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Resumen: Actualmente no esta claro si la infeccion por SARS-CoV-2 o la vacunacién con ARNm también
puede inducir 1gG e IgA contra los coronavirus humanos comunes (HCoV) en los padres lactantes. Aqui
analizamos prospectivamente la leche humana (HM) y las muestras de sangre de padres lactantes para medir
los patrones temporales de las respuestas IgA e IgG anti-SARS-CoV-2 especificas y anti-HCoV de reactividad
cruzada. Se analizaron dos cohortes: una cohorte de vacunacion (n = 30) que recibié vacunas basadas en
ARNmM para COVID-19 (ARNm-1273 0 BNT162b2) y una cohorte de infeccidn (n = 45) con enfermedad COVID-
19. Se recogieron muestras longitudinales de SANGRE de HM y puncién en el dedo antes y después de la
vacunacién o, para los sujetos infectados, en 5 puntos de tiempo 14-28 dias después del diagndstico
confirmado. Los niveles de anticuerpos igA e 1gG anti-pico(S) y antinucleocdpside(N) contra el SARS-CoV-2 y
los HCoV se midieron mediante inmunoensayo multiplex (mPlex-CoV). Encontramos que la vacunacion
aumento significativamente los niveles de IgA e IgG anti-S en HM. En contraste, mientras que los niveles de
IgG aumentaron después de una segunda dosis de vacuna, la sangre y la HM IgA comenzaron a disminuir.
Ademas, los niveles de HM y anti-S IgG en sangre se correlacionaron significativamente, pero los niveles de
IgA anti-S no lo fueron. La infeccién aguda por SARS2 provocé IgG e IgA anti-S que mostraron correlaciones
mucho mds altas entre HM y sangre en comparacién con la vacunacion. La vacunacidn y la infeccién fueron
capaces de aumentar significativamente la 1IgG ampliamente reactiva cruzada que reconoce los HCoV en HM
y sangre que los anticuerpos IgA en HM y sangre. Ademas, la reactividad cruzada mas amplia de IgG en HM
versus sangre indica que la vacunacion e infeccién por COVID-19 podria proporcionar inmunidad pasiva a
través de HM para los bebés amamantados no solo contra el SARS-CoV-2 sino también contra los coronavirus
del resfriado comun.

Palabras llave: leche humana anticuerpos IgA e 1gG; Respuesta de anticuerpos contra el SARS-CoV-2;
coronavirus comunes humanos (HCoVs); anticuerpos de reactividad cruzada; Vacuna contra el COVID-19;
Infeccion por COVID-19
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1. Introduccion

El virus del sindrome respiratorio agudo severo 2 (SARS-CoV-2) es responsable de la
pandemia de la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19), causando mas de 5 millones de
muertes en todo el mundo a partir de enero de 2022 [1]. El SARS-CoV-2 pertenece a la familia de
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los coronaviricos zoondticos [2]. Los coronavirus humanos incluyen el SARS-CoV-1 (SARS-CoV),
el Sindrome Respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV) y los endémicos 8- (HCoV-0OC43, HCoV-
HKU1) y los coronavirus del resfriado a-humano (HCoV-229E, HCoV-NL63) [3], que son
responsables del 30% de las infecciones respiratorias superiores leves [4,5]. Los principales
epitopos inmunodominantes para los HCoV se encuentran en la glicoproteina de pico
homotrimérico (S) [2], y el SARS-CoV-2 S comparte estas homologias de secuencia con otros B-
HCoV. La subunidad S1 de la proteina S N-terminal tiene un dominio de unién al receptor (RBD),
que media la union viral a través de interacciones de alta afinidad con la enzima convertidora de
angiotensina de la célula huésped 2 (ACE2). En contraste, la subunidad S2 es responsable de la
fusidon de la membrana del virus y las células [6], y muestra mds homologia de secuencia entre
cepas de HCoV que la subunidad S1 [7,8].

Las personas con infeccidn sintomatica por COVID-19 exhiben aumentos en una amplia gama
de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 [6,9,10]. Los patrones de seroconversién en la mayoria de los
individuos son similares a los de las respuestas inmunes secundarias, y la respuesta rapida y
robusta de anticuerpos se correlaciond con la gravedad de la enfermedad [6]. Nuestro estudio
clinico previo sugirié que los anticuerpos reactivos OC43 preexistentes estadn involucrados en la
respuesta humoral temprana al SARS-CoV-2 [11]. Otros grupos han informado que los anticuerpos
reactivos cruzados preexistentes o la inmunidad de las células B de memoria podrian proteger
contra COVID-19 [12-14].

