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Resumen

Antecedentes. Las personas que se recuperan de COVID-19 (enfermedad por
coronavirus) tienen el riesgo de padecer COVID-19 persistente, una enfermedad en
la que persisten o se desarrollan nuevos sintomas tras la infeccion por el virus. La
trombosis es una de las posibles secuelas a largo plazo mas graves de la

enfermedad ya que el SARS-CoV-2 lesiona a las células endoteliales.

Objetivo. Determinar la capacidad proliferativa de las células formadoras de
colonias endoteliales (CFCESs) de sujetos que presentaron un evento de trombosis

después de la recuperacion de COVID-19.

Materiales y métodos. Se realizd un estudio observacional, retrospectivo parcial,
transversal y comparativo. Se incluyeron personas de 18 a 50 afios, que sin
aparentes factores de riesgo (tabaquismo, diabetes, obesidad, hipertension, etc.)
desarrollaron al menos un primer evento trombaotico después de enfermarse por
COVID-19. A cada sujeto de estudio se les tomo una muestra de sangre periférica
para el cultivo celular de las CFCEs y se les realizé una entrevista con el fin de
recabar datos demograficos. Para determinar si existen diferencias en el fenotipo
de las CFCEs de los sujetos con Trombosis-post COVID-19, los resultados se
compararon con controles y con sujetos con trombosis recurrente antes de la
llegada del virus. Los datos demogréaficos de los pacientes se compararon entre

SeXos.

Resultados. El estudio se realizd en 29 pacientes que cumplieron con los criterios
de inclusién, de los cuales el 55.2% fueron hombres y el 44.8% mujeres. En ambos
sexos la media de edad fue de 34 afos y el tipo de trombosis mas comun fue la TVP
(trombosis venosa profunda) con un solo evento. El tiempo en el que se desarrollé
la trombosis después de la infeccién por COVID-19 para ambos sexos fue de 15
meses. De los datos demograficos que se recabaron no se encontro diferencias
entre hombres y mujeres. Con respecto al aislamiento de CFCEs, en mas del 50%

de los cultivos celulares tanto de hombres como mujeres se identificaron CFCEs,
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sin embargo, la mayoria de las colonias tenian una proliferacion baja. La mediana
de colonias detectadas fue de 1 con un tiempo promedio de deteccion de 17 dias,
estos ultimos datos fueron similares con datos de controles, pero diferentes a los
sujetos con trombosis recurrente antes del COVID-19.



Introduccion

A finales de diciembre de 2019, en la Ciudad de Wuhan China, se presentaron casos
de neumonia identificados el 7 de enero de 2020, en muestras de garganta por el
Centro Chino para la Prevencion y Control de Enfermedades (por sus siglas en
inglés CCDC) y nombrado como Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus
2 (por sus siglas en inglés, SARS-CoV-2) (1). La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) nombré la enfermedad que esta situacion genera, como COVID-19 y el 30
de enero de 2020, definio a la epidemia China del COVID-19 como una Emergencia
de Salud Publica de Caracter Internacional, considerando un alto riesgo a los paises
con sistemas de salud vulnerables (2). Este nuevo virus ha infectado a mas
individuos y provocado mas muertes en el mundo que sus predecesores. Los rangos
de edad de pacientes infectados y de muertes oscila entre 20 y 80 afios (3). Lo que
ha representado un enorme reto para los sistemas de salud desde que se reportaron
los primeros casos y actualmente, después de haberse declarado el fin de la
pandemia, el COVID-19 sigue generando un enorme impacto debido a las secuelas
a largo plazo en la salud de la poblacién. La mayoria de las personas infectadas por
COVID-19 tienen sintomas leves y se recuperan completamente, pero, segun la
OMS alrededor del 10% y 20 % de la poblacidon experimenta sintomas persistentes
0 nuevos aun después de recuperarse de la enfermedad, esta nueva afeccion se
denomina COVID-19 prolongado (4). Los sintomas mas comunes del COVID-19
prolongado son la fatiga, disfuncién cognitiva, dificultades respiratorias y en casos
mas graves la trombosis (5).

La trombosis siempre ha representado una de las primeras causas de mortalidad y
morbilidad en el mundo, es una enfermedad de origen multifactorial y recientemente
se ha documentado que el COVID-19 es un factor de riesgo para la trombosis. Este
mayor riesgo se intenta explicar mediante varios mecanismos del virus sobre el
sistema de la coagulacién, en especial, se consideran las afectaciones en los vasos
sanguineos, conformados por las células endoteliales, donde promueve la
disfuncion endotelial (6) .

Las células endoteliales tienen un rol importante en el desarrollo de la trombosis, ya

gue, regulan la hemostasia. En condiciones fisiol6gicas, el endotelio sintetiza varias
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moléculas como el 6xido nitrico (NO) que previenen la formacién de trombos, sin
embargo, ante la lesion de un vaso sanguineo las células endoteliales se activan
adquiriendo un estado protrombdGtico como un mecanismo protector que evita la
pérdida de sangre (7). Cuando existe disfuncion endotelial, las células endoteliales
se activan de manera exagerada y desregulada lo que favorece la formacién de
coagulos patolégicos. La infeccion por SARS-CoV-2 genera una serie de estimulos
inflamatorios que lesionan a los vasos sanguineos, con la subsecuente disfuncion
endotelial (6). Como las células endoteliales, son una de las principales poblaciones
celulares perjudicadas por el COVID-19, es importante evaluar el impacto del virus
sobre el fenotipo endotelial para detectar alteraciones en pacientes con trombosis
tras la infeccion.

Las CFCEs definidas como las verdaderas células endoteliales por su alto potencial
proliferativo y capacidad angiogénica, son movilizadas a los sitios de dafio endotelial
para participar en la reparacion vascular (8,9). Las CFCEs se han utilizado como
biomarcadores y modelos de estudio para la disfuncion endotelial, ya que las
caracteristicas morfolégicas y funcionales de los cultivos reflejan el estado de las
células endoteliales in vivo (10). Por lo tanto, en este proyecto, se evalu6 la
morfologia, proliferacion y cantidad de las CFCEs en pacientes con trombosis post
COVID-19 comparado con un grupo control y un grupo de sujetos con trombosis
recurrente antes de la llegada del virus. El estudio de estos parametros podra
conducir a un mejor entendimiento del efecto del SARS-CoV-2 en el endotelio
vascular y en estudios posteriores, determinar mecanismos moleculares que

podrian estar modificados por su presencia.



Marco teérico

El endotelio

El endotelio esta conformado por una monocapa de células muy dinamicas que se
encuentran recubriendo la superficie interna de los vasos sanguineos como
capilares, arterias y venas. La mayoria de los tejidos y 6rganos del cuerpo estan
irrigados, por lo que las células endoteliales (CEs) ocupan una gran extension con
un peso aproximado de 1 kg y una superficie total de 4,000 a 7,000 m? en personas
de tamafo promedio (11,12).

Las CEs tienen forma aplanada, delgada y se disponen como adoquines con un
largo promedio de 30 a 50 um, un ancho de 10 a 30 um y un grosor de 0.1 a 10 um
(11,13). De igual forma, dependiendo del 6rgano las CEs muestran caracteristicas
fenotipicas diferentes que garantizan una adecuada homeostasis antes las diversas
necesidades locales de las células (14). Ademas, la glucdlisis es la principal fuente

de ATP (adenosin trifosfato) para el endotelio (15,16).

