocdpside o dominios de ellas). En particular se conformé un Grupo de Trabajo
Interinstitucional (GTI) que logré desarrollar un test seroldgico tipo ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) con alta
especificidad (96,15%) y sensibilidad (97,67% luego de 14 dias del inicio de los sintomas) para la identificaciéon de
anticuerpos tipo IgG contra el dominio RBD de la proteina Spike del SARS-CoV-2.
(https://udelar.edu.uy/portal/2020/05/creacion-del-grupo-de-trabajo-interinstitucional-para-el-desarrollo-de-test-
serologicos-covid-19/) Este desarrollo técnico se llevé adelante con la participacion de recursos humanos de la
Universidad de la Republica (UdelaR) a través del Hospital de Clinicas, las Facultades de Medicina, Quimica y Ciencias, el
Polo Tecnoldgico de Pando, asi como del Institut Pasteur de Montevideo. Finalmente, un consorcio entre el Institut Pasteur
de Montevideo, la Universidad de la Republica y la empresa ATGen, logré implementar este ensayo en formato kit, como
forma de aumentar la disponibilidad y uso del mismo por los prestadores de salud de nuestro pais.

Dicho desarrollo nacional, permitié la optimizacién del ensayo (“COVID-19 IgG ELISA UY 2.0"), el cual fue registrado y
autorizado por el Ministerio de Salud Publica del Uruguay y permitié la determinacién cuantitativa de los anticuerpos IgG
especi?ficos contra el dominio Receptor Binding Domain (RBD) de la proteina Spike del virus SARS-CoV-2 en un momento
donde habia escasez de insumos a nivel mundial51.

OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICOS DEL PROYECTO
En este contexto nos planteamos como objetivo general evaluar la inmunogenicidad de las vacunas contra SARS-CoV-2 en
los pacientes con trasplante renal y renopdncreas.

FASE 1. Evaluacién de respuesta humoral luego de 2 dosis de vacuna anti SARS-CoV- 2

El primer objetivo especifico fue evaluar la produccidn de anticuerpos especificos contra SARS-CoV-2 luego de la
vacunacion inicial con 2 dosis de la vacuna a virus inactivados (Sinovac?) o con 2 dosis de BNT162b2 mRNA (Pfizer-
BioNTech). En dicha fase, demostramos que el porcentaje de seroconversidn estaba disminuido y era menor a 30% sin
diferencias entre las plataformas vacunales. Ademds, se pudo comprobar que el titulo de anticuerpos con la vacuna de
BNT162b2 eran mayores que con virus inactivados (Sinovac?). Los resultados preliminares de éste trabajo fueron
comunicados en tiempo real a los pacientes y a la Comisién Nacional Asesora de vacunaciones del MSP.

FASE 2: Evaluacién de la respuesta inmune luego de las dosis de refuerzo en trasplante renal

En el momento en que se llevé a cabo este estudio, comenzaba a surgir una evidencia sobre la limitada respuesta
inmunogénica que proporcionaban las dos dosis de vacunas en pacientes trasplantados [26,28,31,52—61]. A partir de julio
de 2021, se empez6 a observar a nivel internacional que la administracién de dosis de refuerzo en esta poblacién podia
potenciar la inmunogenicidad [51]. Basdndose en la evidencia cientifica disponible en ese momento, asi como en los
resultados obtenidos en este estudio y hallazgos similares en pacientes con trasplante hepdtico en Uruguay, la Comisién
Nacional Asesora de Vacunaciones del Ministerio de Salud Publica aprobé la aplicacidn de dosis de refuerzo para
pacientes inmunodeprimidos [51,62]. A finales de julio de 2021, en una colaboracién conjunta entre el Fondo Nacional de
Recursos, el Ministerio de Salud Publica y la Asociacion de Trasplantados del Uruguay, se inicié la administracion de dosis
de refuerzo a los pacientes trasplantados.L:

esquema homologo (3 dosis de ARNm BNT162b2) o

heterdlogo (2 dosis de Sinovac y 2 dosis de Pfizer).

Todos los pacientes recibieron las dosis de refuerzo con independencia de la dosis inicial. Hasta ese momento, no existia
informacion de la vacunacién heterdloga con la combinacién de vacuna a virus inactivados y mRNA. En este contexto
surgieron nuevas interrogantes

- (Cémo seria la capacidad de generar proteccién de las vacunas anti SARS-CoV-2 con el esquema homologo y con el
esquema heterdlogo en los pacientes con trasplante renal?