La leche humana (HM) proporciona proteccién contra diversas enfermedades infecciosas,
incluidas las enfermedades respiratorias en los bebés [15]. Esta proteccion se debe en parte a la
inmunidad pasiva transferida a través de las inmunoglobulinas maternas [16]. La IgA secretora
anti-SARS-CoV-2 esta presente en HM durante y después de la infeccion aguda [17,18], y esos
anticuerpos neutralizan el SARSCoV-2 in vitro [19,20]. Actualmente, la vacunacion con ARNm de
COVID-19 es la forma mas efectiva de prevenir la infeccion y transmisidn por SARS-CoV-2 [21]. Los
estudios también han demostrado que la vacunacién con ARNm puede provocar titulos altos de
anticuerpos IgA e IgG en HM [22,23], que tienen actividad neutralizante contra el SARS-CoV-2 [20].
La mayoria de la evidencia sugiere que la transmisién del SARS-CoV-2 es abrumadoramente aérea,
con evidencia minima de transmision a través de HM [24,25]. Por lo tanto, la transferencia pasiva
de anticuerpos maternos en HM puede proporcionar proteccién neonatal contra la infeccidn por
SARS-CoV-2 y mitigar la enfermedad grave.

La reactividad cruzada de anticuerpos a través de diferentes cepas virales es una fuente
importante de inmunidad preexistente a las variantes virales emergentes [10,26,27]. Del mismo
modo, la vacunacién contra una nueva cepa viral puede "volver a impulsar" la inmunidad de
reactividad cruzada a cepas previamente circulantes [28,29]. Este parece ser el caso del SARS-CoV-
2.Se hainformado que las muestras de HM prepandémicas exhibieron reactividad cruzada de bajo
nivel a la subunidad RBD del SARS-CoV-2 [18]. Sin embargo, no esta claro si la infeccién por SARS-
CoV-2 o la vacunacion pueden producir anticuerpos contra los HCoV comunes en HM o en la
sangre, y las caracteristicas de dichos anticuerpos de reactividad cruzada provocados. Este estudio
evalud cuantitativamente los anticuerpos anti-S y anti-N HM IgA e 1gG contra el SARS-CoV-2, el
SARS-CoV-1y otros cuatro HCoV comunes (0C43, HKU1, NL63, 229E) después de la infeccidn por
COVID-19 y la vacunacion.

2. Materiales y métodos
2.1. Cohortes de estudio

Este estudio fue aprobado por las Juntas de Revision Institucional (IRB) de la Escuela de
Medicina Grossman de la NYU (IRB i20-00601) y el Centro Médico de la Universidad de Rochester
(IRB STUDY00004889). Todos los participantes dieron su consentimiento informado. La
informacion y los datos de investigacidén de todos los sujetos se codificaron de conformidad con
las Regulaciones del Departamento de Salud y Servicios Humanos para la Proteccidén de Sujetos
Humanos (45 CFR 46.101 (b) (4)).

Cohorte infectada. Cuarenta y seis padres lactantes con infeccion por COVID-19 fueron
reclutados a nivel nacional entre julio de 2020 y abril de 2021. Para ser elegibles, los participantes
debian tener un diagndstico de RT-PCR COVID-19 dentro de los 14 dias anteriores y proporcionar
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HM a un bebé < de 6 meses de edad. Los sujetos elegibles de > 18 afios recolectaron muestras de
leche en casa los dias 0, 3, 7, 10 y 28 como se describe a continuacidn.

Cohorte vacunada. Treinta participantes programados para recibir su primera dosis de Pfizer-
BioNTech / BNT162b2 o Moderna / mRNA-1273 entre diciembre de 2020 y enero de 2021, y
amamantar con un bebé de cualquier edad. El diagndstico conocido y previo de COVID-19 de
madre o bebé fue un criterio de exclusion. se recogieron muestras de leche y puncién en el dedo
antes de recibir la primera dosis de la vacuna (Pre), 18 dias después de la primera dosis (Vacl) y
18 dias después de la segunda dosis (Vac2).

2.2. Recogida de muestras

Consulte la Figura 1 para obtener mas informacién. Muestras de HM: Todos los
participantes recolectaron leche y muestras de sangre capilar por puncién en el dedo en casa
como se describid anteriormente [20]. Las muestras de HM de 5 a 10 ml se almacenaron en el
congelador de la casa a -20 ° C hasta su transporte al laboratorio, empaquetadas en hielo por
correo nocturno. Las muestras de leche se hilaron a 10.000x g durante 10 min a 4 grados para
eliminar la leche descremada en el laboratorio, y se alicitaron y almacenaron a -80 °C hasta el
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Figura 1. Cohortes de estudio y disefio experimental. Este estudio prospectivo consta de dos cohortes: (A) La
cohorte de vacunacidn inscribid a padres lactantes (n = 30) mayores de 18 afios sin antecedentes de infeccidn
por COVID-19 y programada para recibir la vacuna pfizer-BioNTech/BNT162b2 o Moderna/mRNA1273
mRNA. Las muestras de leche humana y sangre de puncion en el dedo se recolectaron antes de la vacunacion
y 18 dias después de la primera y segunda dosis cada una. (B) La cohorte de infeccion inscribioé a padres
lactantes que habian recibido un diagndstico de RT-PCR COVID-19 en los 14 dias anteriores. Las muestras de
leche humana se recolectaron en el dia de inscripcion 0, luego en los dias 3, 10, 19 y 28. Las muestras de
sangre por puncion en el dedo se recogieron los dias 0 y 28.