Funciones del endotelio

Inicialmente se pensaba que la funcién del endotelio era ser solamente una barrera
entre la sangre y las células de los tejidos, sin embargo, con el tiempo se ha
demostrado que las CEs son mucho mas complejas porque estan involucradas en
la regulacién del flujo sanguineo, el tono vascular, la coagulacion, las respuestas
inflamatorias y la formacion de nuevos vasos sanguineos (figura 1).Las CEs son
capaces de realizar todas estas funciones porque tienen una amplia gama de
receptores que responden a diferentes estimulos como metabolitos, proteinas,
lipidos u hormonas y, ademas tienen una parte efectora, es decir, constantemente

sintetizan y liberan moléculas (14,17).

a. Regulacion del tono vascular. Las CEs sintetizan vasodilatadores y
vasoconstrictores que modulan el tono vascular. EI mas potente de los
vasodilatadores generados por las CEs es el 6xido nitrico (NO), sintetizado

a partir de la L-arginina y el cofactor NADPH (Nicotinamida adenina
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dinucledtido fosfato) por la enzima 6xido nitrico sintetasa endotelial (eNOS).
El NO al ser un gas difunde facilmente hacia las células musculares lisas
donde también aumenta la vasodilatacion. La prostaciclina (PGI2) es otro
vasodilatador sintetizado por el endotelio y esta deriva de la accion de las
enzimas ciclooxigenas 1 y 2 sobre el &cido araquidonico (11,12). Las CEs
sanas liberan grandes cantidades de NO y PGI2.

Los vasoconstrictores que produce el endotelio son la endotelina-1 (ET-1),
prostaglandina H2 y el tromboxano A2(TXA2). El endotelio también expresa
dos enzimas importantes en la regulacion del tono vascular, la primera es la
enzima convertidora de angiotensina (ECA) que interviene en el sistema
renina-angiotensina y la ECA2 que produce angiotensina (1-7), un
vasodilatador y antiinflamatorio (11,13).

Funcion inflamatoria. Las CEs participan en la coordinacion de la respuesta
inmunitaria a través de diferentes mecanismos como la secrecion de
guimiocinas, interleucinas, interferones o factores de crecimiento. Ademas,
estan involucradas en el reclutamiento y extravasacion de leucocitos a los
sitios de dafio por la expresion de moléculas de adhesion (13) .

Funcién en lahemostasia. Las CEs participan en la hemostasia al mantener
la sangre liquida y sin coagulos, por medio de la formacién de una capa
compuesta de moléculas antitromboéticas y fibrinoliticas que impiden o
regulan el proceso de la coagulacién bajo condiciones normales (11).

El NO generado por el endotelio actia como inhibidor de la adhesién y
agregacion plaquetaria y la PGIz impide la activacion plaquetaria al inhibir al
TXA2 (11,12).

El ATP y el ADP (adenosin difosfato), dos moléculas que favorecen la
activacion de las plaquetas son liberadas por estas y por el endotelio cuando
existe dafio vascular, sin embargo, este efecto protrombdético se ve
controlado por la expresion de la enzima ectonucleddiso trifosfato
difosfohidrolasa-1 (E-NTPDasas) en la superficie endotelial que transforma
el ATP y ADP en adenosina (12).
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El factor tisular (FT) es expresado por las plaquetas y el endotelio, se encarga
de iniciar la via extrinseca de la coagulacion, las CEs limitan su accién porque
expresan el inhibidor de la via del factor tisular (TFPI) (12).

La trombina es una proteina encargada de producir fibrina a partir del
fibrinbgeno para generar un coagulo estable. El endotelio tiene diversos
mecanismos que impiden su accion. La antitrombina (AT-IIl) es una proteina
generada en el higado que se une a la trombina y evita su funcion. Para que
la ATIIl pueda actuar tiene que unirse a los proteoglicanos de heparan sulfato
ubicados en la superficie endotelial (12).

La trombomodulina (TM) es un receptor transmembranal sintetizado
constitutivamente por el endotelio y que se une a la trombina reduciendo su
concentracion. ElI complejo trombina-trombomodulina a su vez activa a la
proteina C que activa a la proteina S inhibiendo los FVa (factor V activado) y
FVllla (factor VIl activado) (18,19). El endotelio produce el activador tisular
del plasmindégeno (t-PA) que convierte al plasmindgeno derivado del higado

en plasmina, una enzima encargada de degradar a la fibrina (12).
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Figura 1. Funciones del endotelio. Las CEs sintetizan varias moléculas implicadas en la
hemostasia, respuesta inmunitaria, el tono vascular y la formacién de vasos sanguineos. FV: factor
V. TXA2: tromboxano A2. FT: factor tisular. FvW: factor de von Willebrand. AT-Ill: antitrombina III.
TFPI: inhibidor de la via del factor tisular. TM: trombomodulina. t-PA=activador tisular del
plasminégeno. NO: 6xido nitrico. ICAM-1: molécula de adhesién intercelular 1. VCAM-1: molécula
de adhesion celular vascular 1. IL-6: interleucina 6. IL-1f3: interleucina 1 beta, MCP-1: factor
quimioatrayente de monocitos 1. PGI2: prostaciclina. ET-1: endotelina 1. EDHF: factor
hiperpolarizante derivado del endotelio. FGF: factor de crecimiento de fibroblastos. PDGF: factor de
crecimiento derivado de plaguetas. TGF: factor de crecimiento transformante. IGF: factor de
crecimiento similar a la insulina. Imagen tomada y modificada de Gao J, et al. (20) .Creado en
BioRender.com

Vasculogénesis y angiogénesis

La formacion de novo de los vasos sanguineos tiene lugar dentro de las etapas
tempranas del desarrollo embrionario en un proceso conocido como
vasculogénesis (figura 2). Las células progenitoras endoteliales (angioblastos) se
originan de las células del mesodermo y se fusionan formando una red vascular
primitiva (plexo primario), posteriormente las CEs son recubiertas por células
murales y se diferencian en arterias, venas y capilares, este mecanismo se

denomina vasculogénesis embrionaria. Paralelamente, en el saco vitelino ocurre la
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vasculogénesis extraembrionaria, en donde nuevamente en el mesodermo se
forman unas estructuras conocidas como islas sanguineas conformadas por
hemangioblastos, un tipo de célula que dara origen a las células hematopoyéticas y
a las CEs. Las CEs generan un plexo vascular extraembrionario que produciré la
vasculatura en el saco vitelino (18,19) .
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Figura 2. Formaciéon de los vasos sanguineos. a) muestra la vasculogénesis embrionaria y
extraembrionaria y b) angiogénesis por brote. VEGF: factor de crecimiento vascular endotelial.
VEGFR: Receptor del factor de crecimiento vascular endotelial. Imagen tomada y modificada de Del
Gaudio F, et al (19). Creado en BioRender.com

Posteriormente, los vasos sanguineos generados durante la vasculogénesis
fungirdn como los cimientos para la formacion de nuevos vasos sanguineos en un
proceso denominado angiogénesis. La angiogénesis tiene un papel importante en
la remodelacion y extension del sistema vascular en el desarrollo embrionario, y es
un mecanismo que continuard en la vida adulta cumpliendo con funciones
fisioldgicas esenciales como la cicatrizacién de heridas, la placentacién o el ciclo

menstrual en mujeres (15,21).
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La angiogénesis es un proceso complejo que consta de varios pasos, en primer
lugar, ocurre la degradacion de la matriz extracelular, seguido de la proliferacion y
migracion de las CEs, la formacion de estructuras tubulares (tubulogénesis) y
finalmente la estabilizacion de los vasos sanguineos por el reclutamiento de células
murales o pericitos (22). Las CEs pueden formar nuevos vasos sanguineos por dos
mecanismos importantes: 1) la intususcepcion; y 2) el brote de vasos (15).