- ¢Podemos saber cudles caracteristicas clinicas de los pacientes y del estado del sistema inmune sirven para predecir la
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respuesta a las vacunas?
FASE 3: Poblaciones de linfocitos By T segun el momento de la seropositividad IgG contra el SARS-CoV-2

La respuesta inmunoldégica post-vacunacion contra el SARS-CoV-2 es altamente variable y actualmente carecemos de una
herramienta clinica que permita preverla de manera precisa en la prdctica médica. No existe una medida especifica que
evalle la carga de inmunosupresion en el periodo post-trasplante. Por tanto, los clinicos se basan en los niveles de
tacrolimus, pruebas virales y las particularidades individuales de los pacientes para evaluar el equilibrio entre el riesgo
de rechazo y el de sobreinmunosupresion.

La inmunofenotipificaciéon multicolor mediante citometria de flujo ha emergido como una herramienta crucial en la
evaluacion de trastornos inmunoldgicos y podria ser de utilidad para medir la respuesta inmunolégica en receptores de
trasplante renal [63,64]. A partir de esta premisa, planteamos la hipétesis de que el perfil inmunolégico de los linfocitos
podria estar correlacionado con la respuesta humoral tras la administracién de dosis de refuerzo.

La composicion de las células B estd alterada después del trasplante de rifdn y se ha correlacionado con la respuesta a
la vacunacidn contra el SARS-CoV-268. Se ha descrito una funcién By T alterada en los receptores de trasplante renal con
inmunosupresion triple basada en antimetabolitos (micofenolato), un inhibidor de calcineurina (ciclosporina o tacrolimus) y
prednisona, y estd asociada con el grado de inmunosupresion.

La memoria inmunoldgica en el sistema inmune es mantenida por las células B de memoria y las células plasmaticas (CP).
Las células B de memoria (CBM) desempenian un papel esencial en la produccién de anticuerpos. Estas células se generan
durante la respuesta inmunolégica a través de una via que puede ser dependiente o independiente de los centros
germinales (CG) [69].

En dicha fase el objetivo especifico fue evaluar la poblaciones de linfocitos By Ty su asociaciéon con el momento de la
seropositividad IgG contra el SARS-CoV-2

RESULTADOS ESPERADOS: En términos generales, esperdbamos aportar al conocimiento de la respuesta inmune a las
vacunas SARS CoV2 en poblacidén con tratamiento inmunosupresor post trasplante renal. Especificamente aportar
informacién para la toma de decisiones en el plan de vacunacion especifica durante pandemia COVID 19 e identificar
variables de utilidad clinica para indicacion de refuerzos en inmunizacién

Metodologia/disefio del estudio

Se realizd un estudio prospectivo multicéntrico de cardcter nacional** en pacientes con trasplante renal y renopdncreas
entre el 1°de mayo y 30 de setiembre de 2021. El grupo de estudio incluyd pacientes con TR de los 3 Centros de Trasplante
del Uruguay (INU-Hospital Italiano, Hospital Evangélico and Hospital de Clinicas). Los criterios de inclusion fueron edad >
18 anos, trasplante renal o renopdncreas, no historia previa de COVID-19 confirmado y tener las 2 dosis de las vacunas
BNT162b2 mRNA (Pfizer/BioNTech) o virus inactivados (CoronaVac®, Sinovac Biotech Ltd.) entre 1°de mayo y 31 de mayo,
sin tener PCR confirmado durante la vacunacién o las dosis de refuerzo.

El estudio fue aprobado por los Comités de Etica correspondientes Hospital de Clinicas y Hospital Evangélico (MSP
3535533-956220).

Se describen las fases del estudio, que fueron surgiendo nuevas fases en funcidn de los resultados preliminares.
PRIMERA FASE : Respuesta humoral a 2 dosis de vacunas en pacientes con trasplante renal

Incluyé la medida de respuesta humoral luego de la vacunacién con 2 dosis virus inactivados (CoronaVac®) o 2 dosis de
BNT162b2 mRNA.