Muestras de sangre por puncion en el dedo: Todas las muestras de sangre capilar se
recogieron con un dispositivo de micromuestreo de absorcién volumétrica (VAMS) de 10 uL (Mitra
Collection Kit; Neoteryx, CA, USA) como se publicé anteriormente [30]. Cada sujeto recolectd dos
hisopos volumétricos separados de 10 pL, para un total de 20 uL de sangre. Todas las puntas VAMS
se colocaron en recipientes sellados con paquetes de desecante de silice inmediatamente después
del muestreo, y se almacenaron en el congelador doméstico a -20 ° C hasta que se devolvieron al
laboratorio con las muestras HM. Una vez en el laboratorio, las muestras se almacenaron a -20 °C
hasta el andlisis. Para extraer los anticuerpos, las puntas VAMS se empaparon individualmente en
tampodn de extraccién de 200 plL (PBS + 1% BSA + 0.5% Tween) en placas de 96 pocillos de 1 ml de
profundidad (Masterblock, GBO, Austria) y se agitaron durante la noche. El eluyente se almacend
a 4 °Cy se analizé mediante ensayo multiplex en 24 h.

2.3. Ensayo mPlex-Cov

El ensayo mPlex-CoV, desarrollado en nuestro laboratorio, es un inmunoensayo basado en
Luminex que puede estimar simultadneamente las concentraciones de anticuerpos contra el
SARS-CoV-2 y otros HCoV a partir de muestras de sangre por puncidon en el dedo. Brevemente, en
la casa expresada y purificada trimerizada
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La proteina Sy la proteina N del SARS-CoV-2, asi como las proteinas recombinantes de dominio S1, S2
y RBD (SinoBio, Beijing, China), se acoplaron a perlas magnéticas de microesfera (Luminex, Austin, TX,
EE. UU.) a una concentracién de 40 pmole/10° perlas utilizando el kit de acoplamiento de anticuerpos
XMAP® (Luminex, Austin, TX, EE. UU.). Para el ensayo, 200 L de eluyente de dispositivos VAMS (1:20)
se diluyeron ain mas 1:50 (ensayo IgG), o 1:10 (IgA) para producir diluciones finales de muestra de
1:1000 (I1gG) y 1:200 (IgA). Se agregd un volumen de 50 pL de cada muestra diluida a pozos duplicados
de placas de pozos negras de fondo transparente de 96 (Microplate, GBO, Kremsminster, Austria),
con 50 pl del panel de cuentas mPLeX-CoV agregado a cada pozo, como se describidé anteriormente
[11,30]. Después del lavado, se utilizaron anticuerpos secundarios IgG e IgA conjugados con PE
humano de cabra (Southern Biotech, Birmingham, AL, EE. UU., Cal No: 2040-09, 2050-09) como
reactivo de deteccidn. El calculo de las concentraciones de anticuerpos IgG contra cada cepa del virus
HCoV se realizd utilizando el software Bio-Plex Manager™ 6.2 (Bio-Rad Co., Hercules, CA, USA) con
curvas estandar de IgG e IgA generadas por muestras de suero positivas estandar HCoV internas (CoV-
STD) [30].

2.4. Andlisis de datos y métodos estadisticos

Las correlaciones de Spearman se utilizaron para calcular la matriz de correlacién de las
concentraciones de anticuerpos IgA e I1gG contra el pico completo del SARS-CoV-2 (SARS2), S1, S2
y RBD tanto en leche como en sangre. También se calcularon las correlaciones de Spearman de los
niveles de anticuerpos IgA e 1gG entre la leche y la sangre. Del mismo modo, la matriz de
correlacion de la leche y la sangre anti-S IgA, las concentraciones de IgG contra el SARS2, el SARS-
CoV-1 (SARS1) y otros HCoV provocados por la vacunacion y la infeccién aguda por COVID-19
también se calcularon utilizando la correlacidn de Spearman. Las pruebas de Spearman se
utilizaron para examinar si las correlaciones calculadas de Spearman eran significativamente
diferentes de cero. Las correlaciones y pruebas de Spearman se realizaron utilizando el software
de analisis estadistico R version 4.0.2 (R Core Team, 2017).

Las respuestas longitudinales de anticuerpos IgA e IgG especificos anti-S, S1, S2, RBD y anti-
N SARS-CoV-2 provocadas por la vacunaciéon con ARNm covid-19 en muestras de leche y sangre
por puncién en el dedo se examinaron utilizando los modelos lineales generalizados de efectos
mixtos. Del mismo modo, los niveles longitudinales de anticuerpos IgA e 1gG reactivos a HCoV en
leche y sangre contra las proteinas espiga de SARS-CoV-2, SARS-CoV-1, 0C43, HUK1, 229E y NL63
también se estimaron a través de modelos lineales generalizados de efectos mixtos. Se utilizaron
comparaciones por pares dentro del marco del modelo lineal generalizado de efectos mixtos para
examinar las diferencias en los niveles de anticuerpos a lo largo del tiempo. Se utilizé el software
de analisis estadistico SAS V9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) para ajustar los modelos lineales
generalizados de efectos mixtos y las correspondientes comparaciones por pares. Los niveles de
significancia para todas las pruebas se establecieron en el 5% con pruebas de dos caras.