El crecimiento intususceptivo consiste en la division de un capilar en dos vasos
adyacentes. En este mecanismo, las paredes opuestas del capilar se proyectan
hacia la luz haciendo que las CEs entren en contacto entre si para formar un pilar
endotelial transluminal dentro de un vaso sanguineo, que progresivamente se va
perforando por la remodelacién de las uniones intracelulares, dando como resultado
dos vasos hijos (23).

En la angiogénesis por brote (figura 2), los nuevos capilares se forman por un
brote 0 una gemacioén a partir de un vaso preexistente. Durante la angiogénesis por
brote, las CEs adquieren roles diferentes segun lo cual se les denominara como:
célula de punta, célula de tallo y célula de falange. Las CEs de punta se caracterizan
por adquirir un fenotipo migratorio (no proliferativo) con la expresién de numerosos
filopodios y lamelipodios que les permitiran guiar los nuevos brotes hacia la fuente
de los estimulos pro angiogénicos. En cambio, las CEs de tallo vecinas a la célula
de punta, tienen un fenotipo proliferativo (no migratorio) con el cual alargan el brote
del nuevo vaso. Las células de falange permanecen inactivas definiendo la parte
madura del vaso, cumpliendo con el objetivo de brindar una estabilidad y funcion de
barrera (15).

Los factores que inducen y regulan el proceso de la vasculogénesis y la
angiogénesis (tabla 1) incluyen Factor de Crecimiento Vascular Endotelial (VEGF),
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento placentario
(PIGF), factor de crecimiento transformante g (TGF-B), la ciclooxigenasa-2 (COX-
2), la endotelina, angiopoyetina 2 (Ang-2) y el factor Inducible por Hipoxia (HIF-1a)
(24).
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Tabla 1. Moléculas implicadas en la angiogénesis

Nombre

Funcién

Factor de crecimiento

vascular endotelial

(VEGF)

Factor que promueve la proliferacion, migracion y
supervivencia de las CEs, asi como la permeabilidad
vascular. Se une a los receptores VEGFR1 y VEGFR2

gue tienen actividad tirosina quinasa (25).

Factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF)

El FGF se une a los receptores FGFR con actividad
tirosina quinasa que activa vias de sefalizacion que
promueven la migracion, diferenciacion, proliferacion y
supervivencia de las células. EI FGF1 y el FGF2 tienen

como dianas principales a las CEs (26).

Factor de crecimiento
placentario (PIGF)

Factor pro-angiogénico que se une al receptor del factor
de crecimiento endotelial vascular-1 (VEGFR-1) y
aumenta los efectos del VEGF. El PIGF promueve el
crecimiento de las CEs, la vasculogénesis y el desarrollo

de la placenta (27) .

Factor de crecimiento
transformante B B (TGF-

B)

Citocina multifuncional que promueve la supervivencia

celular, metabolismo, crecimiento, proliferacion,

diferenciacion, adhesién, migracion y muerte (28).

Angiopoyetina (Ang)

Las angiopoyetinas 1 y 2 son los principales factores
implicados en la homeostasis vascular. Los receptores
de

denominadas Tie. La activacion de Tie-2 media las

las Ang son proteinas transmembranales

funciones de las Ang, mientras que Tie-1 modula la
actividad de Tie-2.

La Ang-1 estimula la supervivencia de células
endoteliales, la maduracién y estabilidad vascular. Por
lado,

otro la Ang-2 tiene funciones pro o anti-
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angiogénicas en diferentes entornos de acuerdo a las
concentraciones de VEGF-A. A altas concentraciones
promueve la angiogénesis y a baja concentracion

induce apoptosis (28).

Factor inducible por

hipoxia-1

El HIF-1 es un factor de transcripcién que regula genes
gue responden a la hipoxia. Regula la adaptacién celular
a la hipoxia, la eritropoyesis e interviene en la
supervivencia celular, la migracién, apoptosis y el
metabolismo de la glucosa. Activa la transcripcion de
genes que codifican para VEGF o las Ang favoreciendo

la angiogénesis (28) .

Tipos de vasos sanguineos

Los vasos sanguineos tienen capas de diferente composicion y grosor. El endotelio

y el tejido conectivo elastico constituyen la tunica intima, la capa mas interna de los

vasos sanguineos. La tunica media esta conformada por musculo liso, tejido elastico

y conectivo. La capa mas externa, es la tinica adventicia esta formada por fibras de

tejido conectivo y una lamina eléstica (29,30).

a. Arterias. Estan compuestas por una gruesa capa de musculo liso y gran

cantidad de tejido elastico y fibroso. Su funcién es propulsar y distribuir la

sangre desde el corazén a otros tejidos, por lo que también se les conoce

como vasos de conduccion (29,30).

b. Arteriolas. Es una arteria muy pequefia, tienen una tlnica interna delgada y

una tdnica media formada por una o dos capas de musculo liso. Son

conocidos como vasos de resistencia, porque su funcion es regular el flujo

sanguineo mediante la regulacion de la resistencia (oposicion al flujo

sanguineo) (29).
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c. Capilares. Son los vasos sanguineos mas pequefios y conectan el flujo
arterial con el retorno venoso. Sus paredes Unicamente estdn compuestas
por una unica capa de endotelio y una membrana basal, por lo que permiten
el intercambio de sustancias entre la sangre y el liquido intersticial (29).

d. Vénulas. Se encargan de drenar la sangre de los capilares y comienzan el
retorno de la sangre al corazén (29,30).

e. Venas. La tunica interna es delgada, y la tunica media tiene poca cantidad
de musculo liso y fibras elasticas, pero cuenta con una tlnica externa muy
gruesa conformada por fibras de coldgenas. Se conocen como vasos de
capacitancia, porque contienen el mayor volumen de sangre. Se distienden
los suficiente para adaptarse a las variaciones de volumen y presion, pero a

diferencia de las arterias no soportan grandes presiones (29).

