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Resumen

La COVID-19 es una enfermedad sistémica causada por el virus SARS-CoV2
que se origind en la ciudad de Wuhan, China y que ha alcanzado el rango de pandemia.
Puede causar dano en varios tejidos, incluido el endotelio. Entre los grupos de riesgo de
esta enfermedad se encuentran las mujeres embarazadas. Asi, en el 2021 COVID-19
fue la primera causa de muerte materna en México e incremento el porcentaje de nifos
prematuros. Como la COVID-19 dana al endotelio y genera un cuadro trombotico
sistémico, en esta tesis se estudio su efecto sobre el endotelio placentario. En particular
se evaluo la expresion de VE-cadherina y claudina-5 en el endotelio de la decidua y de
las vellosidades coridnicas de mujeres con COVID-19 moderado y severo. Se encontrd
gue ambas moléculas mantienen su expresién en el COVID-19 moderado en ambos
tejidos, en cambio, en el cuadro severo la expresion de ambas proteinas disminuye
significativamente tanto en la decidua como en las vellosidades corionicas. Este efecto
de la COVID-19 sobre el endotelio de la decidua y de las vellosidades coridnicas
sugiere que la enfermedad severa genera un serio problema de perfusion fetal y
materna dado que la VE-cadherina y la claudina-5 son proteinas de adhesion

esenciales para la angiogénesis y el sellado de los vasos.



Abstract

COVID-19 is a systemic disease caused by the SARS-CoV2 virus that originated
in the city of Wuhan, China and has reached pandemic status. It can cause damage to
various tissues, including the endothelium. Pregnant women are among the high risk
groups for this disease. Thus, in 2021 COVID-19 was the leading cause of maternal
death in Mexico and increased the percentage of premature births. As COVID-19
damages the endothelium and generates a systemic thrombotic condition, in this thesis
we studied the effect of this disease on the placental endothelium. In particular, we
analyzed the expression of VE-cadherin and claudin-5 in the endothelium of the decidua
and chorionic villi of women with moderate and severe COVID-19. We found that both
molecules maintain their expression in the placental vessels of women with moderate
COVID-19. However, in the severe condition the expression of VE-cadherina and
claudin-5 decreases significantly both in the decidua and the chorionic villi. As VE-
cadherin and claudin-5 are essential adhesion proteins for angiogenesis and vessel
sealing, our results suggest that severe COVID-19 generates fetal and maternal

malperfusion.



Introduccion

En diciembre del 2019 en la ciudad de Wuhan, China, un grupo de pacientes
presenté un cuadro de neumonia atipica. La mayoria de estos casos tenian en comun
el haber estado en el mercado de mariscos de la ciudad. Del tejido epitelial de las vias
respiratorias de estos pacientes se aisldé al virus causante de la enfermedad y por
identidad gendmica se encontroé su parecido con el virus SARS-CoV (por las siglas en
inglés de Severe acute respiratory syndrome coronavirus) de humanos. El nuevo virus
se nombré SARS-CoV2 (Zhu et al.,, 2020) y la enfermedad por él producida se

denomin6é COVID-19 (por las siglas en inglés de Coronavirus Disease 2019).

1 SARS-CoV2

1.10rigen

SARS-CoV2, SARS-CoV y MERS-CoV (por las siglas en inglés de Middle East
Respiratory Syndrome Coronavirus), son coronavirus de origen zoonotico (Cui et al.,
2019). Esto significa que pueden infectar a una nueva especie. Al respecto, la
domesticacion de animales de compafia o consumo, es relevante, ya que permite una
mayor exposicion a los patogenos de dichas especies, aumentando la probabilidad de
que el patégeno infecte al humano.

Los murciélagos han sido vectores de transmision de muchas especies virales a
los humanos, utilizando en ocasiones a otras especies como intermediarios,
principalmente a las domesticadas (Figura 1). Este fendmeno se ha identificado por la
secuenciacion de los genomas virales. En el caso de SARS-CoV2, se encontré que
tiene una alta homologia con el virus de murciélago BetaCoV/bat/Yunnan/RaTG13/2013
(Andersen et al., 2020), por lo que se propuso su transmision de forma directa al
humano. Sin embargo, la secuenciacion del genoma viral reveldé que contenia
secuencias con un 91% de identidad a virus hallados en pangolines (Dimonaco &
Salavati, 2021). Por ello, se hipotetiza, que el virus se origind6 en el murciélago, pero

tuvo como intermediario al pangolin.
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Figura 1. Diferentes virus de murciélagos transmitidos por zoonosis a humanos. En la
primer columna se representan los genomas virales, en la segunda columna el hospedero
original, en este caso el murciélago. En la tercer columna se representan los hospederos
intermediarios, mientras que en la ultima columna se muestran los virus resultantes de la
zoonosis con capacidad de infectar al humano. Las flechas indican la direccién de la
infeccion. Modificado de (Cui et al., 2019).

1.2 Caracteristicas generales del virus SARS-CoV2

El SARS-CoV2 es un miembro de la familia Coronaviridae y la subfamilia
Orthocoronavirinae, conocidos comunmente como Coronavirus. El primer coronavirus
descubierto fue el de la bronquitis infecciosa aviar, en 1937 por Fred Beaudette y
Charles Hudson. Sin embargo, fue hasta 1967 en que June Almeida acufié el término.

Almeida y David Tyrrell obtuvieron imagenes por microscopia electronica de cultivos

11



virales responsables de bronquitis humana y bronquitis infecciosa aviar, que revelaron
que estos virus tienen una estructura circular con glicoproteinas que sobresalen de la
superficie, a manera de corona, por lo que estos virus recibieron el nombre de
coronavirus (Figura 2a) (Henry, 2020).

(a) (b)

-— s (trimer)

(C) ORFlab: 20-22 kb 7-10 kb

ns2 nsl2.9
Leader  ORF la ORF 1b |HE s |EM N PolyA

5°

Nonstructural proteins " Structural proteins

Figura 2. Vista general de los coronavirus. a) Microscopia electronica de un coronavirus. b)
Estructura general del coronavirus y sus proteinas estructurales: E, M,N,S, HE. c) Genoma de
los coronavirus. En esta imagen ademas de observarse los sitios de codificacion de las
proteinas estructurales, se representan también las proteinas no estructurales del virus que le
permiten la traduccion y favorecen la infeccion (Sachan et al., 2021). ORF: Marco de lectura

(Opening Read Frame); ns: proteinas no estructurales. Modificado de (Desforges et al., 2020).

Los coronavirus infectan a varias especies de aves y mamiferos, entre ellas a
humanos, causando enfermedades gastrointestinales, respiratorias, hepaticas vy
neuronales (Weiss & Leibowitz, 2011; Wu et al., 2020). La subfamilia
Orthocoronavirinae se divide en cuatro géneros: o, B, y y 6. Los a y B coronavirus
infectan uUnicamente a mamiferos y se asocian con enfermedades respiratorias en
humanos y gastrointestinales en otros animales. Los y y & coronavirus infectan
principalmente a aves, aunque algunos miembros del género pueden infectar a

mamiferos (Cui et al., 2019). SARS-CoV2 pertenece al género B coronavirus, al tener
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un 96% de identidad con el virus de murciélago BetaCoV/bat/Yunnan/RaTG13/2013,
miembro de este mismo género (Nie et al., 2020).

Los coronavirus miden entre 60 y 140 nm de diametro (Sharma et al., 2020). Su
genoma es de los mas grandes entre los virus de RNA, y esta formado por RNA de
cadena simple con direccion 5'— 3°, de aproximadamente 30 Kb (Figura 2c). Los
coronavirus poseen una cantidad variable de proteinas no estructurales (Nsp) yde 4 a5
genes que codifican para la proteinas estructurales S, M, E, N y HE (Figura 2b). La HE
solo esta presente en la subfamilia Betacoronavirus (Desforges et al., 2020). Las Nsp
favorecen la infeccion al formar complejos que permiten la replicacion y sintesis de los
transcritos de las proteinas estructurales. EI genoma del SARS-CoV2 contiene la
informacion de 15 Nsp. Los genes ppla y pplab codifican a las proteinas Nsp 1-11y 1-
16 respectivamente que conforman al complejo de replicacion-transcripcion que permite
la sintesis de subgenomas que daran origen a las proteinas estructurales del virus
(Karmakar et al., 2020).