3. Resultados
3.1. Cohortes y muestras de estudio

Las cohortes y el plan de investigacidn se presentaron en la Figura 1. Las caracteristicas del
participante enumeradas en la Tabla Suplementaria S1 han sido reportadas previamente [20]. Este
estudio fue aprobado por las Juntas de Revisidon Institucional (IRB) del Centro Médico de la
Universidad de Rochester y la Facultad de Medicina Grossman de la Universidad de Nueva York.
Todos los participantes dieron su consentimiento informado.

3.2. La vacunacion provoco fuertes respuestas especificas de IgA e IgG del SARS-CoV-2 en sangre
y leche

Primero estimamos las respuestas de anticuerpos igA e IgG anti-SARS-CoV-2 contra las
subunidades de proteina S completa (SARS-CoV-2-S), S1, S2 y RBD provocadas por la vacunacion
con ARNm. La IgA y la IgG en la leche materna (HM) y la sangre aumentaron significativamente en
18 dias después de la primera dosis de la vacuna contra el SARS-CoV-2 mRNA (Vacl) en
comparacion con la prevacunacion (p < 0,0001) (Figura 2), de acuerdo con los informes anteriores
para HM [20,22,31,32] y nuestros hallazgos recientes de respuestas de IgG en sangre en adultos
sanos [11 ]. A excepcidn de un participante, que tenia niveles mas altos de IgG anti-S y anti-N de
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la leche antes de la vacunacion consistentes con la exposicion previa al SARS-CoV-2, los niveles de
HM anti-S aumentaron uniformemente 10 (IgA) y 100 veces (IgG) después de la vacunacidn. Sin
embargo, los niveles de IgA anti-S en la leche y la sangre se mantuvieron constantes o
disminuyeron después de la segunda dosis de la vacuna (Vac2). En contraste, los niveles de HM e
IgG en sangre continuaron aumentando en comparacion con los niveles después de Vacl (p <
0.0001), que podrian perseverar hasta 187 dias después de Vac2, como lo muestra nuestro estudio
anterior [20]. Ademas, los niveles de IgG especificas de la subunidad anti-S2 no aumentaron tanto
como la IgG contra las subregiones completas de proteina S, S1 y RBD. Como era de esperar, no
detectamos respuestas de anticuerpos especificos de N después de la vacunacion (Figura 2A).
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Figura 2. Leche materna y respuesta de anticuerpos IgG especificos al SARS-CoV-2 en sangre a la vacunacion
con ARNm en padres lactantes. (A) Respuestas de anticuerpos IgA e 1gG al SARS-CoV-2 S (SARS2-S), S1, S2,
RBD y N del SARS-CoV-2 provocados por la vacunacion de ARNm contra la COVID-19. Las muestras de leche
y sangre por puncién en el dedo se recogieron antes de la vacuna (PRE), 18 dias después de la primera dosis
(Vacl) y 18 dias después de la segunda dosis (Vac2). Las concentraciones de anticuerpos se estimaron
mediante el ensayo mPLEX-CoV (ver Métodos). Se utilizaron modelos lineales generalizados de efectos
mixtos para probar las diferencias entre los puntos temporales (** p < 0,0001, *** p < 0,001, ** p< 0,01, *p
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< 0,05). (B) Mapa de calor de las correlaciones de Spearman entre las concentraciones de IgA e 1gG contra
SARS2-S, S1, S2 y RBD en leche y sangre. Los coeficientes de correlacion (r) se codifican por colores como se
muestra en la figura y los valores numéricos se dan cuando el valor p de correlacién es inferior a 0,005.

Para comprender la relacién entre las respuestas reactivas de IgA e 1gG del SARS-CoV-2
inducidas por la vacuna en sangre versus HM, se realizd un analisis de correlacién (Figura 2B).
Existen correlaciones positivas significativas entre HM y los anticuerpos IgA e IgG en sangre contra
las subunidades de proteina de espiga completa, S1,S2 y RBD (r de Pearson en el rango 0.22-0.46,
Figura 2B). Los niveles elevados de anticuerpos IgG después de Vac2 mostraron una mayor
correlacion entre la leche y la sangre en comparacién con Vacl, pero los valores de r disminuyeron
después de Vac2. En general, los niveles de IgA de la leche no se correlacionaron con la IgG en
sangre (p > 0,05). En contraste, la IgG de la leche tuvo la mayor correlacion con la IgG en sangre
(media r = 0,36, p < 0,05). Esto sugiere una fuente comun de leche e IgG sérica, pero una fuente
diferente de IgA de leche, consistente con nuestro trabajo anterior [33]. Cabe destacar que las
concentraciones de IgA anti-SARS-CoV-2-S, S2 y RBD en la leche no se correlacionaron con las
concentraciones en sangre después de Vacl. Esta falta de correlacidn sugiere fuertemente que la
IgA en la leche se origina en un grupo de células B de la mucosa y es distinta de la IgA sérica.