Se midid la concentracion de anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 en 2 grupos de pacientes:

« Grupo de estudio de TR: incluyé a los pacientes con TR que cumplieran con los criterios de inclusién que recibieron 2 dosis
de BNT162b2 mRNA (30 ?g cada una) o 2 dosis de CoronaVac® (600 SU de virus inactivados cada una) separadas por 28
dias de acuerdo a las recomendaciones del Ministerio de Salud Publica.

» Grupo control constituido por individuos sanos de mds de 18 ainos sin tratamiento inmunosupresor ni COVID-19
confirmado, con las mismas caracteristicas del esquema de vacunacion inicial ( con 2 dosis) que el grupo de estudio.
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SEGUNDA FASE: Respuesta humoral a dosis de refuerzo homologa/heterdloga en pacientes con trasplante renal

Incluyé la medida de respuesta humoral luego de dosis de refuerzo: Los pacientes trasplantados recibieron 2 tipos de
esquema de dosis de refuerzo de acuerdo al tipo de vacuna incial:

esquema homadlogo (3 dosis de ARNm BNT162b2) o

heterélogo (2 dosis de Sinovac y 2 dosis de Pfizer).

Se registraron variables clinicas y se realizé un cuestionario de todos los efectos adversos en los siguientes 7 dias de
administracién de las dosis. El Filtrado Glomerular se estimé utilizando la CKD-EPI formula.

La extraccidn de las muestras de sangre se realizé entre los 30 a 40 dias de la inyeccidn de la segunda dosis de vacuna y
luego de cada dosis de refuerzo en el grupo de pacientes con trasplante renal. La sangre recién colectada en tubo con gel
activador se centrifugd a 2500 rpm por 15 minutos y el suero fue almacenado a -20°C para posterior andlisis.

El nivel de anticuerpos IgG especificos contra el dominio de unién del receptor [Receptor Binding Domain (RBD) de SARS-
CoV-2 Spike fue determinado usando el kit COVID-19 IgG QUANT ELISA Kit (desarrollado Universidad de la Republica,
Institut Pasteur de Montevideo and ATGen Company), segun las instrucciones. El ensayo tiene una sensibilidad de 97.7% y
especificidad de 96.2%.

La SEROCONVERSION fue definida como la presencia de IgG especificos contra el dominio Receptor Binding Domain (RBD)
de la proteina spike del virus SARS-CoV-2. Los resultados cuantitativos fueron expresados en BAU: Binding Antibody Units
(BAU)/mL segin las recomendaciones de la Organizaciéon Mundial de la Salud (First Who International Standard for anti-
SARS-CoV-2 immunoglobulin (NIBSC code: 20/136), usando calibradores.

TERCERA FASE: Estudio de las poblaciones de linfocitos By T luego de la dosis de refuerzo homologa/heterdloga en
pacientes con trasplante renal

El andlisis inmunofenotipico de las poblaciones linfocitarias se realizé utilizando un citémetro de 8 colores con 12
marcadors del tubo estandarizado de Euroflow para estudio de inmunodeficiencias primarias ( EuroFlow primary
immunodeficiencies Orientation tube (PIDOT) junto a un andlisis automatico supervisado utilizando el software (Infinicyt,
Cytognos, SL).63,64

ANALISIS ESTADISTICO

Las variables continuas fueron testeadas para valorar el tipo de distribucién utilizando Kolmogorov—Smirnov. Las
variables con distribucién normal fueron expresadas como la media * desvio estandard (DE). Las variables que no
presentaban distribucién normal se expresaron como medina y rango intercuartil.

Las variables cualitativas se expresaron como nimero y porcentaje y se compararon con chi cuadrado. Las variables
cuantitativas se compararon utilizando el test de T (distribucién normal) o Kruskal—Wallis/Mann—Whitney (distribucién no
normal).

Los modelos de regresion logistica binaria para evaluar el riesgo de una serologia negativa se resalizaron con las
variables significativas en el andlisis univariado. Se consideré como diferencias significiativas un valor P<0.05. se utilizé
el paquete estadistico IBM® SPSS® version 22 (Chicago, IL) y Graph Pad 8 para la construccion de grdficos.