La proteina espiga (S de spike en inglés) tiene un dominio transmembrana
(Figura 2b), y su porcion externa forma homotrimeros visibles por microscopia
electronica. La proteina S se integra por dos subunidades S1 y S2 que permiten al
virus interactuar con los receptores celulares para llevar a cabo la infeccion (Cavanagh,
1995). La subunidad S1 contiene el dominio de unién al receptor RBD (por las siglas en
inglés de Receptor Binding Domain), mientras que la S2 se une a la membrana (Naqvi
et al., 2020). La proteina E de envoltura es una proteina estructural que se ancla a la
membrana viral. Esta proteina es fundamental para el ensamblaje del virién y la forma
final del mismo, pues cuando se muta pasa de redonda a alargada y comprimida (Liu et
al.,, 2007). La proteina M de membrana, contiene tres dominios transmembrana e
interactua con todas las proteinas estructurales del virus. Esta interaccion ayuda a
mantener la forma de la envoltura viral. La proteina N de nucleocapside se asocia con
el genoma viral y se organiza en una estructura helicoidal (Hogue & Machamer, 2014).
La proteina HE de hemagglutinin-esterasa, tiene un dominio transmembrana, forma
homotrimeros e interactua con diferentes tipos de acido salicilico, lo que se relaciona

con la hemato-aglutinaciéon (Weiss & Leibowitz, 2011).
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Las cuatro proteinas estructurales del SARS-CoV2 S, M, E y N, tienen una alta
homologia (>90%) con las proteinas estructurales de MERS-CoV y el SARS-CoV
(Naqvi et al., 2020), mientras que el dominio RBD tiene una homologia del 91% con los

coronavirus de pangolin (Dimonaco & Salavati, 2021).

1.3 Mecanismo de Infecciéon del SARS-CoV?2

@ SARS-CoV-2 binding to ACE2 receptor and viral entry

@ P a2

Virus release

@ Release of viral genome
Ribosome

Viral genome (+ sense)

J @ Translation

=
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Replicase-
transcriptase
complex @ RNA replication RNA genome
‘ @ Transcription and replication °N
. - of viral genome
Subgenome
RNA (- sense)
I N\ ucleocapsid (N) @ Viral protein
{ Spike (S) 1 translation
Z, I \\embrane (M) >
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P —]

Figura 3. Ciclo de infeccién del SARS-CoV2. Primero, el virus reconoce al receptor ACE-2 y
después de la accién de la proteasa TMPRSS2, ocurre la fusidon de la membrana viral con la
membrana celular. EI genoma viral se libera en el citoplasma donde se traduce por la
magquinaria celular, sintetizando un complejo de transcripcion y replicacion viral. EI complejo
sintetiza las transcritos de las proteinas virales estructurales que seran traducidos en el
reticulo, posteriormente seran transportados por la via secretora reticulo-Golgi, donde se
ensamblaran. Finalmente los viriones seran transportados a la superficie celular donde se

liberaran por exocitosis. Modificado de (Cevik et al., 2020)
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La patogénesis del SARS-CoV2 comienza con la interaccion de la proteina S
viral con el receptor ACE-2 (por las siglas en inglés Angiotensin Converting enzyme 2)
en las células del hospedero. El receptor ACE-2 se expresa abundantemente en las
células epiteliales de pulmén y de intestino. La proteasa asociada al receptor ACE-2,
TMPRSS2 (de las siglas en inglés Transmembrane protease/serine subfamily member
2) permite el anclaje del virion y la fusion de su membrana con la membrana celular
(Sharma et al., 2020). Una vez que las membranas se fusionan, el RNA viral se libera
en el citoplasma (Figura 3). Los transcritos virales se traducen en el reticulo
endoplasmico rugoso y se mueven a lo largo de la via secretora atravezando el
compartimiento intermedio de reticulo-Golgi (ERGIC). En este punto la proteina S,
después de ser glicosilada, forma trimeros y los viriones se ensamblan. Los nuevos
viriones se transportan hacia la superficie celular en vesiculas, y se liberan por

exocitosis (Sachan et al., 2021).

1.4 Receptores ACE-2

El receptor ACE-2 es una enzima fundamental para la regulacion de la presion
sanguinea y el balance de electrolitos en los liquidos corporales. ACE-2 es un regulador
negativo del sistema angiotensina-renina que transforma a la angiotensina Il, un
vasoconstrictor y factor proinflamatorio, en angiotensina 1-7, un vasodilatador. Esta
transformaciéon reduce la concentracién de angiotensina Il y contrarresta sus efectos
con el aumento en la concentracion de angiotensina 1-7 (Ragia & Manolopoulos, 2020).
Ademas, ACE-2 facilita el transporte de aminoacidos a través de la membrana (Liu et
al., 2020). El RNAm de ACE-2 se expresa en 72 tejidos humanos, incluidos pulmén,
intestino, corazon, ojo, higado, vejiga, rindn, pancreas, cerebro, prostata, testiculos y
placenta. La proteina ACE-2 se expresa principalmente en las células epiteliales
alveolares tipo | y Il de las vias respiratorias, asi como en macréfagos, fibroblastos y
células endoteliales del sistema respiratorio y del intestino delgado (Hamming et al.,
2004; Zhao et al., 2020).

Una vez que la proteina S se ancla a ACE-2, el receptor se internaliza,

generando un desequilibrio en el metabolismo de la angiotensina Il, lo que dana a los
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vasos sanguineos pulmonares por la elevacion de la presién sanguinea y la accion

proinflamatoria (Lebeau et al., 2020).

2 Cuadro clinico y estadisticas de la COVID-19
2.1 Transmisién viral

Como otros coronavirus, el SARS-CoV2 se transmite de una persona infectada
principalmente por gotas de saliva o de la mucosa nasal con un didmetro mayor a 5 pm,
asi como en aerosoles, por goticulas con un diametro igual o menor a 5 pm. Cuando
estas gotas se inhalan y transportan por el tracto respiratorio de una persona sana, el
virus interactua con los receptores ACE-2 de las células epiteliales, donde lleva a cabo
su infeccidon. La transmisidén ocurre principalmente de persona a persona por contacto
directo, en rangos menores a 2 m y por exposiciones breves, de 15 minutos
aproximadamente (Cevik et al., 2020). También es posible la infeccion por contacto
indirecto, cuando gotas con carga viral caen en las superficies de celulares, manijas o
vasos de cristal (Harrison et al., 2020). Actividades como comer en proximidad,
compartir dormitorio o espacios de trabajo con poca ventilacidon incrementan la

probabilidad de contagio.

2.2 Sintomas

La incubacion del virus es de 4-8 dias posteriores a la infeccion (Han et al.,
2020). Pasado el periodo de incubacion comienzan a presentarse los sintomas, que
varian segun la intensidad de la enfermedad que puede ser leve, moderada 6 grave.
Los sintomas mas comunes en un cuadro leve son: fiebre, fatiga, tos seca, dolor de
garganta, estornudos y dolor muscular. A estos sintomas les siguen otros como
escurrimiento nasal, dolor en la faringe y diarrea. Otros sintomas menos comunes son
dolor de cabeza, anosmia y dolor abdominal (Cevik et al., 2020; Harapan et al., 2020).
Una semana después de la aparicion de los primeros sintomas, la enfermedad puede
evolucionar a un cuadro grave con sintomas como disnea e hipoxemia. Si estos
sintomas progresan derivaran en el sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA).
Las personas con SDRA como su nombre lo indica, padecen dificultades serias para

respirar y requieren del apoyo de un respirador. Posterior al SDRA se pueden presentar
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un cuadro mas grave que incluye choque séptico, acidosis metabdlica y disfuncidn

organica multiple (Sachan et al., 2021).