3.3. La infeccion por COVID-19 aumenta significativamente los niveles especificos de anticuerpos
IgA e IgG especificos del SARS-CoV-2 en sangre y leche

Informes anteriores han indicado una amplia variabilidad interindividual de la respuesta de
anticuerpos IgG anti-S SARS-CoV2 entre los participantes con infeccion [20]. Para evaluar de
manera concisa la respuesta de IgA e IgG de la leche a la infeccion, categorizamos a los 45 sujetos
en tres grupos en funcidn de la proporciéon de niveles de I1gG anti-SARS-CoV-2 S de leche entre el
dia 0 (DO) vs. el dia 28 (D28). EI grupo creciente (n = 23) tenia relaciones de concentracion de
anticuerpos D28/D0 > 1,2. El grupo Constante (n = 10) tuvo una relacién de anticuerpos D28/D0
entre 0,8 y 1,2. Finalmente, el grupo decreciente (n = 12) tuvo una proporcion de anticuerpos
D28/D0 < 0,8. En la Figura 3 A se muestran anticuerpos anti-S, anti-N de IgA e 1gG en la leche, asi
como anticuerpos que reconocieron las subunidades S1, S2 y RBD de las proteinas espiga.

Estos resultados demuestran que la infeccion por SARS-CoV-2 puede aumentar
significativamente los niveles de IgA e I1gG anti-S en la mayoria de los sujetos en comparacién con
la cohorte de prevacunacion sana ingenua; solo la 1gG de leche de un sujeto permanecio
indetectable durante los 28 dias. En los grupos Constante y Decreciente, los niveles de anticuerpos
del dia 0 frente al dia 25 no cambian significativamente (p > 0,05). Otros estudios han
documentado la aparicidon de IgG anti-S 7-10 dias después de la infeccion [6,10]; IgM e IgA
aparecen incluso antes. Nuestros sujetos se inscribieron de 0 a 14 dias después del diagndstico de
COVID-19 (promedio: 8 dias), y pudimos detectar una trayectoria ascendente de los niveles de
anticuerpos IgG en la mitad de los sujetos (el grupo creciente). En comparacion con la IgA anti-S,
las concentraciones de 1gG no exhibieron cambios tan robustos desde el dia 0 hasta el 28. Dado
que recolectamos nuestra primera muestra (Dia0) en un promedio de 8 dias después del
diagndstico, es probable que nos perdiéramos el aumento inicial de anticuerpos IgA, que se ha
demostrado que ocurre antes que el aumento de 1gG de la leche [20]. Este patrén también es
consistente con la trayectoria de HM IgA e IgG después de la vacunacidn y otros informes
[32,34,35].

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que informa los niveles de IgA e IgG anti-N
de la leche en participantes lactantes infectados. Nuestros resultados muestran que la infeccion
aguda provocd anticuerpos antiN IgA e IgG significativos en HM, con trayectorias muy similares
después de la infeccidn. Sin embargo, el cambio en la IgA anti-N fue mas uniforme entre los sujetos
inscritos que el de la IgA anti-S, con un aumento promedio de 26,7 y 13,1 veces (igual a
[Cong]/[Conu] - 1), respectivamente, en todos los puntos temporales. En contraste, los cambios
de HM anti-S IgG fueron mucho mayores que el aumento de anticuerpos anti-N IgG, y los cambios
promedio en el pliegue fueron de 87.4 y 8.6, incluidas todas las muestras posteriores a la infeccidn,
respectivamente. Las respuestas de anticuerpos anti-S y -N IgA e 1gG en sangre a la infeccion se
muestran en la Figura Suplementaria S1. Mientras que los anticuerpos anti-S y -N IgG siguieron
aumentando desde la inscripcién hasta 28 dias después, los niveles de IgA se mantuvieron
estables.
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Figura 3. Respuestas de anticuerpos IgG e IgA anti-SARS-CoV-2 en leche materna después del SARS-CoV-2

Infeccion. La cohorte de infeccidn se separd en grupos crecientes, constantes o decrecientes en funcion de
las proporciones de nivel de anticuerpos IgG de la leche de D28/D0: Aumentando con > 1; Constante con 0.8—
1.2; Disminuyendo con ratios < 0,8. (A) Los niveles de anticuerpos IgA e 1gG especificos del SARS-CoV-2 en la
leche contra las proteinas Sy N completas, y las subunidades S1, S2 y RBD, antes de la vacunaciéon y después
de lainfeccidn. Los niveles de anticuerpos en todos los puntos temporales posteriores a la infeccidn en todos
los grupos son significativamente mas altos que los de los controles previos a la vacunacién (p < 0,0001) y
contra todos los antigenos y todos los grupos. (B) Mapa de calor de spearman correlacion de los niveles de
anticuerpos IgA e IgG de la leche con los niveles de anticuerpos IgA e IgG en sangre. Los coeficientes de
correlacion estan codificados por colores como se muestra en la figura y los valores numéricos se muestran