La disfuncidon endotelial

El endotelio produce y libera de forma sumamente regulada una gran variedad de
moléculas que actlan de manera autocrina, paracrina y endocrina que lo mantienen
en un estado “inactivo” o “activo” segun lo requiera. En condiciones fisiologicas el
endotelio inactivo se caracteriza por un fenotipo antitrombdtico, antiinflamatorio,
antioxidante y anti proliferativo (7,13). Sin embargo, ante estimulos inflamatorios el
endotelio se activa y cambia completamente su fenotipo a uno protrombético,
proinflamatorio, proliferativo y vasoconstrictor como parte de un mecanismo
protector. Esta proteccion fisioldgica se pierde cuando la presencia del estimulo
estresante es repetitiva y prolongada dando como resultado la disfuncion endotelial
(31). La disfuncion endotelial es la alteracion del fenotipo endotelial caracterizado
principalmente por una biodisponibilidad reducida de NO, aumento de ROS,
aumento de factores protromboéticos, proinflamatorios y un aumento en la
vasoconstriccion (17,31). Estos cambios en el endotelio contribuyen al desarrollo de
la aterosclerosis, las enfermedades cardiovasculares y por ende a un mayor riesgo

de trombosis (7).
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Los factores que causan la disfuncion endotelial son numerosos entre los que se
puede mencionar la hiperglucemia, la hipertrigliceridemia, altos niveles de LDL
(lipoproteina de baja densidad), el sindrome metabdlico, enfermedades
autoinmunes, farmacos o infecciones por bacterias, hongos y virus como
recientemente el SARS-CoV-2. Aunado a factores de riesgo como el
envejecimiento, el tabaquismo, la inactividad fisica, dietas no saludables, el estrés,
falta de suefio o la exposicion a contaminantes (7,13). Estos factores segun su
gravedad o duracion propician la disfuncion endotelial a través de diferentes
mecanismos (32).

Mecanismos de disfuncion endotelial

Los mecanismos principales de la disfuncién endotelial son el aumento del estrés
oxidativo y el aumento de factores inflamatorios (figura 3). Estos factores tienen
una fuerte relacion entre si, de tal forma, que el aumento de uno potencia al otro,
constituyendo un circulo vicioso, en donde la consecuencia principal es la
biodisponibilidad reducida del NO (17).

Las CEs en condiciones normales generan bajas concentraciones de ROS como el
superoxido(O2), el peroxido de hidrégeno (H202) o radicales hidroxilos (OH") que
fungen como segundos mensajeros en las células. Sin embargo, cuando los
mecanismos antioxidantes de las células se ven superados por la cantidad de ROS
se inicia el proceso de disfuncion endotelial (20,33).

El NO, que es una de las moléculas méas esenciales de las CEs es especialmente
afectado por el aumento de ROS. El anién Oz reacciona con el NO de las CEs para
producir peroxinitrito (ONOQO"), una especie reactiva de nitrégeno, esta reaccion
tiene como consecuencia un aumento en la degradacién del NO. Ademas, los
niveles altos de los ROS perjudican a otras moléculas como los lipidos, proteinas y
al ADN (acido desoxirribonucleico) (17,31).

El peroxinitrito también disminuye la produccion de NO al oxidar a la
tetrahidrobiopterina (BHa4), un cofactor de la enzima eNOS, lo que resulta en su
desacoplamiento y en un aumento en las concentraciones de Oz y ONOO™ lo que

perpetla el estrés oxidativo y el dafio en las CEs (20).
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La inflamacion también tiene un impacto importante en la reduccion del NO. El factor
de necrosis tumoral a (TNF-a) es una citocina inflamatoria que influye en la
biodisponibilidad del NO por varios procesos. Se ha observado que el TNF-a
desestabiliza el ARNm (ARN mensajero) de la eNOS, lo que lleva a una menor
produccion de NO. También impide la degradacion de ADMA (dimetilarginina
asimétrica), un inhibidor endégeno del NO (17,34).

La concentracion aumentada de las ROS en las CEs también esta influenciada
positivamente por citocinas inflamatorias como el TNF-a, ya que aceleran la
actividad de las enzimas NADPH (NOX) que son fuentes importantes de ROS (34).
Las mitocondrias de las CES también se ven afectadas y contribuyen a la disfuncion
endotelial ya que son la principal fuente de ROS (17).

La activacién de estos mecanismos tiene otras consecuencias como la pérdida de
antioxidantes, desequilibrio de factores de crecimiento, la reduccion de progenitores

endoteliales, la disfuncién de los teldmeros o la senescencia de las CEs (7,32).
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Figura 3. Mecanismos de disfuncion endotelial. Se muestran los factores que causan disfuncién
endotelial y su efecto sobre las CEs. COVID-19: enfermedad por coronavirus. ROS: especies
reactivas de oxigeno. CFCEs: células formadoras de colonias endoteliales. NO: 6xido nitrico.
Imagen tomada y modificada de Gallo G, et al (7). Creado en BioRender.com
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Fenotipo del endotelio disfuncional

La inflamacién favorece la expresion de moléculas de adhesion que no se suelen
expresar en el endotelio sano, como la E-selectina (CD62e), la molécula de
adhesion celular vascular (VCAM-1/CD106), la molécula de adhesion intercelular 1
(ICAM-1/CD54) y la molécula de adhesion endotelial-plaquetaria (PECAM-1/CD31)
que permiten la extravasacion o diapédesis de los leucocitos (figura 4). Las CEs
disfuncionales también liberan citocinas inflamatorias y quimiocinas que facilitan el
reclutamiento de mas células inmunitarias como la IL-8 (interleucina 8) o el factor
quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) y 3 (MCP-3) (13).

Las uniones que regulan la funcion de barrera del endotelio sano también son
perjudicadas por mediadores inflamatorios que las desensamblan, lo que aumenta
la permeabilidad celular y la entrada de leucocitos y otras moléculas (13).

Los niveles reducidos de vasodilatadores y de antitrombéticos como la PGI2 y el
NO del endotelio disfuncional permiten la vasoconstriccion y la activacion de las
plaguetas con la consecuente formacion de trombos.

El estado inflamatorio al mismo tiempo induce la coagulacién al liberar el factor de
von Willebrand (FVW) y P-selectina contenidos en los cuerpos de Weibel Palade
(WPB) de las CEs y las plaquetas, lo que aumenta mas la adhesion plaquetaria
(13,35).

Ademas, las CEs disfuncionales expresan FT que activa al factor VII de la
coagulacion. El exceso de trombina no puede ser controlado porque el endotelio
disfuncional no sintetiza adecuadamente a sus inhibidores como la TM (13,35).
Todos estos mecanismos que inicialmente tenian como finalidad proteger a los
vasos sanguineos ante el dafio, dan lugar a la inflamacion crénica y un mayor riesgo
de trombosis (13).
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Figura 4. Fenotipo del endotelio sano y disfuncional. En el lado izquierdo se muestra el endotelio
sano o inactivo caracterizado por expresar moléculas que bloguean la formacion de coagulos y del
lado derecho el endotelio activado que expresa moléculas de adhesion, libera citocinas y promueve
la coagulaciéon .TM: trombomodulina. EPCR: receptor para la proteina C endotelial. TFPI: inhibidor
de la via del factor tisular. CD39: ectonucledsido trifosfato difosfohidrolasa-1. CD73: Ecto 5'-
nucleotidasa. PAR: receptores activados por proteasas. WPB: cuerpos de Weibel Palade. FVW:
factor de von Willebrand. Angpt-2: angiopoyetina 2. TNFR:.receptor de factor de necrosis
tumoral. TNF- a: factor de necrosis tumoral alfa. TF: factor tisular. PAMPs: patrones moleculares
asociados a patégenos. DAMPs: patrones moleculares asociados al dafio .PAI-1: inhibidor del
activador del plasminégeno tipo 1.IL-1(3: interleucina 1 beta.lL-1R: receptor de la interleucina .
Imagen tomada y modificada de Colling ME, et al (35). Creado en https://BioRender.com

Latrombosis

La trombosis es la obstruccién del flujo sanguineo debido a la formaciéon de un
coagulo patolégico denominado trombo que se forma en un sitio y tiempo
inadecuado, ademas de que su crecimiento y resolucion no es controlada resultando
en la isquemia y necrosis de los tejidos. Cuando un trombo se desprende de su

lugar de origen se denomina émbolo (36,37).
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La trombosis es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad
prevenibles en México y en el resto del mundo. Las causas que la originan son
multifactoriales, sin embargo, los elementos que la predisponen se agrupan en la
triada de Virchow conformada por la alteracion en el flujo sanguineo, la lesién
endotelial y la hipercoagulabilidad (36,37).