2.3 Poblacion en riesgo

El SARS-CoV2 infecta tanto a hombres como a mujeres en todos los rangos de
edad y condicién. Sin embargo, hay una incidencia mayor de 3:1 en hombres respecto
a mujeres en todos los grupos de edad. La mortalidad referente al sexo es de 2.8% en
hombres y 1.7% en mujeres (Lebeau et al., 2020; Tay et al., 2020). Dentro del grupo de
individuos sanos, las personas mayores de 65 afos y las mujeres embarazadas
representan las poblaciones de mayor riesgo al contraer la enfermedad. Las personas
con 65 afos 0 mas presentan un indice de mortalidad mas elevado debido a la mayor
incidencia de comorbilidades en esta poblacion. Las comorbilidades suben el riesgo de
complicacion de la enfermedad, indistintamente de la edad. Algunas de las
comorbilidades asociadas con la letalidad del virus son: enfermedades cronicas
pulmonares, hepaticas, renales y cardiovasculares como la hipertension; diabetes,
cancer, obesidad, tabaquismo, asi como condiciones y tratamientos que comprometen

la respuesta del sistema inmune (Sharma et al., 2020).

2.4 Estadistica mundial y nacional actual
Segun datos de la Universidad Johns Hopkins

(https://coronavirus.jhu.edu/map.html) aproximadamente 186 millones de personas se

han infectado con SARS-CoV2, mientras que 4 millones han perdido la vida por la
enfermedad. Los paises mas afectados por la COVID-19 son Estados Unidos, India y
Brasil, que encabezan los primeros lugares en numero de infectados (33, 30 y 19
millones de casos respectivamente) y de defunciones (606, 405 y 531 mil casos).
México ocupa el lugar numero 15 en personas afectadas con 2.5 millones de casos y el
cuarto lugar en defunciones con 234,907 casos. Segun la informacién difundida por la

Secretaria de Salud (https://datos.covid-19.conacyt.mx/), la incidencia de la enfermedad

por sexo fue de 49.92% mujeres y 50.08% varones, el 81.2% de los casos fueron
ambulatorios con enfermedad de leve a moderada, y solo el 18% de los enfermos
presentaron una o varias comorbilidades (hipertension 16.6%, obesidad 13.8%,
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diabetes 12.7 %, tabaquismo 7.2%). El rango de edad de la poblacién con mayor
incidencia fue de 25 a 60 afos, siendo mayormente casos ambulatorios. En cambio, la
mayoria de los casos que requirieron hospitalizacion se encontraron en el rango de 65
anos en adelante. El rango de edad con mayor numero de defunciones es de 50 afos
en adelante. Las defunciones generadas por la COVID-19 tienen un fuerte sesgo hacia
los varones con un 62.4%, contra un 37.5% de mujeres. El 91.5% de los casos de
defuncién requirieron hospitalizacion y el 46% presentd una o varias comorbilidades
(hipertension 44.7%, diabetes 36.9%, obesidad 21.6%, tabaquismo 7.5%).

Respecto a las de mujeres embarazadas en México, hasta julio de 2021 se
reportaron 17,711 con la COVID-19, de las cuales 354 fallecieron. Asi, esta enfermedad
se convirtié en el 2020 en la primera causa de muerte materna en México (Coppel,
2021). La mayoria de las mujeres infectadas fallecié durante el ultimo trimestre del
embarazo (33.1%) o durante el puerperio (33%), el 18.3% padecia de obesidad, 11.4%
de diabetes, 8.8% hipertensiéon y 3% asma (Secretaria de Salud, 2021). El Instituto
Nacional de Perinatologia (INPer) reporté que la infeccion por SARS-CoV2 incremento
la hospitalizacion de los recién nacidos por periodos de 7 dias o mas, y el 44% de los
bebés infectados requirieron este tipo de hospitalizacion, en comparacién con el 14%
de los bebés no infectados. Ademas de esto, los bebés infectados incrementaron en un
10% el ingreso a las unidades de cuidados intensivos y en 11% los casos de

hipertension pulmonar.

3 COVID-19 y embarazo
3.1 Cuadro clinico de la madre

El embarazo genera cambios en el sistema inmune, respiratorio y cardiovascular
de las mujeres. Estos cambios podrian aumentar la susceptibilidad para desarrollar un
cuadro grave de la COVID-19 (Dashraath et al.,, 2020). Entre los cambios mas
relevantes asociados al desarrollo de la enfermedad estd el cambio de fenotipo de los
linfocitos T CD4+ de Th2 caracteristico de la respuesta a helmintos y alérgenos, a Th1
que liberan IL-2 e interferon y. Ademas se observa la activacion de macréfagos que

matan a los microbios fagocitados. Este cambio promueve la respuesta humoral, es
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decir, de anticuerpos sobre la respuesta celular mediada por los linfocitos T, lo que
podria disminuir la reactividad del sistema a la infeccion viral (Wastnedge et al., 2021).

La Organizacion Mundial de la Salud en un estudio de cohorte de 147 mujeres
embarazadas con COVID-19, reportd que el 8% presenté un cuadro moderado, 1% la
enfermedad grave y en 1% fue letal. Esto sugiere que la mayoria de las mujeres
embarazadas con COVID-19 presenta cuadros leves en comparacion con el resto de la
poblacién general. En las mujeres sanas con un cuadro moderado se observo un
porcentaje similar de ingreso a las unidades de cuidados intensivos que en la poblacién
general. Sin embargo, lo que si aumenté fue el porcentaje de partos prematuros que
pas6 de 19.7% a 37.7% y las cesareas que subieron de 45% a 76.3% (Matar et al.,
2020; Wang et al., 2021). Asi mismo, de acuerdo al Centro de Control y Prevencién de
Enfermedades de los EUA se presentd una proporcidon mayor (12.9%) de nacimientos
prematuros en las mujeres infectadas con COVID-19 durante el embarazo en
comparacién con la poblacién general (10.2%) (Woodworth et al., 2020). En otro estudio
realizado a 836 recién nacidos con madres diagnosticadas con COVID-19, se encontr6
que el 22% de los partos habian sido prematuros. Estos partos prematuros se dieron
unicamente en mujeres con cuadros moderados y graves (Kyle et al., 2020). La causa
de esta complicacidon no es clara, pero es posible que sea resultado del SDRA,
frecuente en los casos graves, y de otras complicaciones como resultado de la
enfermedad e independientes del embarazo (Wang et al., 2021).

También se ha visto que las mujeres con COVID-19 presentan un sindrome
semejante a la preeclampsia, con sintomas iguales y resultados histopatolégicos
semejantes (Mendoza et al., 2020). Este es un desorden exclusivo del embarazo
humano que se caracteriza por un estado generalizado y sistémico de vasoconstriccion,
estrés oxidativo, microembolia y disfuncion de las células endoteliales, que conduce a
hipertension y proteinuria después de las 20 semanas de gestacion (El-Sayed, 2017). El
sindrome en mujeres embarazadas con COVID-19 similar a preeclampsia se cree que
se ocasiona por la piroptosis inducida por la replicacion y liberacion del virus SARS-
CoV2 (Tay et al., 2020). La piroptosis es la muerte celular inflamatoria que ocurre por
sefales de dafno celular o de patdégenos (Cruz et al., 2020). En la preeclampsia

temprana, la piroptosis induce la liberacion de alarminas y debris placentario en la
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circulacion materna (Cheng et al., 2019). Esto genera trombosis, depdsitos de fibrina en
los vasos, cariorrexis vascular en las vellosidades coridnicas e infarto velloso, lo que
promueve la disfuncion placentaria y la restriccion del crecimiento fetal (Shanes et al.,
2020; Staff et al., 2020).

Por otra parte, algunos sintomas de la COVID-19 de la madre pueden afectar al
producto. La fiebre es uno de los sintomas mas comunes y puede asociarse al aumento
de anormalidades congénitas, incluyendo defectos en el tubo neural y abortos
espontaneos durante la organogénesis. El tratamiento de este sintoma no debe ser con
antiinflamatorios no esteroideos, pues estos se asocian con abortos espontaneos en los
primeros meses e hipertension pulmonar fetal después de la semana 30 de gestacion
(Wang et al., 2021).

3.2 Transmision vertical del SARS-CoV?2

Desde el inicio de la epidemia hasta la actualidad no se han reportado un gran
numero de recién nacidos con COVID-19, comparado al numero de mujeres
embrazadas afectadas por la enfermedad, por lo que se piensa que es baja la
capacidad del virus de ser transmitido verticalmente. Sin embargo, el genoma de SARS-
CoV2 se ha detectado en el plasma del cordon umbilical, las placentas a término, la
mucosa vaginal y la leche materna. Ademas se han encontrado anticuerpos IgM e IgG
en el plasma de cordén umbilical y en muestras de leche. Estas evidencias demuestran
que la transmision vertical del virus si ocurre (Alzamora et al., 2020; Fenizia et al.,
2020).