cuando los valores p de correlacién <0.05.
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También se realizé un andlisis de correlacidon de anticuerpos IgA e IgG en HM y sangre en la
cohorte de Infeccidon. Los resultados indicaron que los anticuerpos IgA e IgG estaban altamente
correlacionados entre la sangre y la leche (Figura 3B). Durante la infeccidn aguda, los anticuerpos
IgG especificos del SARS-CoV-2 contra S, S1, S2 y N, se correlacionaron altamente con los
anticuerpos IgG en la sangre (r = 0,48-0,85; Figura 3B), lo que sugiere que la I1gG reactiva al SARS-
CoV-2 de la leche probablemente esté relacionada con la IgG en sangre. La IGA HM también
mostré una correlacion de alto nivel con las concentraciones en la sangre (r = 0,33-0,76; p <
0,001). Ademas, los niveles de IgA anti-SARSCoV-2 de HM se correlacionaron significativamente
con los niveles de IgG en sangre, lo que no fue el caso con la vacunacién. Los niveles de IgG de la
leche se correlacionaron con los niveles de IgA en sangre, a valores r mas bajos. Las correlaciones
entre HM e IgA en sangre (cuadrante superior izquierdo de la matriz de correlacién en
Figura 3B), entre HM IgA con IgG en sangre (cuadrante inferior izquierdo), y entre HM IgG con IgA
en sangre (cuadrante superior derecho) disminuyé de 0 a 28 dias (p < 0,05). Sin embargo, los
niveles de HM IgG todavia estaban altamente correlacionados con igG en sangre en el dia 28. Estos
datos sugieren una respuesta acoplada entre IgG e IgA entre HM y sangre en la infeccion que
incluye una respuesta mucosa observada también en HM que no fue el caso con la vacunacidn.
Esto se espera ya que la vacunacion intramuscular no tiene afectacion de la mucosa, mientras que
la enfermedad COVID-19 si.

En general, el anticuerpo IgA e 1gG del virus anti-SARS-CoV-2 de la leche mostré valores r de
correlacion mas altos durante la infeccién aguda (dia 0) que 28 dias después. Ademas, las
correlaciones entre la leche y los anticuerpos sanguineos son mayores en la cohorte de infeccidon
aguda que en la cohorte de vacunacion. Ademas, los resultados anteriores sugieren que el
participante lactante puede producir anticuerpos igA e 1gG anti-SARS-CoV-2 durante la infeccidn
aguda, y que los anticuerpos IgG persisten en concentraciones elevadas hasta al menos 28 dias.
De nota clinica, nuestro trabajo previo establece que estos anticuerpos pueden neutralizar el
SARS-CoV-2 vivo in vitro, lo que probablemente confiere proteccidn clinica al bebé receptor [20].

3.4. Anticuerpos IgA e IgG de reactividad cruzada anti-HCoV en la leche provocados por la
vacunacion y la infeccion por COVID-19

Como se describié anteriormente, la IGG HM anti-SARS-CoV-2 aumentd robustamente
después de la primera dosis y la segunda dosis de vacunacién, pero la IgA aumentd mads
modestamente (Figura 4A, B). La IGG hm anti-SARS-CoV-2 aumenté robustamente después de la
primera dosis (163 veces en comparacion con el control previo a la vacunacidn) y la segunda dosis
(780 veces) de la vacunaciéon con ARNm, pero la IgA anti-SARSCoV-2 solo aumentd 5,21y 2,11
veces, respectivamente. Curiosamente, la vacunacién también resultd en una elevacion
significativa de los anticuerpos IgG que reconocen los virus SARS1, OC43, HKU1, 229E y NL63 en
HM, con un aumento de 0.43-6.04 veces. Sin embargo, no fue el caso en sangre donde la
vacunacion indujo una IgG de amplia reactividad solo contra OC43 y HKU1 (aumento de 0.12-0.45
veces), pero no indujo 1gG a 229E y NL63, dos a-HCoV que son mas antigénicamente divergentes.

Durante la infeccidn, se observaron patrones similares de unidn de anticuerpos IgA e IgG de
reactividad cruzada en la HM y las muestras de sangre (Figura 4C, D). La infeccién hizo que la HM
anti-SARS-CoV-2 IgA después del dia 0 y el dia 28 aumentara 7,15 y 5,56 veces, y la IgG 28,5y,
71,00 veces, respectivamente. En particular, la HM y la IgA e I1gG en sangre mostraron una unién
reactiva cruzada mas amplia y fuerte a las proteinas S de 0C43 y HKU1 8- HCoV que las inducidas
por la vacunacién. Sorprendentemente, hm IgG inducida por la infeccidon por SARS-CoV-2 mostré
una reactividad cruzada mas amplia que HM IgA e IgG en sangre, incluida la reactividad contra
NL63 y 229E, dos a-HCoV.
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Figura 4. Respuesta de anticuerpos Anti-S IgA e IgG contra los coronavirus del resfriado comun (HCoV)
humanos después de la vacunacion e infeccion por SARS-CoV-2. Los niveles de anticuerpos IgA e 1gG reactivos
al HCoV en la leche y la sangre contra las proteinas espiga del SARS-Cov-2 (SARS2), sars-CoV-1 (SARS1) y HCoV
se midieron mediante ensayo multiplex. Todas las muestras se analizaron en un lote por duplicado, y se
identificaron aumentos significativos de disminuciones a lo largo del tiempo con modelos lineales
generalizados de efectos mixtos (** p < 0,0001, *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p <0,05). (A) Anticuerpos IgA e
IgG de leche y sangre contra las proteinas espiga del SARS2, SARS1 y HCoV provocadas por la vacunacion
contra el COVID-19. (B) Los cambios en el pliegue de anticuerpos de la leche y los anticuerpos anti-S IgA e 1gG
en sangre provocados por la vacunacidn aguda contra la COVID-19. (Cambio de pliegue = [Mediana post-
vac]/[Mediana pre-vacunacion] - 1). Los cambios estadisticamente significativos se indican en negrita (p <
0,05). (C) Leche y sangre anticuerpos anti-S IgA e IgG provocados por la infeccién aguda por COVID-19. (D)
Los cambios en el pliegue de anticuerpos de la leche y los anticuerpos anti-S IgA e I1gG en sangre provocados
por la vacunacién aguda contra la COVID-19. (Cambio de pliegue = [Mediana post-infeccién]/[Mediana pre-
vacunacién] - 1). Los cambios estadisticamente significativos se indican en negrita (p < 0,05).