Formacién de un trombo

La hemostasia es el mecanismo fisioldgico encargado de evitar la pérdida de sangre
cuando los vasos sanguineos son lesionados mediante la formacion de coagulos y
su posterior degradacion. Ademas, en vasos sanguineos sanos se encarga de
mantener a la sangre liquida para que se puedan desechar productos del
metabolismo, transportar oxigeno y nutrientes en todas las células del cuerpo (36).
La hemostasia involucra la interaccion de proteinas de la coagulacién, las plaquetas
y las CEs para mantener un equilibrio pro y anticoagulante. La alteracion de
cualquiera de estos mecanismos hacia un estado procoagulante favorece la
trombosis (38).

Existen 2 mecanismos principales que median la formaciébn de coagulos
dependiendo del dafio vascular o la estructura del vaso. Uno estd mediado por el
colageno y otro por el FT (38).

En el primero, se produce dafio en la capa de las CEs lo que expone al colageno
subendotelial. Las plaquetas interactian con el colageno y el FVYW a través de las
glicoproteinas GPVI (glicoproteina VI) y GPIb/V/IX, proceso conocido como
adhesién plaquetaria. Las uniones anteriores activan a las plaquetas y a las CEs
para gue secreten mas sustancias procoagulantes como el ADP, ATP, TXA2 o FvW,
esto tiene como finalidad amplificar la reclutacién y activacion plaguetaria. Las
plaquetas activadas tienen un cambio conformacional en la integrina aunfs del
receptor plaquetario GPIIb/llla que lo activa favoreciendo su unién al fibrinégeno, el
cual actia como una molécula puente en la unién de una plagueta con otra plaqueta
(36,38).

Por otro lado, el dafio tisular mas profundo conduce a la liberacion de FT que se

une al factor VIl y lo activa, formando el complejo FT/FVlla que, a su vez activa al
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factor X y al factor IX. Posteriormente el FXa (factor X activado) activa al FV (factor
V) formando un complejo protrombinasa que transforma a la protrombina en
trombina (Flla). La trombina transforma el fibrinbgeno en fibrina y se genera un
coagulo mas estable. ElI Flla genera mas FV que amplifica la actividad
protrombinasa. De igual forma activa al FVIIl, que funciona como un cofactor del
FIXa que activara a mas FXa. El Flla también convierte el FXI en FXla. El FXla
genera mas FlXa. Posteriormente se forma un complejo “ten asa” conformado por
el FIXa/Vllla/Ca2+ que genera la mayor cantidad de FXa. El FXa se une al FVay al
Ca?* que juntos generan una enorme cantidad de trombina que transforma el
fibrinbgeno en fibrina (36,38).

La hemostasia es un proceso altamente regulado que mantiene los coagulos en el
sitio de dafio y evita que crezcan lo suficiente como para obstruir la luz vascular. El
endotelio es el principal componente que lleva a cabo estas funciones al mantener
el equilibrio entre factores pro- y anticoagulantes por medio de la sintesis de PGI2,
NO, TM, TFPI y el t-PA que limitan la progresion de la hemostasia al sitio de lesion
(36).

Tipos de trombosis

Se clasifica la trombosis como venosa o arterial segun la localizacion del trombo. La
trombosis arterial (TA) se desencadena en la mayoria de los casos por la ruptura de
placas ateroscleréticas lo que conduce a la formacion de trombos “blancos” ricos en
plaquetas y suele darse en sitios donde el flujo de cizallamiento es elevado como
en zonas con bifurcaciones. La oclusion total del flujo sanguineo por los trombos
arteriales y conforme a su ubicacion puede dar lugar al infarto agudo al miocardio
(IAM) o al accidente cerebrovascular (38,39).

La trombosis venosa profunda (TVP) se presenta generalmente por un dafio en la
integridad del endotelio venoso o también cuando existe una disminucion del flujo
sanguineo, estos trombos se conforman principalmente por fibrina, eritrocitos y en
menor cantidad por plaguetas. La TVP suele ocurrir en las extremidades inferiores
y se pueden presentar sintomas como hinchazon, dolor, sensibilidad o

enrojecimiento en el sitio afectado. Los trombos venosos no suelen adherirse
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fuertemente a las CEs lo cual conduce a la formacién de émbolos que viajan por
toda la circulacion venosa hasta que quedan atrapados en los vasos de menor
calibre de los pulmones produciendo embolia pulmonar (EP), la TVP y la EP son
denominadas en conjunto como tromboembolia venosa (TEV) (38,39).

En general los factores de riesgo que predisponen a una TA o a TV son similares

como la obesidad, el cancer, cirugias, la inmovilizacion o las infecciones (39).

El SARS-CoV-2y su efecto en el endotelio vascular

A finales de 2019, en la ciudad de Wuhan en China se reportaron los primeros casos
de SARS-CoV-2, virus responsable de la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-
19). ElI COVID-19 se expandio rapidamente a otros paises, siendo declarado una
pandemia por la OMS en marzo de 2020 (40). A nivel mundial, los casos positivos
confirmados de COVID-19 a la fecha rebasan los 600 millones y el nimero de

muertes asciende a 6 millones.

Caracteristicas del SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 pertenece al grupo $ de los coronavirus de la familia Coronaviridae
y se caracteriza por tener un genoma de ARN monocatenario de sentido positivo
con 30 mil nucledtidos, que codifica para proteinas no estructurales y estructurales.
La céapside viral esta conformada por las proteinas estructurales que incluyen 4
proteinas: 1) proteina N (nucleocapside) encargada de proteger el material genético
y la replicacion viral ; 2) la proteinas membrana (M) que proporciona estructura y
promueve el ensamblaje de las particulas virales; 3) la proteina envoltura (E)
participa en la produccion, maduracién y salida de los viriones de la célula huésped
y 4) la proteina S (spike o espicula) es una especie de llave que permite el ingreso
del virus a las células hospederas. Usando microscopia electronica, se observa una
estructura rodeada de espiculas (proteina S) que asemeja a una corona solar, de
donde deriva su nombre. Por otro lado, las proteinas no estructurales participan en

la replicacién y maduracion de proteinas (41,42).
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Origen del SARS-CoV-2

La evidencia genética sugiere que el SARS-CoV-2 es un virus de origen zoonatico.
Los murciélagos han sido considerados como los principales reservorios para el
virus, ya que se ha encontrado una similitud de hasta el 96% en la secuencia
gendmica del SARS-CoV-2 con el coronavirus “RaTG13” detectado en murciélagos
de China. Ademas del murciélago se han propuestos otros huéspedes silvestres
como el pangolin malayo, cuyos coronavirus tienen un dominio RBD casi idéntico al
del SARS-CoV-2. Sin embargo, se ha considerado que es poco probable que los
pangolines sean el reservorio principal para el virus, ya que, a diferencia de los
murciélagos que son portadores de los coronavirus de forma saludable, los
pangolines muestran signos clinicos, esto sugiere que lo mas probable es que
adquieren el virus después de infectarse por los huéspedes naturales, ademas la
secuencia gendmica del SARS-CoV-2 con los coronavirus del pangolin es del 90%.
Actualmente no hay evidencias que demuestran que los pangolines sean un
huésped intermediario (40,41).