4 Estructura placentaria

La placenta permite el intercambio gaseoso, de nutrientes y la eliminacion de los
productos de desecho entre la madre y el feto. Protege contra agentes infecciosos e
impide el rechazo del sistema inmunolégico de la madre hacia el feto. Tiene ademas
una funcién endocrina, ya que produce diversas hormonas fundamentales para la
modulacién del sistema inmune, asi como el desarrollo del embrion, tales como:
gonadotropina coridnica humana, estrégenos, progesterona y lactdgeno placentario
(Rodriguez-Cortés & Mendieta-Zerdn, 2014).
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La placenta a término tiene forma circular con un didmetro de 15 a 20 cm, un
grosor de 5 cm y un peso de 500 a 600 g. Tiene dos caras, una de ellas, la fetal se
caracteriza por el brillo que le otorga la membrana amnidtica, que recubre toda su
extension incluyendo al cordon umbilical que se inserta en el centro de la placenta.
Subyacente al amnios, en la ldmina corionica se distinguen los vasos sanguineos que
confluyen a nivel del corddn umbilical con dos arterias y una vena. La placenta se forma
en las 3 primeras semanas de la gestacion. Comienza su formacion en el momento que
el trofoblasto hace contacto con el endometrio. Posteriormente el trofoblasto invade al
endometrio y prolifera en su interior destruyendo el tejido y formando las lagunas
trofoblasticas (Figura 4) (Serna, 2013). Esta invasion da inicio a la formacién de tres
estructuras fundamentales de la placenta: el citotrofoblasto (CTB), la decidua y el
sincitiotrofoblasto (STB).
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Figura 4. Formacion de las primeras estructuras placentarias. Invasion del endometrio por

el trofoblasto y formacién de las lagunas trofoblasticas. Imagen tomada de (Serna, 2013).

4.1 Citotrofoblasto y el sincitiotrofoblasto

El desarrollo de la placenta humana depende de la diferenciacion de las células
del citotrofoblasto (CTB), las células epiteliales de la placenta. Este proceso ocurre por
dos vias. En la primera las células del CTB se agregan en columnas que invaden el

endometrio (Figura 5). Este fendbmeno es esencial para anclar y sostener a la placenta.
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Durante este proceso, las células del CTB invaden a las arterias espirales del utero y
reemplaza al endotelio materno adoptando un fenotipo vascular. Esto permite que la
sangre materna forme una gran laguna sanguinea, que bafa al espacio intervelloso
(Castellucci & Kaufmann, 2019). Esta ruptura del endotelio reduce la resistencia de las
arterias. En la preeclampsia, esta invasion no se lleva a cabo eficientemente, lo que
conduce a una inadecuada dilatacion de las arterias espirales que lleva a isquemia

placentaria y favorece la hipertension sistémica (El-Sayed, 2017).
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Figura 5. Vellosidades coridonicas A) Esquema que representa la formacién de las
vellosidades coridnicas. B) Corte longitudinal de la vellosidad. C) Esquema transversal de la

vellosidad. Figura tomada de (Serna, 2013).

Por otro lado, las células del CTB que permanecen en el compartimiento fetal se
fusionan para formar una capa superficial de tejido sincitial conocido como
sincitiotrofoblasto (STB) que cubre a las vellosidades corionicas. Estas vellosidades
estan en contacto con la sangre materna presente en el espacio intervelloso y son las

responsables del intercambio de gases y nutrientes con el feto.
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Conforme avanza la gestacion, las células del CTB de las vellosidades corionicas
entran en apoptosis dejando unicamente al STB como la capa epitelial de intercambio
de nutrientes y desechos entre el tejido materno y fetal (Mori et al., 2007). EI STB
también funciona como el tejido endocrino de la placenta ya que sintetiza progesterona
y gonadotropina coridnica humana. Esta ultima evita el reconocimiento del feto por los
macrofagos del sistema inmune de la madre y favorece la diferenciacion del CTB a
células del STB (Carter, 1976).

4.2 Decidua

Las células del endometrio, inducidas por el efecto de la progesterona y el
contacto del CTB se diferencian a células deciduales estromales (DSC), el principal
componente de la decidua. Durante el embarazo, las DSC van muriendo por apoptosis,
al mismo tiempo que se desarrollan otras estructuras de la placenta. La diferenciacion y
apoptosis de las DSC es crucial para que se produzca una invasion controlada del
trofoblasto (Leno Duran, 2011).

Durante el proceso de decidualizacion hay un aumento de células del sistema
inmune, con predominio de los leucocitos deciduales, cuya poblacién esta compuesta
en un 70% de células naturales asesinas uterinas (UNK). En un ciclo menstrual normal,
las uNk ayudan a la diferenciacion y renovacion del endometrio, mientras que en la
decidualizacion regulan la invasion trofoblastica y la angiogénesis, desapareciendo
gradualmente después de la semana 20 de gestacién, y estando totalmente ausentes
en la decidua a término. También hay macréfagos que constituyen el 20% del las
células inmunitarias en el tejido, y cuya presencia se regula por estrégenos y
progesterona. En cambio, los linfocitos T ocupan el 10% de la poblacion leucocitaria
total (Rodriguez-Cortés & Mendieta-Zerdn, 2014).

4.3 Vasos sanguineos placentarios

Al finalizar la segunda semana de gestacion, el mesodermo corial
extraembrionario invade el centro de las vellosidades coridnicas para formar los vasos
sanguineos fetales (Figura 6). En la tercera semana el mesodermo embrionario se

diferencia en tejido conjuntivo y forma los vasos sanguineos (Figura 6D). A partir de
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esta etapa se establece el intercambio materno-fetal, los nutrientes que provienen de la
sangre materna atraviesan la vellosidad coridnica para llegar a la sangre fetal. Para ello
tienen que atravesar al: sincitiotrofoblasto, el citotrofoblasto, el tejido conjuntivo y el

endotelio capilar (Figura 6D) (Serna, 2013).
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Figura 6.Formacion de los vasos sanguineos fetales. A) Corte placentario. B) Invasion del
mesodermo fetal en el CTB. C) Corte transversal de una vellosidad coriénica. D) Diferenciacion

del mesodermo en endotelio y tejido conjuntivo. Imagen tomada de Serna, 2013

5 Uniones estrechas y adherentes

Las células epiteliales se encuentran polarizadas, es decir su membrana
plasmatica tiene dos regiones distintas bioquimica y funcionalmente, la region apical y la
basolateral. La membrana de cada una de estas regiones tiene una composicion
particular de proteinas y lipidos que se encuentran delimitadas por las uniones
estrechas (UE). Estas uniones funcionan como un regulador de la permeabilidad
paracelular en los tejidos, ya que forman canales o barreras para el paso de iones y
moléculas por el espacio lateral entre las células adyacentes (Diamond, 1977).

Las UE tienen ademas, una funcion de cerca, ya que evitan la libre difusion de
las proteinas y lipidos en el plano de la membrana de la region apical a la basolateral y
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viceversa. De esta manera las UE mantienen la polaridad epitelial (Cereijido et al.,
1993).
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Figura 7.Composicion de las uniones estrechas. El contacto inicial de dos células vecinas en
la UE se establece por medio de las proteinas JAM y en caso de ser una union tricelular por las
angulinas (LSR). Posteriormente la interaccion también se hace con las proteinas TAMPs y las
claudinas. Estas proteinas integrales se asocian a las proteinas periféricas de la UE como ZO-
1, Z0O-2, ZO-3, MAGI y cingulina que a su vez interactuan con el citoesqueleto de actomiosina.

Tomado de Gonzalez-Mariscal et al., 2008).