Se realizé un analisis de correlaciéon adicional entre los anticuerpos en HM versus sangre, e
IgG versus IgA. Hm IgG estuvo altamente correlacionado con los niveles de IgG en sangre
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después de la vacunacién, mientras que la infeccidn causé una mayor correlacién entre HM y
sangre e 1gG con IgA, especialmente en la fase temprana de COVID-19 (Figura 5). Ademas, los
anticuerpos anti-B-HCoV estdn mas correlacionados entre si que con los anticuerpos anti-o-
HCoV, y los anticuerpos anti-SARS2 S2 subunidad estan altamente correlacionados con todos los
anticuerpos B-HCoV S.
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Figura 5. Mapa de calor de la matriz de correlacién de las respuestas de anticuerpos entre la leche y la sangre
IgA e IgG contra la proteina espiga del SARS-CoV-2 (Full-S), los dominios S1, S2 y RBD, los dominios SARS-CoV-
1 (SARS1) y los HCoV (0C43, HKU1, 229E, NL63) provocados por la vacunacion (Vacl y Vac2) y los que fueron
provocados por la infeccién aguda por COVID-19 (Dia 0 y Dia 28). Los coeficientes de correlacion de Spearman
(r) entre la leche y las inmunoglobulinas sanguineas estan codificados por colores como se indica en la figura.

4. Discusion

Este es el primer estudio que documenta que en la leche materna (HM) tanto la vacunacién
con ARNm de COVID-19 como la infeccién por SARS-CoV-2 (SARS2) indujeron anticuerpos IgG e
IgA ampliamente reactivos cruzados contra los coronavirus del resfriado comin (HCoV) humanos,
segun lo estimado por inmunoensayo multiplex (mPlex-CoV) [30]. En general, encontramos que la
infeccion aguda provocd una respuesta mas amplia de anticuerpos de reactividad cruzada contra
las proteinas espiga del HCoV en comparacion con las vacunas de ARNm de dos dosis. Ademas,
nuestros resultados demuestran una alta correlacion entre la IgG anti-S de reactividad cruzada en
HM vy la sangre periférica amplia después de la infeccidn y la vacunacion, sin correlacion leche-
sangre para la IgA anti-S. Curiosamente, la IgG de reactividad cruzada HM demostré una
reactividad cruzada mds amplia y de mayor magnitud a las proteinas S probadas, incluidos los oc43
y HKU1 B-HCoV, los a-HCoV 229E y NL63. Estos resultados resaltan la cuestidn del origen de esta
proteina S anti-coronavirus igG e IgA de reactividad cruzada.

La IgA de la mucosa es producida por las células plasmaticas en la ldamina propia y son
transportadas a través de las células epiteliales por el receptor de inmunoglobulina polimérica
(plgR) [36]. La IgA de la leche es producida por las células B de la glandula mamaria que han
migrado desde el intestino de la madre a través del "enlace enteromamario” [37], como se
muestra en estudios con animales [38—41]. Esto esta controlado por la direccionina vascular de la
mucosa, MadCAM-1, que interactia con el receptor intestinal a487 integrina [42] y CCR10
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asociada a la mucosa [43]. Ademas, en un modelo de conejo, el VSR oral o inhalado dio lugar a la
produccion de IgA especifica del VSR en la leche, las secreciones bronquiales y enterales, mientras
que la inmunizacion sistémica no [44]. Los estudios en humanos han demostrado que la
inmunizacién oral en mujeres resulta en un aumento de las células plasmaticas especificas de las
cepas no patdgenas de E. coli en la leche, pero no en la saliva o la sangre [45]. Esta
compartimentacion de las células B secretoras de IgA de la mucosa puede explicar la falta de
correlacion entre HM y los anti-HCoVs IgA en sangre después de la infeccidn o la vacunacion.

En contraste con la IgA, encontramos una alta correlacion entre los perfiles de union a HCoV
anti-S en IgG. Esto puede deberse a la fuente dicotémica de HM IgG: En el VIH, por ejemplo, se ha
demostrado que se pueden encontrar células secretoras de IgG especificas en HM, que
predominan sobre las células secretoras de IgA y tienen un perfil de localizacién de la mucosa
similar a las células B del tejido linfoide asociado a la tripaciada [46]. Ademas, las IgG anti-VIH
especificas aisladas de HM y plasma tienen potencias de neutralizacién similares, a pesar de las
concentraciones mas bajas de HM, lo que sugiere que las respuestas de neutralizacién en HM se
deben principalmente a IgG derivada del plasma [47]. Por lo tanto, la capacidad neutralizante de
HM IgG puede ser una funcion de la relacidn entre igG anti-VIH especifica producida por las células
secretoras de IgG de sangre mucosa versus sangre periférica, que puede variar entre las madres
[48].