** ** Investigadores participantes: Mariana Seijal,2, Florencia Rammauro3,4, Joaquin Garcia Lunall, José Santiago1,
Natalia Orihuelab, Catherine Zulberti5, Danilo Machadoé, Cecilia Recaldeé, Javier Noboal,4, Victoria Frantchez7, Rossana
Astesianol, Federico Yandidn1, Ana Guerisolil, Natalia Trias11, Andreina Brugninill, Alvaro Morra5, Daniela Cassinelli8,
Cecilia Coelho8, Belén de Aramburu8, Paulina Gonzdlez8, Romina Moreno8, Aldana Pippolo8, Gabriela Lépez9, Ménica
Lemos9, Lorena Somariva9, Eliana Lépez9, Soledad Fumero9, Carla Orihuela9, Rosalia Rodriguezé6, Gonzalo Acunab,
Victoria Rabazaé, Nancy Pergé, Rossana Corderoé, Cristina Reisfeldé, Paula Oliveraé, Paola Monteroé, Cecilia Nogueiraé,
Catheryn Nalerio5, Sergio Orihuelab, Lilidn Curi5, Ema Bugstalleré, Oscar Noboa1, Otto Pritsch3,4, Marcelo Nin1,5, Adriana
Tiscorniall, Daniela Lens11, Sergio Bianchi2,10.

Filiacion

1 Centro de Nefrologia, Hospital de Clinicas, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay.

2 Departamento de Fisiopatologia, Hospital de Clinicas, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica, Montevideo,
Uruguay.

3 Laboratorio de Inmunovirologia, Institut Pasteur de Montevideo, Montevideo, Uruguay.

4 Departamento de Inmunobiologia, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay.
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5 Centro de Trasplante INU, Hospital Italiano, Montevideo, Uruguay.

6 Centro de Trasplante, Hospital Evangélico, Montevideo, Uruguay.

7 Catedra de Enfermedades Infecciosas, Hospital de Clinicas, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica,
Montevideo, Uruguay

8 Estudiantes del Ciclo de Metodologia Cientifica, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay.

9 Departamento de Enfermeria, Hospital de Clinicas, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica, Montevideo,
Uruguay.

10 Laboratorio de Gendémica Funcional, Institut Pasteur de Montevideo, Montevideo, Uruguay.

11 Laboratorio de Citometria de Flujo, Montevideo, Uruguay.

12 Instituto Nacional de Donacidn y Trasplante, Montevideo, Uruguay.

Resultados, andlisis y discusién

FASE 1: RESPUESTA HUMORAL LUEGO DE 2 DOSIS DE VACUNAS A VIRUS INACTIVADO O BNT162B2 MRNA

De los 1470 pacientes en seguimiento en los 3 Centros de Trasplante de Uruguay se reclutaron 284 pacientes. Asi como 82
individuos en el grupo control. El porcentaje de seroconversién fue menor en los pacientes con trasplante renal en
comparacion al grupo control (29% vs 100%, p<0.05). El porcentaje de seroconversion con la vacuna BNT162b2 mRNA fue
mayor que con la vacuna a virus inactovados Coronavac (36,5%, y 27,8%, respectivamente), aunque sin diferencias
significativas(p=0.248).

Los niveles de anticuerpos anti-RBD de SARS-CoV-2 fueron significativamente mayores en los pacientes que recibieron la
vacuna BNT162b mRNA en comparacion a la vacuna a virus inactivados, con una mediana de 173 (73-554) y 29 (11-70)
BAU/mL respectivamente (p<0.034, Figura 1B). En comparacién con el grupo control, los pacientes con trasplante renal
tuvo niveles 10 veces menores.

Los pacientes que presentaron seroconversion fueron significativamente mds jévenes, con FGe mayor y niveles de
linfocitos mds elevados; asi como mayor tiempo desde el trasplante renal. En relacién al tratamiento inmunosupresor, los
pacientes con anticuerpos anti SARS-CoV- 2 presentaron menos frecuentemente terapia triple inmunosupresora
(antimetabolito, inhibidor de la calcineurina y prednisona) y con mayor frecuencia en régimen que incluia el Everolimus .

En el andlisis multivariado, las variables asociadas a la respuesta humoral negativa fueron la edad (cada 10 afos
aumente el riesgo con un OR 1.372, [95% de intervalo de confianza 1.097-1.715], p=0.006) triple inmunosupresién ( OR 3.197
[1.714-5.96], p=0.000] y FGe < 60 ml/min/1.73m2, 2,18 [1.24-23.83], p=0.007]. Mientras que a mayor tiempo post-trasplante
disminuye el riesgo de la no seroconversion (0.996 [0.992-1] .