Las UE se componen de proteinas transmembranales que en el espacio
intercelular interactuan con las de la célula vecina, y proteinas periféricas que funcionan
como un puente entre las proteinas transmembranales y el citoesqueleto de actina
(Figura 7). Entre las proteinas periféricas destacan: las proteinas Zonula Occludens
(Z0s), las MAGI-1 (de las siglas en inglés de MAGUK inverted 1), afadina, MUPP1 (de
las siglas en inglés de multi-PDZ domain protein-1), PATJ (de las siglas en inglés de
Pals1-associated tight junction protein), Pals1 (de las siglas en inglés protein associated
with LIN7 1), cingulina y paracingulina (Gonzalez-Mariscal et al., 2003).

Entre las proteinas transmembranales se encuentran las proteinas JAM (de las
siglas en inglés de Junctional Adhesion Molecule) con un solo pase transmembranal y

dos regiones semejantes a IgG; las angulinas (LSR) con un solo pase transmembranal
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y una region semejante a IgG (Furuse et al.,, 2014; Garrido-Urbani et al., 2014), la
familia de las proteinas TAMP (de las siglas en inglés de TJ-associated MARVEL
Proteins) con cuatro pasos transmembranales que incluye a ocludina, tricelulina y
marvel D3, y las claudinas (Raleigh et al., 2010; Steed et al., 2009).

Las claudinas tienen cuatro pasos transmembranales y dos asas extracelulares
asimétricas: la mayor ECL1 (de las siglas en inglés de extracellular loop 1) y la menor
ECL2 que interactuan con otras claudinas (Furuse et al., 2014). La ECL1 contiene en su
secuencia el motivo W-LW-C-C, que se conserva en todas las claudinas (Suzuki et al.,
2014) asi como aminoacidos con carga que determinan la selectividad i6nica de la via
paracelular. En cambio la ECL2 regula la interaccion en cis con otra claudina (Rossa et
al., 2014). Se han identificado 27 claudinas diferentes (Mineta et al., 2011). Algunas
como la 1,3 y 4 son ubicuas, mientras que otras son tejido-especificas como por
ejemplo la claudina-5, caracteristica del endotelio (Gonzalez-Mariscal et al., 2008;
Suzuki et al., 2017).

Las uniones adherentes (UA) se encuentran justo por debajo de las UE en las
células epiteliales Estas uniones no son exclusivas de las células epiteliales y se
encuentran también en otras células como los cardiomiocitos. Su funcion es regular la
tension y mantener la forma de las células. Su proteina transmembranal es la
cadherina, una glicoproteina que requiere de calcio extracelular para activarse. La
cadherina interactua con otras cadherinas de la propia célula (interaccion en cis) y de
las células adyacentes (interaccién en trans). Dependiendo del tejido, en las UA se
expresan distintas cadherinas, la N en tejido neural, la E en tejido epitelial, la P en la
placenta y la VE en el endotelio vascular. Las cadherinas se asocian en la cara
citosolica a las cateninas y a la vinculina. Estas proteinas interactuan con los filamentos
de actina que forman un anillo que rodea la regidén apical y mantiene la tension celular.
Las uniones adherentes también tienen una funcion de sefalizacidén. Asi, por ejemplo,

la B-catenina actua como co-factor transcripcional de la via de Wnt (Lodish et al., 2016).
5.1 Claudina-5

La claudina-5 se expresa intensamente en el endotelio y en menor medida en

otros tejidos como el intestino delgado (Amasheh et al., 2005; Morita et al., 1999),
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donde actua como barrera al reducir la permeabilidad paracelular. La sobreexpresion de
la claudina-5 en las células epiteliales aumenta la resistencia transepitelial y reduce la
conductancia de cationes monovalentes (Wen et al., 2004). La claudina-5 es escencial
para el desarrollo de la barrera hemato-encefélica ya que los ratones knockout de esta
claudina presentan una barrera hemato-encefalica permeable y mueren rapidamente
después del nacimiento (Nitta et al., 2003). En enfermedades como la de Crohn o
sindromes como la preeclampsia, la expresiéon de la claudina-5 disminuye lo que
aumenta la permeabilidad del epitelio o endotelio y disminuye la resistencia paracelular
del tejido (Liévano et al., 2006; Zeissig et al., 2007).

5.2 VE-cadherina
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Figura 8. Regulacion de la expresion de la claudina-5 por la VE-cadherina. a) La
integridad del endotelio se mentiene gracias a la expresion de la VE-cadherina, que evita la
acumulacion citoplasmica de B-catenina y Fox01, lo que permite la expresion de la claudina-
5 y el mantenimiento de las UE. b) La internalizacién de la VE-cadherina favorece la
formacion del complejo represor Fox01-B-catenina, que impide la transcripcidon de la
claudina-5 lo que ocasiona la pérdida de las UE y la ruptura de la barrera endotelial. Imagen
modificada de (Gavard & Gutkind, 2008).

La VE-cadherina regula la adhesiéon célula-célula en el endotelio por medio de

interacciones homofilicas de su regidn extracelular, mientras que su region citosdlica se
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une a q, B y y-cateninas (Conacci-Sorrell et al., 2002). La VE-cadherina es fundamental
para la angiogénesis y la regulacion de las UE del endotelio. El knockout de VE-
cadherina en los ratones ocasiona defectos durante la angiogénesis que derivan en
muerte fetal (Carmeliet et al., 1999). Durante la angiogénesis, el VEGF (por las siglas
en inglés de Vascular Endothelial Growth Factor) induce la fosforilacion e internalizacion
de la VE-cadherina, lo que desestabiliza a las UA y aumenta la permeabilidad del
endotelio (Lampugnani et al., 2006). Ademas de su funcion en la adhesion celular, la
VE-cadherina regula la expresidon de la claudina-5. Cuando la VE-cadherina se
internaliza, aumenta la cantidad de B-catenina libre y del factor de transcripcion Fox01.
Esto permite la formacion del complejo B-catenina/Fox01 que se transloca al nucleo, se
une al promotor de claudina-5 y evita su transcripcién, dando como resultado la pérdida
de la barrera endotelial. En cambio, cuando la B-catenina esta presente en las UA, se
activa la via PI3K, lo que conduce a la fosforilacion de AKT que a su vez fosforila a
Fox01, lo que evita que este factor entre al nucleo y bloque la transcripcion de la
claudina-5 (Figura 8) (Taddei et al., 2008).

II. Justificacion

En el 2020 la causa numero uno de muerte materna en México fue COVID-19,
por arriba de la pre-eclampsia y la hemorragia en el parto. Asi mismo, aumenté el
numero de cesareas y partos prematuros a nivel mundial. Las manifestaciones clinicas
de COVID-19 en las mujeres son diversas, y poco se sabe del impacto de la
enfermedad en la fisiologia de la placenta.

El virus SARS-CoV2 se detecta en la placenta y su receptor ACE2 esta presente
en diversas células placentarias incluyendo al endotelio. El SARS-CoV2 infecta a las
células endoteliales del cuerpo provocando acumulacién de células inflamatorias,
trombosis, apoptosis y piroptosis. Ello podria explicar el sindrome de dafo
microvascular y la trombosis sistémica de los pacientes con COVID-19 severo.

La VE-cadherina y la claudina-5 son respectivamente, proteinas de las UA y UE
de los endotelios, que permiten la adhesion célula-célula y la formacion de la barrera
paracelular endotelial, que evita la fuga del plasma de los vasos. Es importante analizar

si la expresion de VE-cadherina y claudina-5 se altera en el endotelio de la decidua y
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las vellosidades coridnicas de las placentas de mujeres con COVID-19, porque esto

revelaria la existencia de un problema en la perfusion placentaria materna y fetal.

[ll. Objetivo
Analizar si la claudina-5 y la VE-cadherina del endotelio placentario disminuyen

en placentas de mujeres con COVID-19.

IV. Hipdtesis

Ya que el virus SARS-CoV2 infecta a los endotelios y su receptor ACE2 esta
presente en el endotelio placentario, es probable que disminuya la expresion de VE-
cadherina y claudina-5 en el endotelio de la decidua y las vellosidades corionicas de las
mujeres con COVID-19, especialmente en aquellas con la forma severa de la

enfermedad.