También se ha propuesto que el SARS-CoV-2 evolucioné de la recombinacion de
ARN viral entre diferentes coronavirus relacionados. El origen del SARS-CoV-2 aln
es incierto y se desconoce si la transmision del virus a los humanos fue por un

huésped intermediario (40).

Receptores y patogénesis

La entrada del SARS-CoV-2 a las células hospederas inicia con la interaccion de la
proteina Spike con su receptor, la proteina ECA2 (enzima convertidora de
angiotensina 2), que es expresada por muchos tejidos, siendo abundante en
pulmones, tracto gastrointestinal, el corazon, el higado y las CEs de los vasos
sanguineos (42). La proteina S esta conformada por dos dominios, el dominio S1
gue contiene la region RBD que se une a la ECA2 y el dominio S2 que permite la
fusién de membranas. Cuando el virus se une a ECA2 el dominio S1 experimenta
un cambio conformacional que expone sitios de corte para proteasas presente en la

membrana, en particular de la proteasa transmembrana de serina 2 (TMPRSS2). La
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actividad de la proteasa permite la fusion de la membrana viral y la membrana
celular, causando la interiorizacion del virus por endocitosis (43). Una vez dentro,
el ARN del virus es traducido en los ribosomas. Las proteinas generadas son
ensambladas en el reticulo endoplasmético y en el aparato de Golgi. Finalmente,
los viriones formados abandonan la célula por exocitosis para infectar a otras células
(41).

Caracteristicas clinicas del COVID-19

Los sintomas del COVID-19 se observan aproximadamente 5 dias después de la
incubacion y suelen durar un promedio de 11,5 dias. Las manifestaciones clinicas
suelen variar con la edad y el estado del sistema inmunoldgico de los pacientes (42).
La mayoria de las personas experimentan una enfermedad leve a moderada o son
asintométicos y no tienen la necesidad de tratamiento especial. En cambio, las
personas mayores de 60 afios y las que tienen comorbilidades tienen mas
posibilidades de desarrollar una enfermedad respiratoria grave que requiere
hospitalizacion o incluso es causa de muerte. Los sintomas leves son la fiebre, fatiga
y tos seca. Los sintomas menos comunes incluyen dolor de cabeza, mareos,
diarrea, pérdida del gusto y/o olfato, y dificultad respiratoria (40,44).

El virus se transmite a través de particulas liquidas que expulsan las personas

infectadas cuando tosen, estornudan, hablan o respiran (40).

COVID-19 prolongado

Los sintomas del COVID-19 suelen durar entre 2 y 3 semanas en la mayoria de las
personas que contraen la enfermedad. Sin embargo, alrededor del 10% de los
pacientes refieren sintomas persistentes que no se resuelven después de muchas
semanas de transcurrida la infeccion por SARS-CoV-2 y que no estan justificados
por un diagndstico alternativo (5,45). Esta nueva condicion se ha denominado
COVID-19 prolongado, COVID-19 persistente o como secuelas post-agudas de
COVID-19 (PASC) y la OMS la define como la persistencia o el desarrollo de nuevos

sintomas 12 semanas después de la infeccién inicial por SARS-CoV-2 (4). Se
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estima que al menos 75 millones de personas en todo el mundo padecen de COVID-
19 prolongado (45).

El COVID-19 persistente se puede dividir en 2 etapas dependiendo de la duracion
de los sintomas: 1) COVID-19 post-agudo, se refiere a los sintomas que se
extienden mas alla de 3 semanas y hasta 12 semanas; y 2) COVID-19 cronico,
cuando los sintomas duran mas de 12 semanas (5).

Los factores de riesgo para el COVID-19 persistente incluyen la presencia de
comorbilidades como la obesidad, diabetes, hipertension, dislipidemia o
enfermedades cardiovasculares. El riesgo se incrementa en personas mayores de
50 afios y se ha demostrado que las mujeres tienen una mayor prevalencia que los
hombres. También suele estar asociada con grupos socioeconémicos
desfavorecidos. El nimero y tipo de sintomas en la infeccion inicial también estan
relacionados con el COVID-19 prolongado (5,46).

Las personas con COVID-19 prolongado tienen deterioro estructural y funcional en
multiples sistemas incluido el: respiratorio, cardiovascular, hematoldgico,
neurolégico, urinario o gastrointestinal; lo que afecta su capacidad para realizar
actividades diarias basicas. Los sintomas mas comunes son fatiga (47%), disnea
(32%), mialgia (25%), dolor en articulaciones (20%), dolor de cabeza (18%), tos
(18%), dolor de pecho (15%), anomalias olfativas (14%) y/o diarrea (6%) (47).

La disfuncion vascular persistente es comdn en pacientes convalecientes de
COVID-19 y puede ser causada por multiples mecanismos como la persistencia

viral, la inflamacion o la hipoxia crénicas, lo que predispone a la trombosis (5,47).

Fisiopatologia de las complicaciones tromboticas del COVID-19 prolongado

Se describen 3 posibles mecanismos relacionados entre si que pueden contribuir al
estado de hipercoagulabilidad en pacientes con COVID-19 persistente (figura 5): 1)
factores virales, 2) factores del huésped y 3) cambios estructurales principalmente

la disfuncién endotelial debida a la infeccidn inicial (5,46).
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1.Factores virales

a. Persistencia viral. Existe evidencia de que el SARS-CoV-2 puede persistir en
reservorios tisulares después de una infeccion. Por ejemplo, en el sistema
digestivo y el tracto urinario de pacientes con COVID-19 prolongado se ha
detectado ARNm viral y proteinas del SARS-CoV-2 meses después de la
infeccion por el virus. Las vesiculas extracelulares (VE), se han propuestos
como escondites que el virus utiliza para propagarse por medio del sistema
circulatorio a otros tejidos y 6rganos. Las VE son estructuras lipidicas que
son liberadas por la mayoria de las células como neutroéfilos, monocitos o las
CEs y que en su interior contienen ARNm, ADN, lipidos o proteinas (5,45).

b. Reactivacion de virus latentes. La infeccién por COVID-19 debilita el sistema
inmune de las personas lo que permite que se reactiven virus que
permanecian latentes como el virus de Epstein-Barr y el virus de la hepatitis
C (5,45).