No se identificaron efectos adversos graves en esta cohorte de pacientes. El efecto adverso mds frecuente con las 2
vacunas fue el dolor en el sitio de inyeccidn; que en la primera dosis fue mds frecuente con la vacuna de mRNA (24%
CoronaVac® and 48% mRNA, P<0.05). Otros sintomas menos frecuentes fueron la cefalea, artralgia y mialgiaé5.

Dichos datos fueron reportados en congresos nacionales y en revista arbitrada [65].

Estudios previos documentaron que la tasa de seroconversion en los pacientes post-TR fue baja tanto para la vacuna de
mRNA como la basada en vectores virales. En nuestro conocimiento, este es uno de los primeros estudios en analizar la
respuesta humoral a las vacunas con virus inactivado Coronavac en trasplante renal. Sélo el 29 % en los pacientes con
trasplante renal presentaron seroconversién en comparacién al 100% en el grupo control. No hubo diferencias
significativas entre las 2 plataformas analizadas. Estos hallazgos estdn en concordancia con reportes recientes que
muestra un porcentaje de seroconversion entre 10% y 40% en las vacunas basadas en mRNA. 36,37,43-50

Los niveles de anticuerpos en los pacientes con trasplante renal fuero hasta 10 veces menores en los pacientes con
trasplante en comparacién al grupo control. Este hecho es similar a lo que ocurre con otro tipo de vacunas.43 La
“cantidad” mediana de titulos de anticuerpos fue mayor con las vacunas basadas en mRNA en comparacién a la de virus
inactivados. Habia en el momento de realizacidon de este estudio, un solo trabajo que comparaba los niveles de
antiucuerpos en pacientes con trasplante renal utilizando 2 plataformas: BNT162b2 mRNA y ChAdOx1, demostrando una
respuesta de anticuerpos mayor con la vacuna de mRNA. 50

Los factores mds importantes que predijeron la ausencia de respuesta a anticuerpos tuvo que ver con la carga de
inmunosupresion como la edad, el uso de triple terapia inmunosupresora que incluya Tacrolimus y/o micofenolato y el bajo
recuento leucocitarios; factores que también han sido encontrados en otros trabajos. Un potencial sesgo de nuestro
estudio fueron los criterios para recibir una u otra plataforma, que fue el determinado por las autoridades del Ministerio de
Salud Pdblica. Por tanto, los pacientes del estudio recibieron la mayoria Coronavac y en una minoria BNT162b2 mRNA .
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Otro potencial sesgo es la ausencia de determinacidn de anticuerpos previo a la vacunacion.

Nuestros resultados sumaron a la evidencia de una baja respuesta de anticuerpos en los pacientes con trasplante renal
con 2 plataformas de vacunas. Los resultados preliminares de este estudio fueron presentados en la Comisidn Nacional
Asesora de Vacunacidn del Ministerio de Salud Publica como insumo para mejorar el esquema de vacunacién en este
subgrupo de riesgo. Es asi que se determind por parte de las autoridades sanitarias la administracion de DOSIS DE
REFUERZO para mejorar la inmunogenicidad. En ese entonces, no se contaba con informaciéon de dosis de refuerzo
combinando vacunas en trasplante renal.

El esquema que se decidié fue administrar 2 dosis de BNT162b2 mRNA a los que habian recibido el esquema de Coronavac;
mientras que aquellos vacunados inicialmente con BNT162b2 mRNA admnistrar una tercera dosis del mismo esquema. 66
Este trabajo contribuyé al conocimiento de la respuesta inmune luego de las vacunas a virus inactivados contra SARS-
CoV-2, en un momento histérico que no habia informacidn de ésta vacuna en trasplante renal.

FASE 2. RESPUESTA HUMORAL LUEGO DE LAS DOSIS DE REFUERZO HOMOLOGA O HETEROLOGA.

Se midi6 la respuesta humoral luego de las dosis de refuerzo con esquema homaélogo (3 dosis de ARNm BNT162b2) o
heterdlogo (2 dosis de Sinovac y 2 dosis de Pfizer).