V. Metodologia
1 Seleccion de pacientes y obtencion de muestras

El grupo de pacientes a estudiar lo selecciond un equipo interdisciplinario de
gineco-obstetras, infectdlogos e investigadores del INPer, que realizaron las pruebas
descritas a continuacion. El protocolo del estudio siguié la Declaracién de Principios
Eticos de Helsinki para la Investigacion Médica con seres humanos. Se realizaron
pruebas de RT-PCR (Protocolo La Charité/Berlin) a todas la mujeres embarazadas
ingresadas al INPer para la deteccion del virus SARS-CoV2, aun en las mujeres
asintomaticas. Tanto para las pacientes control, como las positivas a la COVID-19 se
seleccionaron aquellas que no presentaron comorbilidades como preeclampsia y
diabetes que se sabe afectan al endotelio. Las pacientes firmaron el consentimiento
informado. El tejido placentario de 11 mujeres positivas a la COVID-19 que incluye a 5
con la patologia moderada y 6 en el cuadro severo, y a 4 mujeres control, fue obtenido
inmediatamente después del nacimiento efectuado por cesarea (Tablas 1-3). La prueba
de RT-PCR para la deteccion del virus SARS-CoV2 se realizd6 en un fragmento
disgregado del tejido placentario de cada una de las pacientes.
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Tabla 1. Datos clinicos de las pacientes control y sus recién nacidos

Cnt1 Cnt2 Cnt3 Cnt4
Edad de la 24 17 17 20
madre
Comorbilidades Ninguna Ninguna Ninguna Ninguna
de la madre
Peso de la SD 53.7 62.1 65
madre (kg)
Altura de la SD 1.67 1.64 1.59
madre (m)
Edad gestacional 13.6 38.1 40.2 30.3
al momento del
diagnostico
(semanas)
Edad gestacional 13.6 38.1 40.2 30.3
al momento del
alumbramiento
(semanas)
Tipo de Legrado Cesarea Cesarea Cesarea
nacimiento
Peso del recién SD 2315 3170 1320
nacido (g)
Sexo del recién SD M F F
nacido
Clasificacion del SD PEG AEG AEG
peso del recién
nacido
Conteo de 7500 6600 10500 11300
glébulos blancos
Conteo de 9 15.1 10.1 9.8
linfocitos (%)
Conteo de 187000 236000 274000 167000
plaquetas
Tiempo de 11 9.5 10.9 10.8
trombina (s)
Tiempo de 26.9 249 36.2 29.6

protrombina (s)

Cnt, control; SD, sin datos; F, femenino; M, masculino; AEG, apropiado para la edad

gestacional; PEG, pequeno para edad gestacional.
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Tabla 2. Datos clinicos de las pacientes y sus recién nacidos con COVID-19
moderado

mCV1 mCV2

mCV3

mCV4

mCV5

Edad de la 28 20
madre
Comorbilidades
de la madre

Peso de la 0

madre (kg)

Altura de la 0

madre (m)

Fase de la

COVID-19
Prueba PCR de + +

la madre
Prueba PCR del +

recién nacido-

feto

Prueba PCR de -
la placenta

Sintomas de la

COVID-19

Ninguna Ninguna

65.4

1.69

Aguda Aguda

Tos
Dolor de

cabeza
Edad 13

gestacional al
momento del
diagndstico
(semanas)

Edad 13
gestacional al
momento del

alumbramiento
(semanas)
Tipo de
nacimiento
Peso del recién SD
nacido (g)
Sexo del recién SD M
nacido
Clasificacion del SD
peso del recién
nacido

Ninguno

40.3

40.4

Legrado Cesarea

3410

AEG

34
Ninguna
93.7
1.67

Aguda

+

Ninguno

39.5

39.5

Cesarea
3615
M

PEG

19
Ninguna
75
1.59

Aguda

Ninguno

33.4

33.5

Cesarea
1946
M

AEG

20
Ninguna
57
1.5

Aguda

Ninguno

26.4

26.6

Cesarea
978
F

AEG
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mCV1 mCV2 mCV3 mCV4 mCV5
Conteo de SD 8400 7900 10200 107700
glébulos
blancos
Conteo de SD 30.1 17 29 11
linfocitos (%)
Conteo de SD 224000 208000 177000 341000
plaquetas
Tiempo de SD 9.2 10.3 10.8 10.3
trombina (s)
Tiempo de SD 29.8 23.8 28.6 30.4

protrombina (s)

mCV, COVID-19 moderado; SD, sin datos; F, femenino; M, masculino; AEG, apropiado
para la edad gestacional; PEG, pequeio para edad gestacional; GEG, grande para
edad gestacional.

Tabla 3. Datos clinicos de las pacientes y sus recién nacidos con COVID-19

severo
sCV1 sCV2 sCV3 sCV4 sCV5 sCV6
Edad de la 37 25 25 37 36 39
madre
Comorbilidades Ninguna Ninguna Ninguna Ninguna Ninguna Ninguna
de la madre
Peso de la 91 67 66 60 75.5 77.5
madre (kg)
Altura de la 1.65 1.55 1.6 1.5 1.6 1.64
madre (m)
Fase de la Aguda Aguda Aguda Aguda Aguda Aguda
COVID-19
Prueba PCR de + + + + + +
la madre
Prueba PCR del - - - - - -
recién nacido-
feto
Prueba PCR de - - - - - -
la placenta
Sintomas dela  Disnea Tos Tos Tos Tos Tos
COVID-19 mialgias fiebre fiebre fiebre fiebre fiebre
diarrea disnea disnea mialgia disnea disnea
artralgia mialgia mialgia artralgia
artralgia artralgia
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sCV1 sCV2 sCV3 sCV4 sCV5 sCV6
rinorrea diarrea
rinorrea
Edad 27.6 34.6 28 38 39.1 39.1
gestacional al
momento del
diagnostico
(semanas)
Edad 27.6 34.6 28 38 39.1 39.1
gestacional al
momento del
alumbramiento
(semanas)
Tipo de Cesarea Cesarea Cesarea Cesarea Cesarea Cesarea
nacimiento
Peso del recién 1600 2200 1250 2640 2330 2900
nacido (g)
Sexo del recién F F F F F M
nacido
Clasificacion del AEG AEG AEG AEG PEG AEG
peso del recién
nacido
Conteo de 11200 8900 16500 7600 9900 8800
globulos
blancos
Conteo de 16.3 9.5 4.7 24.2 24 .1 24
linfocitos (%)
Conteo de 365000 218000 347000 327000 275000 232000
plaquetas
Tiempo de 10.8 9.6 10 10.9 13.6 16.4
trombina (s)
Tiempo de 30.8 30.7 22.6 21.5 24.7 23
protrombina (s)
Aspartato 28 48 28 22 10 28
amino-
transferasa
(U/L)
Alanina amino- 8 24 8 14 10 56
transferasa
(U/L)
Creatinina 0.52 1.14 0.53 0.6 0.49 0.64
(mg/dL)
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sCV1 sCV2 sCV3 sCV4 sCV5 sCV6

Fibrogeno 681 485 856 479 498 601
(mg/dL)

Dimero-D 1267 1346 1739 3500 5993 4716
(ng/mL)

Procalcitonina 0.12 1.72 0.28 1.18 0.02 0.05
Rayos X o + + + + + +
tomografia
Intubacion + - + - - -
orotraqueal

Oxigeno - + - + + +

suplementario

sCV, COVID-19 severo; SD, sin datos; F, femenino; M, masculino; AEG, apropiado para
la edad gestacional; PEG, pequefio para edad gestacional; GEG, grande para edad
gestacional.

2. Inmunofluorescencia

COVID-19 es una enfermedad infecciosa, por ello el tejido placentario se trabajo
en un laboratorio con nivel de bioseguridad 3 (BSL3) del INPer. Alli se embebid el tejido
placentario en bloques de parafina y después, se cortoé en secciones de 1 um de grosor.
Las secciones se trasladaron al Cinvestav Zacatenco, donde se calentaron por 18 h a
60 °C, se desparafinaron en xileno (Cat. X3s-4; Fisher Scientific, Loughborough, Le-
icestershire, UK), y se rehidrataron en etanol al 100% (Cat. E-7023; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), 90%, 70% y 50%. Para recuperar los epitopes las secciones se
incubaron por 40 minutos en solucién amortiguadora de citratos 10 mM a 95 °C. En
seguida, se permeabilizaron con Tritén X-100 al 0.2% por 10 minutos y se bloquearon
con BSA (libre de IgG, Cat. 1331-A, Research Organics, Cleveland, OH, USA) por 1
hora. Posteriormente, las muestras se incubaron a 4 °C en una camara humeda con un
anticuerpo policlonal de conejo contra claudina-5 (Cat. 34-1600, Invitrogen, Camairillo,
CA, USA) y otro monoclonal de raton contra VE-cadherina (Cat. sc-9989, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Se utilizaron anticuerpos de burro, acoplados a
Alexa 647 contra IgG de raton (Cat. A31571, Invitrogen) y conejo (Cat. A31573,
Invitrogen). Los nucleos se detectaron con DAPI (Cat. 422801; Biolegend, San Diego,

CA, USA). Para disminuir la autoflourescencia del tejido se anadio el sistema True

34



View™ (Cat. SP-8400, laboratorios Vector , Burlingame, CA, USA) antes del montaje

final de los cortes.