2. Factores del huésped

a. Inflamacion crénica y desregulacion inmunoldgica. Después de la infeccion
por el SARS-CoV-2, el sistema inmune no es capaz de regresar a su estado
“‘normal” debido a la persistencia viral o incluso a cambios estructurales
causados por el virus. En el COVID-19 prolongado existe un aumento de
citocinas, interleucinas y quimiocinas (tormenta de citocinas) que conducen
a una condicion hiperinflamatoria que promueven la activacion de la
coagulacion al estimular a las CEs, a las plaquetas y a otras células de
sistema inmune (5,45,47).

b. Autoinmunidad. Los anticuerpos antifosfolipidos se han detectado en
muestras de suero de pacientes hospitalizados por COVID-19. Estos
anticuerpos promueven la trombosis al activar a las CEs, las plaquetas y a

los neutréfilos (47).
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3. Cambios estructurales

a. Lainfeccion inicial aguda por COVID-19 causa dafios graves en los tejidos y
organos, principalmente dafio endotelial. Esto se ha demostrado en estudios
que han identificado biomarcadores de disfuncion endotelial en pacientes
después de COVID-19 como concentraciones aumentadas de FvW, factor
VIII, trombomodulina o de CFCEs (46). La infeccion por el virus causa un
estado inflamatorio que aumenta la produccidén de ROS, disminucién de NO
y aumento de angiotensina Il lo que probablemente cause un estado de
hipoxia cronica en los pacientes. La hipoxia resultante aumenta aun mas la
inflamacion lo que implica cambios en la estructura del pulmoén, cambios en
la rigidez de las células sanguineas, etc. (45). Estos Cambios estructurales
también se han demostrado en autopsias de pulmén de las personas
fallecidas por COVID-19 (5).
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Figura 5. Fisiopatologia del COVID prolongado. ACE2: enzima convertidora de angiotensina 2.
SARS-CoV-2: coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo severo. TNF-a: factor de necrosis
tumoral alfa.IL-6: interleucina 6. ROS: especies reactivas de oxigeno.Ang: angiotensina. NO: 6xido
nitrico. AT1R: receptor de angiotensina Il tipo 1. TMPRSS2= Proteasa transmembrana de serina
2.ADAM17: desintegrina y metaloproteasa 17.NF-kB: factor nuclear kappa B. Imagen tomada y
modificada de Santoro L, et al (45). Creado en https://BioRender.com

Vacunas contra el SARS-CoV-2y el COVID-19 prolongado

Las vacunas contra el SARS-CoV-2 desde que se comenzaron a aplicar a finales
del 2020, han ayudado a evitar el fallecimiento y la hospitalizacion de millones de
personas en todo el mundo. La OMS ha aprobado 10 vacunas contra el COVID-19
para uso mundial que se pueden dividir en 4 diferentes tipos: 1) vacunas de virus
inactivados, 2) vacunas de ARNm, 3) vacunas basadas en vectores de adenovirus
y 4) vacunas proteicas adyuvantes (48).

La relacion que existe entre la vacunacion y el desarrollo de sintomas de COVID-19

prolongado es poco clara y contradictoria. Esto debido a que se han reportado
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estudios en donde se demuestra que las vacunas reducen la probabilidad de
desarrollar COVID-19 prolongado, y en otras investigaciones, se reporta lo contrario,
es decir, la vacunacion no tiene un efecto protector ante el COVID-19 prolongado
(5).

Otro tema de intenso debate con relacion a las vacunas contra el COVID-19 es que
se han reportado efectos adversos después de la vacunacion, en particular, la
trombosis que pueden confundirse con el COVID-19 prolongado (5,48). Los
sintomas adversos mas frecuentes que se han reportado de las vacunas contra el
COVID-19 son de leves a moderados como la fatiga, fiebre, escalofrios, dolor
muscular o dolor de cabeza que suele durar pocos dias en la mayoria de las
personas. Los efectos secundarios mas graves que se han reportado de la
vacunaciéon contra el COVID-19 incluyen miocarditis, pericarditis, reacciones
anafilacticas y la trombosis (48). La trombocitopenia trombética inmunitaria inducida
por la vacuna (TTIV) es un efecto adverso protrombdtico de la vacuna contra el
SARS-CoV-2. La TTIV es causada por anticuerpos anti factor plaquetario 4
activador de plaquetas (PF4) que son inducidos por vacunas contra el COVID-19
basadas en vectores de adenovirus como la vacuna de ChAdOX1 nCOV-19 de
Oxford-AstraZeneca, Ad26.COV2.S de Johnson & Johnson y Sputnik-V del Instituto
de Investigacion de Epidemiologia y Microbiologia Gamaleya en Rusia (49,50). La
TTIV se presenta de 3 a 48 dias después de la aplicacion de la vacuna y los sitios
de la trombosis son normalmente atipicos como el seno venoso cerebral o las venas
esplacnicas, sin embargo, también se han reportado casos de EP y TVP en
extremidades inferiores (50).

A pesar de los efectos adversos de las vacunas contra el COVID-19, sus beneficios
son superiores por mucho. Sin embargo, las lesiones por vacunas es un tema que
debe estudiarse como cualquier otra enfermedad para el desarrollo de mejores

vacunas (5).
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Las células formadoras de colonias endoteliales (CFCES)

Las células progenitoras endoteliales (CPE) es una terminologia para describir un
subconjunto de células mononucleares (CMNs) CD34+ y VEGFR2+ que muestran
caracteristicas endoteliales (51). El cultivo de CMNs de SP (sangre periférica) da
lugar a dos poblaciones de CPE: las CPE tempranas y las CPE tardias (también
conocidas como CFCESs), ambas con marcadores celulares y funciones diferentes
(52).

Las CPE tempranas fueron nombradas y aisladas de SP por primera vez en 1997
por Asahara y sus colaboradores. Esta poblacién es de origen mielomonocitico y
comparte caracteristicas similares a las CEs como la expresion de marcadores
endoteliales, la produccion de NO y la liberacion de factores pro angiogénicos, sin
embargo, son incapaces de integrarse directamente como CEs en la formacion de
nuevos vasos sanguineos por lo que no son consideradas como precursores
verdaderos de CEs (8,51).

En cambio, las CFCEs, definidas como las verdaderas progenitoras endoteliales, es
una poblacion celular rara capaz dar lugar a células endoteliales y formar vasos
sanguineos. Las CFCEs son consideradas como verdaderas CPE porque cumplen
con 3 caracteristicas importantes: 1) tienen la capacidad de diferenciarse en células
con un fenotipo endotelial genuino; 2) tienen una alta capacidad proliferativa (una
sola célula pueda formar colonias de mas de 2000 células) y 3) forman estructuras
vasculares funcionales (8).

Esta nomenclatura ha generado una enorme ambigiiedad, por lo que se recomienda
denominar a las CPE tempranas y tardias como células angiogénicas mieloides
(MAC) y células formadoras de colonias endoteliales (CFCES) respectivamente
(8,51).