La fuente de los anticuerpos Anti-S IgG ampliamente reactivos cruzados que se encuentran
en HM no se conoce con precision. Los anticuerpos HM IgG son producidos por las células B, que
se originan en el tejido linfoide asociado al bronquio gutor y albergan HM, o circulan en el plasma
durante las infecciones respiratorias [47]. La amplia reactividad cruzada con los coronavirus
humanos estacionales puede indicar que esta producciéon de IgG se incrementa en las vias
respiratorias a través de las células B de memoria asociadas a la mucosa dentro del tejido linfoide
en el sitio de exposicidn previa a los coronavirus estacionales. Este seria un mecanismo novedoso
que proporcionaria anticuerpos ampliamente interreactivos. Independientemente de su origen,
estos anticuerpos igA e 1gG anti-SARS-CoV-2 potencialmente sirven para proporcionar anticuerpos
ampliamente protectores al bebé.

Es bien sabido que el subdominio S2 de la proteina espiga comparte mas homologia con otros
HCoV que el subdominio S1, incluidos los 8- (SARS-CoV-1, 0C43 y HKU1) y los HCoV a (229E y NL63)
[2,3,5]. Los estudios también han demostrado que la infeccién por SARS-CoV-2 puede mejorar la
inmunidad preexistente del HCoV a través de la formacién de células B anti-S2 IgG y de memoria
[14]. Durante la infeccidon, un rapido aumento en los niveles de 1gG reactiva s2 se correlaciona en
gran medida con un rapido aumento de la IgG del SARS-CoV-2 y, contraintuitivamente, con la
gravedad de la enfermedad COVID-19 [11]. Por lo tanto, sigue sin estar claro si un predominio de
IgG anti-S2 en la leche contribuye sustancialmente a la inmunidad protectora pasiva del lactante
a la exposicidn al SARS-CoV-2 en los lactantes. En este estudio, encontramos una alta correlacion
entre los anticuerpos IgG contra el SARS-CoV-2 con B-HCoVs IgG en leche y sangre (Figura 5),
después de la vacunacion y después de la infeccion. Curiosamente, la alta correlacién entre la IgA
reactiva al SARS-CoV-2 S2 y la IgA reactiva al B-HCoV se produjo solo en la cohorte posterior a la
infeccion, y no después de la vacunacién. Esto sugiere que la infeccién puede provocar una
respuesta de IgA de reactividad cruzada mdas amplia en la leche que la vacunacién. Se necesitan
mas estudios para determinar si la IgA predominante de SARS-CoV-2 anti-S2 en la leche
proporciona proteccién neutralizante contra la exposicion.

Una fortaleza de este estudio es la recoleccién longitudinal de leche humana (HM) y muestras
de sangre de puncidn en el dedo. Especialmente para la cohorte de vacunacién, cada sujeto tenia
las muestras previas y posteriores a la vacunacién en multiples puntos de tiempo. El ensayo mPlex-
Cov utilizado en este estudio para estimar las actividades de unién de anticuerpos de reactividad
cruzada en las muestras de leche y sangre después de la vacunacién y la infeccion. La limitacidn
de la baja concentracién de anticuerpos de las muestras de puncién en el dedo seria un desafio
técnico para medir los anticuerpos neutralizantes contra el 0C43, HKU1 en ensayos in vitro. Sin
embargo, nuestro trabajo anterior [20] demostré que los anticuerpos anti-SARS-CoV-2
neutralizantes de la leche podrian ser inducidos por la vacunacién con ARNm de COVID-19 y la
infeccion por SARS-CoV-2.

Materiales complementarios: La siguiente informacion de apoyo se puede descargar en: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/vaccines10060980/s1, Tabla S1. La demografia de las cohortes de estudio
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de vacunacion e infeccion. Cuadro S2. El panel de ensayo mPlex-CoV de coronavirus humanos. Figura S1.
Respuesta de anticuerpos sanguineos IgG anti-SARS-CoV-2 después de la infeccién por SARS-CoV-2. En la
cohorte de infeccidn, los anticuerpos IgG en muestras de sangre por puncidn en el dedo se evaluaron
mediante el ensayo mPLEX-CoV. Todas las muestras se analizaron al mismo tiempo por duplicado, y los
resultados significativos se calcularon con modelos lineales generalizados de efectos mixtos (** p < 0,0001,
*** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05). Figura S2. Respuesta de anticuerpos anti-N HCoV en leche humana y
sangre después de la infeccion por SARS-CoV-2. En la cohorte de infeccidn, los anticuerpos igG anti-N contra
el SARS-CoV-2, el SARS1 y otros coronavirus comunes (HCoV) en las muestras de sangre de leche y puncion
en el dedo se evaluaron mediante el ensayo mPLEX-CoV. Todas las muestras se analizaron al mismo tiempo
por duplicado, y los resultados significativos se calcularon con modelos lineales generalizados de efectos
mixtos (** p <0,0001, *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p <0,05).
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