3 Obtencién de las imagenes y analisis estadistico

Las imagenes se obtuvieron en el microscopio confocal SP8 (Leica, Weitzlar,
Germany). Se utilizo el software Fiji-lmagedJ (Instituto Nacional de Salud Mental,
Bethesda, MD, USA) para obtener los valores de intensidad de flourescencia, y se
evaluaron 3 campos aleatorios por condicion experimental. Las figuras muestran
imagenes representativas de esos campos.

Se realizaron pruebas de F con correccion de Welch para varianzas desiguales,
seguidas por las pruebas de comparaciones multiple de Bonferroni y Dunnet. Para el
caso de la fluorescencia de la VE-cadherina en las vellosidad coridnicas, por tratarse de
datos sin distribucion normal, se usé la prueba de Kruskal-Wallis y su prueba de

comparaciones multiples.

VI. Resultados
1 La expresioén de la claudina-5 disminuye en el endotelio de la decidua y de las
vellosidades coridnicas de las placentas de las mujeres con COVID-19 severo

El analisis de las inmunofluorescencias no revelé cambios significativos en la
expresion de la claudina-5 en la decidua (Figura 9 a,b) o las vellosidades coridnicas
(Figura 10 a,b) en mujeres con el cuadro moderado de la COVID-19 respecto a las
controles. En la mujeres con un cuadro severo de la enfermedad se observd una
disminucién significativa de la expresion de la claudina-5 tanto en la decidua (Figura 9
a,b) como en las vellosidades coridnicas (Figura 10 a,b). En el endotelio, la claudina-5
es fundamental para el sellado de las UEs (Morita et al., 1999). Por ello, estos
resultados sugieren que en las mujeres con COVID-19 las UEs del endotelio decidual y
las vellosidades coridnicas se vuelven permeables conforme aumenta la severidad de la

enfermedad.
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Figura 9. La expresion de claudina-5 disminuye en el endotelio de la decidua de mujeres
con COVID-19 severo. Los bloques de parafina de las placentas de mujeres con COVID-19 y
control se cortaron en secciones de 1 upm, se desparafinaron y procesaron para
inmuoflurescencia con anticuerpos contra la claudina-5. a) Imagenes representativas de la
claudina-5 en la decidua. Nucleos tefiidos en DAPI. Barra, 100 um. b) Cuantificacién de la
intensidad de fluorescencia hecha en tres imagenes independientes de cada condicién. Los
datos se representan como media £ DE. Prueba de F con correcion de Welch, seguida por las

pruebas de comparaciones multiples de Bonferroni y Dunnett, ***, p< 0.001
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Figura 10. La expresion de claudina-5 disminuye en el endotelio de las vellosidades
coriénicas de mujeres con COVID-19 severo. Los bloques de parafina de las placentas de
mujeres con COVID-19 y control se cortaron en secciones de 1 um, se desparafinaron y
procesaron para inmuoflurescencia con anticuerpos contra la claudina-5. a) Imagenes
representativas de la claudina-5 en las vellosidades coridnicas. Nucleos tefiidos en DAPI.
Barra, 100 pm. b) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia hecha en tres imagenes
independientes de cada condicién. Los datos se representan como media + DE. Prueba de F
de ANOVA de una via, seguida por las pruebas de comparaciones multiples de Bonferroni y
Dunnett. ***, p< 0.001
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Figura 11. La expresion de VE-cadherina disminuye en el endotelio de la decidua de
mujeres con COVID-19 severo. Los bloques de parafina de las placentas de mujeres con
COVID-19 y control se cortaron en secciones de 1 um, se desparafinaron y procesaron para
inmuoflurescencia con anticuerpos contra la VE-cadherina. a) Imagenes representativas de la
VE-cadherina en la decidua. Nucleos tefidos en DAPI. Barra, 100 um. b) Cuantificacion de la
intensidad de fluorescencia hecha en tres imagenes independientes de cada condicion. Los
datos se representan como media + DE. Prueba de F con correcion de Welch, seguida por las

pruebas de comparaciones multiples de Bonferroni y Dunnett, ***, p< 0.001
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Figura 12. La expresion de VE-cadherina disminuye en el endotelio de las vellosidades
coriénicas de mujeres con COVID-19 severo. Los bloques de parafina de las placentas de
mujeres con COVID-19 y control se cortaron en secciones de 1 um, se desparafinaron y
procesaron para inmuoflurescencia con anticuerpos contra la VE-cadherina. a) Imagenes
representativas de la VE-cadherina en las vellosidades corionicas. Nucleos tefidos en DAPI.
Barra, 100 um. b) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia hecha en tres imagenes
independientes de cada condicion. Los datos se representan como media + DE. Prueba de

Kruskal-Wallis seguida por su prueba de comparaciones multiples, ** p = 0.02, *** p < 0.001.
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2 La expresion de la VE-cadherina disminuye en el endotelio de la decidua y de
las vellosidades coriénicas de las placentas de las mujeres con COVID-19 severo
La VE-cadherina es una proteina crucial de las UAs de las células endoteliales
(Crosby et al., 2005), y su alteracion deriva en un aumento de la permeabilidad vascular
(Corada et al., 2001). El analisis de inmunofluorescencia no revelé6 un cambio
significativos en la expresion de la VE-cadherina en la decidua de las mujeres con un
cuadro moderado de COVID-19 respecto a las mujeres control. En cambio, en las
placentas de mujeres con el cuadro severo de la enfermedad, se observa una
disminucion significativa en la expresion de VE-cadherina en la decidua (Figura 11 a,b).
Un fendmeno similar ocurre en las vellosidades coridnicas, donde no hay un cambio
significativo en la expresion de VE-cadherina en el cuadro moderado de COVID-19 en
comparaciéon con los controles, mientras que se observa una disminucién significativa
de la expresidon de la VE-cadherina en el cuadro severo de la enfermedad (Figura 12
a,b). Estos resultado refuerzan las observaciones hechas con claudina-5 y en conjunto
sugieren que la COVID-19 aumenta la permeabilidad paracelular del endotelio en la

decidua y las vellosidades coridnicas.

VII. Discusién

La COVID-19 puede inducir dafo en la microvasculatura y sindrome trombético
detonado por diversos mecanismos que incluyen la tormenta de citocinas, la vaso-
oclusion hipoxica, la activacion directa de las células inmunitarias y sanguineas por la
infeccion viral y la generacion de auto-anticuerpos que reconocen fosfolipidos y
proteinas unidas a los fosfolipidos (Zuo et al., 2020). EI SARS-CoV2 se ha detectado en
la placenta, y su receptor ACE-2 se encuentra en muchos endotelios. Por ello, en este
trabajo se estudid si se altera la expresion de la claudina-5 y la VE-cadherina en el
endotelio de la decidua y las vellosidades corionicas de placentas de mujeres con
COVID-19. El complejo de adhesion célula-célula de las células endoteliales, esta
formado por las UE y las UA y en estas estructuras la claudina-5 y la VE-cadherina
respectivamente, son esenciales para el sellado de los vasos sanguineos que mantiene

la perfusion sanguinea placentaria.
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Nuestros resultados muestran que no hay cambios significativos en la expresion
de VE-cadherina y claudina-5 en la decidua o las vellosidades coridnicas de las mujeres
con un cuadro moderado de la enfermedad respecto a las pacientes control. En cambio,
en las pacientes con un cuadro severo de la enfermedad, la cantidad de claudina-5 y
VE-cadherina en el endotelio disminuye drasticamente. Estas observaciones revelan
que tanto las proteinas de la UE como las de la UA son sensibles al dafo inducido por
la COVID-19, y demuestran que el deterioro en el complejo de union apical del
endotelio placentario se correlacionan con la severidad de la enfermedad.