Para esta etapa solo se incluyeron los pacientes que presentaban muestras disponibles luego de cada dosis de refuerzo
(heterdlogo n = 92; homdlogo n = 17). Luego de 3° y 4° dosis se alcanzé una seroconversion cercana a 70% con ambos
esquemas heterdlogo y homologo. Los niveles séricos de IgG anti-RBD variaron segin el nimero de dosis necesarias para
la seroconversidn y dependieron del tipo de vacuna inicial. Los pacientes que tuvieron mayores niveles de anticuerpos
fueron aquellos que presentaron seroconversién con 2 dosis, mientras que los pacientes con niveles mds bajos de
anticuerpos fueron aquellos que presentaron la seroconversion recién después de la 4° dosis,

Solo el grupo con seroconversion luego de 2 dosis alcanzé niveles mayores que los sujetos controles sanos (mediana 4659
vs 2638 BAU/mL, p<0.05). Las variables asociadas a la no seroconversidn al final del esquema homologo o heterdlogo
fueron la triple terapia inmunosupresora, el menor tiempo post-trasplante y la poblacidn de linfocitos B disminuidas
especialmente los linfocitos B switched. 67

Durante el estudio, se reportaron 2 episodios de rechazo y 1 recurrencia de nefropatia IgA. Los 2 pacientes con rechazo
pertenecian al grupo con mayores titulos de anticuerpos (seroconversién-2D, heterélogo: 17.413 y 3470 BAU/ml). Los
resultados de este trabajo fueron reportados internacionalmente [67].

FASE 3 TERCERA ESTUDIO DE LAS POBLACIONES DE LINFOCITOSBY T LUEGO DE LA DOSIS DE REFUERZO
HOMOLOGA/HETEROLOGA EN PACIENTES CON TRASPLANTE RENAL

Se estudiaron las poblaciones de linfocitos By T segln de la primera seropositividad detectada de IgG contra el SARS-CoV-
2. Se dividieron en 3 grupos segln el momento de la primera seropositividad detectada de IgG contra el SARS-CoV-2: no
respondedores (NR, n=23), respondedores a dosis de refuerzos o boosters (BR, n=41) y respondedores a 2 dosis (2DR,
n=24). Se recogieron muestras de sangre periférica 30 dias después de la segunda dosis y después del Gltimo refuerzo
heterélogo u homoélogo. Se utilizé un tubo de orientacién PID EuroFlow estandarizado (PIDOT) y un andlisis automatizado
supervisado para el monitoreo inmunolégico de los subconjuntos celulares después de los refuerzos. El grupo NR tuvo un
uso mds frecuente de micofenolato que los grupos de respondedores (NR: 96%, BR: 80%, 2DR: 42%, p=0,000). Las células B
de memoria switched en el grupo 2DR fueron mds elevadas en comparacion con los grupos BR y NR (mediana de 30, 17y 10
células/plL, respectivamente, p=0,017). El recuento absoluto de células CD8 de memoria central/memory terminal también
fue mayor en el grupo 2DR en comparacion con los grupos BRy NR (166, 98 y 93 células/pl, respectivamente, p=0,041). El
resto de las poblaciones de células T estudiadas no mostraron una diferencia estadistica. (Manuscrito en elaboracién)

Conclusiones y recomendaciones

FASE 1: RESPUESTA HUMORAL LUEGO DE 2 DOSIS DE VACUNAS A VIRUS INACTIVADO 0 BNT162B2 MRNA

La respuesta de anticuerpos a la vacunacion con dos dosis (Coronavac o Pfizer) en pacientes con trasplante renal fue
notablemente baja, alcanzando solo un 29%, en comparacién con el 100% observado en individuos sanos. Ademds, la

cantidad de anticuerpos producidos en los pacientes con trasplante renal fue aproximadamente diez veces menor que en el
grupo de control.
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Estos resultados se comunicaron en tiempo real a todos los participantes del estudio, junto con un resumen de los
hallazgos mads significativos. La fase 1 del estudio proporciond datos fundamentales para las discusiones de las
autoridades nacionales en la determinacion del esquema de vacunacidn a seguir para este grupo de alto riesgo. En julio de
2021, la Comisidn Nacional Asesora de Vacunaciones del Ministerio de Salud Publica planificé la administracion de dosis de

refuerzo.

En una colaboracidn exitosa entre la Asociacidn de Trasplantados del Uruguay, el Ministerio de Salud Pdblica y el Fondo
Nacional de Recursos, se coordind de manera eficiente y se llevd a cabo la administracidn rdpida de estas dosis de
refuerzo a todos los receptores de trasplantes.

FASE 2. RESPUESTA HUMORAL LUEGO DE LAS DOSIS DE REFUERZO HOMOLOGA O HETEROLOGA.

La administracion de dosis de refuerzo resulté en una mejora significativa en la respuesta de anticuerpos, logrando una
seroconversién del 70% con ambos esquemas. Sin embargo, al finalizar la vacunacién homéloga y heteréloga, el 30% de
los pacientes aun permanecieron sin desarrollar anticuerpos contra el SARS-CoV-2 (seronegativos). Identificamos que la
falta de respuesta estuvo asociada con la utilizacion de una triple terapia inmunosupresora, menor tiempo desde el
trasplante y un menor nimero de linfocitos B, especialmente en estadios terminales de maduracién

Nuestros resultados proporcionaron evidencia adicional de respuesta humoral heterogénea entre los receptores de
trasplante renal después de 4 dosis de vacunacidn heterdloga o 3 dosis de ARNm homoélogo. Aunque al momento de
finalizar dicho estudio, existia informacién de respuesta a la tercera y cuarta dosis vacunales, hasta donde sabemos, es
el primer trabajo que estudia la respuesta inmune tras 4 dosis de vacunas contra el SARS-CoV-2 administradas a cada
paciente trasplantado renal sin considerar el estado de seroconversion.

Aquellos pacientes que lograron la seroconversion después de 2 dosis alcanzaron niveles de anticuerpos contra el SARS-
CoV-2 comparables a los del grupo control sano, a diferencia de aquellos que lo lograron después de la tercera o cuarta
dosis, quienes presentaron niveles mds bajos de anticuerpos. Estas diferencias en la respuesta inmunitaria dependen del
uso de micofenolato y del tiempo transcurrido desde el trasplante renal. Esta estrategia de estratificacién segun el
numero de dosis para lograr la seroconversion podria utilizarse para personalizar los refuerzos en estos pacientes. La
vacunacion heteréloga parecia inducir una respuesta humoral mejorada en comparaciéon con la vacunaciéon homéloga,
aunque dichas diferencias no fueron significativa. Sin embargo, se necesitan estudios futuros con grupos de mayor tamano
estratificados por la magnitud de la respuesta humoral para resolver este debate.

La administracion de dosis de refuerzo se asocié a una menor mortalidad en este grupo de pacientes [70]. La informaciéon
de este trabajo sirvié para guiar a los clinicos en el manejo de los pacientes, sabiendo que hasta un 30% de los pacientes
permanecian seronegativos; por lo que permitié modular la inmunosupresion en el curso de la enfermedad COVID-19.
Ademds, con los resultados de este trabajo se recomendd una quinta dosis de refuerzo en ésta poblacién.
(https://www.gub.uy/ministerio-salud-publica/comunicacion/publicaciones/preguntas-frecuentes-vacunacion-covid-
19/preguntas-frecuentes-13)

FASE 3 TERCERA ESTUDIO DE LAS POBLACIONES DE LINFOCITOS BY T LUEGO DE LA DOSIS DE REFUERZO
HOMOLOGA/HETEROLOGA EN PACIENTES CON TRASPLANTE RENAL

Se observo una asociacidn entra las células B de memoria switched en la sangre periférica y la respuesta humoral tras la
vacunacion contra el SARS-CoV-2 y las dosis de refuerzo. Estas Ultimas aumentaron los niveles de IgG anti-SARS-CoV-2,
asi como las células T CD8 memoria central memory/transitional memory . Es importante destacar que las células T
CD8+ pueden seguir desempeiando un papel protector aun cuando los titulos de anticuerpos disminuyan. Por otro lado, la
ausencia de seroconversion después de las dosis de refuerzos estuvo asociada con el uso de micofenolato y una menor
cantidad de células B de memoria swirched y células T CD8 CM/TM en la sangre periférica. Esta informacidn sobre los
compartimentos de células By T podria ser de gran utilidad para planificar un esquema de vacunaciéon mds efectivo en
receptores de trasplante renal, basado en la respuesta del sistema inmunoldgico.
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