En estudios previos se analizo la expresion de proteinas de la UA y UE en las
vellosidades corionicas de la placenta humana a término. Asi, se encontré que el STB
expresa E-cadherina, ZO-1y Z0O-2, JAM-B, occludina y claudinas -1, -3, -4, -5, -7 y -16,
mientras que los vasos sanguineos del parénquima de las vellosidades corionicas
expresan ZO-1, occludina, JAM-C vy las claudinas -1, -3, -4 y -5 (Liévano et al., 2006;
Miranda et al., 2019). ZO-1, JAM-C, y claudina-5 se encuentran tanto en vasos grandes
como pequefos, mientras que la occludina y las claudinas -1, -3, y -4 solo estan
presentes en los vasos grandes.

La VE-cadherina previamente se estudid en las células endoteliales de la
decidua y las vellosidades coridnicas de la placenta humana (Leach et al., 1993; Li et
al., 2015), asi como en el STB, donde se vi6 que su expresion decrece hacia el término
del embarazo normal. Sin embargo, se observd que esto no sucede en la preeclampsia
(Groten et al., 2010). La expresion de la VE-cadherina en cambio, no se afecta por
preeclampsia en el endotelio de las vellosidades coridnicas (Li et al., 2015).

La diabetes mellitus es otra enfermedad ligada a la disfuncion del endotelio
(Takeda et al., 2020; Tooke, 1995). En la diabetes gestacional tratada con insulina se
observé una disminucion en la expresion de VE-cadherina en el endotelio de las
vellosidades coridnicas (Babawale et al., 2000). En contraste, las placentas de mujeres
con diabetes tipo 1, tipo 2 y diabetes gestacional no tratadas con insulina muestran una
expresion normal de VE-cadherina en los vasos de las vellosidades corionicas
(Baumdiller et al., 2015).

Por otra parte, se reportd que la cantidad de claudinas -1 y -5 presente en la

fraccion insoluble de Tritdn X-100, que corresponde a las claudinas asociadas al
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citoesqueleto de actomiosina, disminuye en las placentas con preeclampsia, en
comparaciéon con las placentas sanas (Liévano et al., 2006). Lo que sugiere que esta
enfermedad disminuye el sellado de las UEs.

Esta ultima observacion es interesante porque en las mujeres embarazadas con
COVID-19 se ha descrito un sindrome similar a la preeclampsia, con sintomas y
caracteristicas histopatoldégicas comunes (Mendoza et al., 2020). Este sindrome deriva
en disfuncidn placentaria y restriccion del crecimiento fetal (Staff et al., 2020), lo cual es
de esperarse también cuando se dana la perfusion placentaria por ausencia de
claudina-5 y VE-cadherina en el endotelio placentario.

Por otra parte, también es importante mencionar que en estas mismas placentas
aqui estudiadas, en el INPer se analizd la expresion del factor Von Willebrand (vWr).
Este factor juega un papel critico en la homeostasis, ya que estabiliza al factor VIl en la
circulacion y media las interacciones entre plaquetas y endotelio, y plaqueta-plaqueta
en condiciones de alto estrés de friccion (South & Lane, 2018).

El vWf forma multimeros ultralargos que cuando hay estrés de friccion, atrapan a
las plaquetas circulantes en los sitios de dano endotelial. En condiciones normales la
metaloproteinasa ADAMS13 corta al vWf en unidades mas pequefas y menos
trombogénicas (South & Lane, 2018). En la microangiopatia trombdtica como la
presente en la purpura o la sepsis severa, se genera un exceso de VWf y una
deficiencia de ADAMS13 (Santonja et al., 2020). Asi mismo, en placentas con COVID-
19 severo el nivel en plasma de vWf aumenta (Helms et al., 2020; Huisman et al., 2020;
Morici et al., 2020), mientras que la actividad de ADAMS13 permanece a nivel normal
(Escher et al., 2020) o disminuye (Huisman et al., 2020; Morici et al., 2020).

La investigacion del INPer demostré que en las mismas muestras de placentas
aqui estudiadas, la expresion del vWf aumenta en la COVID-19 moderada en
comparaciéon con las placentas control, tanto en los vasos de la decidua como de las
vellosidades coridnicas. Este aumento en la expresion es aun mas significativo en el
caso de las placentas de mujeres con COVID-19 severo.

Asi mismo, en el INPer se realizd un analisis histopatolégico de estas placentas
qgue revel6 en los casos de COVID-19 moderado, vasculopatia decidual caracterizada

por necrosis fibrinoide, cariorrexis vellosidades avasculares, maduracion vellosa
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acelerada y corangiosis. En el tejido placentario de mujeres con COVID-19 severo se
observaron infartos en el parénquima con acumulacion de fibrina, inflamacion aguda y
cronica en las vellosidades coridnicas, trombosis de vellosidades intermedias con
remodelacion de la pared vascular, obliteracién de los vasos, malaperfusion vascular
materna severa con maduracion acelerada vellosa e incremento de nudos sinciciales.
En cambio en las placentas control no se detectaron alteraciones histologicas.

Finalmente, para confirmar el estado inflamatorio de las placentas derivadas de
mujeres con COVID-19, se cuantific6 el numero de macrofagos fetales, también
conocidos como células de Hofbauer, en el parénquima de las vellosidades coridnicas.
Se encontrdé un aumento de células de Hofbauer en las vellosidades coridnicas de las
mujeres con COVID-19 severo en comparacién con las placentas control y el tejido
proveniente de mujeres con COVID-19 moderado.

Estos datos junto con los nuestros de VE-cadherina y claudina-5 indican que las

placentas de mujeres con COVID-19 exhiben una condicion tromboética con dafio
microvasular sensible a la severidad de la enfermedad y sugieren que la COVID-19
severa compromete la perfusion de la placenta y la progresion del embarazo. Los
resultados de esta tesis junto con los arriba descritos hechos en el INPer generaron la
siguiente publicacion:
Flores-pliego, A., Miranda, J., Vega-torreblanca, S., Valdespino-v, Y., Helguera-repetto,
C., Espejel-nuiiez, A., Borboa-olivares, H., Espino, S., Mateu-rogell, P., Ram, V.,
Cardona-p, A., Gonz, R. O., Gonz, L., & Estrada-gutierrez, G. (2021). Molecular Insights
into the Thrombotic and Microvascular Injury in Placental Endothelium of Women with
Mild or Severe COVID-19. 1-21.

VIII. Conclusién

La COVID-19 dana el endotelio de la decidua y de las vellosidades corionicas
porque apaga la expresion de proteinas de adhesion esenciales para la angiogénesis y
el sellado de los vasos. Esto contribuye a que las placentas de mujeres con COVID-19
presenten dafos en la microvasculatura y sindrome trombaético que se correlaciona con

la gravedad de la enfermedad.
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IX. Perspectivas

Los resultados hasta ahora reportados se obtuvieron de pacientes con COVID-
19, pero sus placentas fueron negativas al virus SARS-CoV2 por PCR. Esto indica, que
el dano que observamos fue por un efecto sistémico de la enfermedad, muy
probablemente asociado a la tormenta de citocinas, la vaso-oclusién hipoxica, la
activacion de las células del sistema inmune o la generacion de autoanticuerpos, que se

presenta en la COVID-19 severa.

En el futuro queremos analizar el dano a las UE del STB y el endotelio de las
vellosidades coridnicas en placentas donde esté presente el virus SARS-CoV2. En
particular pensamos analizar a la proteina Pals1 de la UEs ya que previamente se vio
que la proteina E del SARS-CoV se une a ella y la secuestra en el compartimiento
intermedio del Golgi (Teoh et al., 2010). Ademas, mediante un analisis in silico y
modelaciéon molecular, se determind que la proteina E del SARS-CoV2 es incluso mas

afin por Pals1 que la misma proteina del SARS-CoV (De Maio et al., 2020).
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