Existen varios parametros que permiten diferenciar a las CFCEs y a las MAC en
cultivo celular. En primer lugar, estan la caracterizacién de marcadores celulares,
las CFCEs expresan marcadores de células troncales CD34" y marcadores
endoteliales como CD31, VE-Cadherina (CD144), factor de von Willebrand (FvW),
VEGFR2 y carecen de marcadores leucocitarios como CD45 y CD14 que son

abundantes en las MAC (8,51). En segundo lugar esta la capacidad angiogénica,
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las CFCEs forman estructuras tubulares en Matrigel, mientras las MAC no lo hacen.
También las MAC suelen obtenerse a los 7 dias de cultivo, muestran poca
capacidad proliferativa y exhiben un fenotipo similar a macrofagos (51,52). Mientras
que las colonias de CFCEs (méas de 50 células/colonia) en cultivo celular suelen
detectarse mas tarde, por lo regular al dia 14 en adultos sanos con la caracteristica

area cobblestone (52).

Aislamiento y aplicaciones

Las CFCEs se pueden aislar del cordon umbilical con una frecuencia de 50 CFCEs
por 108 CMN y de sangre periférica de adultos con una frecuencia muy baja de 1
CFCE por 108-108 CMN de torrente sanguineo (9,51). A pesar de la baja cantidad
en SP y de otras limitaciones, estas representa una excelente poblacién celular para
la investigacion, ya que ofrecen varias ventajas como su obtencion por métodos no
invasivos (puncién venosa), alta proliferacion y ademas reflejan las anormalidades
estructurales y funcionales asociadas con las patologias después de su aislamiento
de SP, lo que las hace buenas candidatas para el estudio de la fisiopatologia de
enfermedades o como biomarcadores para enfermedades cardiovasculares
(10,53).

Origen y regeneracion vascular de las CFCEs

Las CFCEs y las MAC trabajan de manera colaborativa en la formacion de nuevos
vasos sanguineos. Las MAC actian primero ante la lesiébn endotelial liberando
factores pro-angiogénicos y citocinas que actlan de manera paracrina para el
reclutamiento de CFCEs de la circulacion o de su nicho vascular local. Las CFCEs
reclutadas migran al sitio lesionado para restaurar la integridad endotelial (figura 6).
El mecanismo exacto que moviliza a las CPE a los vasos dafiados y cOmo es que

ocurre el proceso de reparacion es aun desconocido (9).
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Figura 6. Mecanismo de reparacion de las CFCEs. ECFC: células formadoras de colonias
endoteliales. MAC: células angiogénicas mieloides. Imagen tomada y modificada de Banno K, et al
(9). Creado en https://BioRender.com

Planteamiento del problema

El COVID-19 a largo plazo es una enfermedad que afecta a millones de personas
en el mundo, y una cantidad representativa de los casos se ha descrito en aquellas
personas que desarrollaron una enfermedad leve. Una de las consecuencias del
SARS-CoV-2 a largo plazo, es su efecto sobre las células endoteliales, ya que se
ha reportado que influye negativamente en su funcionalidad y regulacién normal,
haciendo que adquieran un fenotipo protrombdético y proinflamatorio crénico, lo que
aumenta el riesgo de presentar trombosis y otras patologias en las personas que se
infectan por el virus. Por lo tanto, es importante estudiar la influencia que tiene el
virus sobre el endotelio y un modelo celular que ofrece esta utilidad son las CFCEs

que reflejan fielmente las caracteristicas del endotelio sano y disfuncional. Por lo
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que el objetivo del presente trabajo fue determinar la frecuencia, capacidad
proliferativa y de expansion de las CFCEs provenientes de pacientes con trombosis

de primera vez recuperados de COVID-19.

Pregunta de investigacion

¢Las CFCEs provenientes de pacientes con trombosis, como una consecuencia de

COVID-19 a largo plazo, presentan alteraciones en su capacidad proliferativa?

Objetivos
Objetivo general

e Determinar la capacidad proliferativa de las células formadoras de colonias
endoteliales (CFCES) de sujetos que presentaron un evento de trombosis
después de la recuperaciéon de COVID-19.

Objetivos especificos

e Seleccionar y reclutar pacientes con evento de trombosis posterior a
COVID-19.

e Obtener a partir de SP de pacientes con trombosis, células MNCs.

¢ Identificar colonias conformadas por CFCEs en cultivos de células MNCs.

e Determinar caracteristicas morfologicas y capacidad proliferativa de las
CFCEs gue conforman las colonias.

e Analizar la prevalencia de trombosis entre hombres y mujeres posterior a
COVID-19.
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Método

Poblacion de estudio

Para la poblacion del estudio se trabajo a conveniencia con los pacientes que

llegaron a la Unidad de Investigacion en un periodo de 6 meses y que cumplieron

con los criterios considerados en la presente propuesta.

Criterios de inclusion:

Pacientes hombres y mujeres mexicanos.

Sin enfermedades cronicas (diabetes, hipertensién, obesidad, cancer,
tabaquismo, o alguna enfermedad hematoldgica relacionada con la
coagulacion).

Edad entre18 y 50 afios.

Al menos haber padecido un evento de trombosis venosa o arterial.

Prueba confirmatoria de infeccion por SARS-CoV-2 (Reaccion en Cadena de
la Polimerasa, Transcriptasa Inversa (RT-PCR) y prueba de antigeno
(nasofaringea).

Pacientes recuperados de COVID-19 desde los primeros meses y hasta 36

meses (equivalente a 3 afos).

Criterios de exclusion:

Pacientes con enfermedades crénicas previas a la infeccién por SARS-CoV-
2 (diabetes, hipertension, obesidad, cancer, tabaquismo, o alguna
enfermedad hematologica relacionada con la coagulacién).

Mujeres embarazadas.

Que el donador o el paciente no firmen carta de consentimiento informado.

Criterios de eliminacion:

Volumen de sangre menor a 50 mL.

Muestras coaguladas durante el proceso.
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Técnicas, materiales o instrumentos

Obtencién de células mononucleares (CMNs). Previa firma de la carta de
consentimiento informado, a cada paciente o donador, se le tomaron 100 mL de SP
por venopuncion, utilizando jeringas de 20 mL con 500 pL de solucién de heparina
sédica [1000 Ul; HEP-TEC]. Posteriormente la SP se diluyo (2:3) con solucion
amortiguadora de fosfatos 1X (PBS; Thermo Fisher Scientific). La mezcla se coloco
en tubos de 50 mL con tapa de rosca a los cuales se les adicion6 previamente, 15
mL de Ficoll Paque (STEMCELL Technologies). La centrifugacién de los tubos ser
realizé a 2000 revoluciones por minuto (rpm) por 30 min, para obtener una banda
de células mononucleares (CMNSs). La fraccion de CMNs sera recuperé y lavé dos
veces con 10 mL de PBS 1X a una velocidad de centrifugacion de 2,000 rpm por 5
min. La viabilidad de las CMNs se realiz6 mediante exclusion con azul de tripano y
el conteo de las CMNSs por diluyente de Turk, en camara de Neubauer.

Cultivo de CMNSs. Las CMNs se resuspendieron en medio EGM-2 (EBM-2 (medio
basal para células endoteliales) con factores de crecimiento para endotelio; Lonza),
suplementado con suero fetal bovino al 10% (SFB; Cytiva) y 10Ul/mL de con
antibiético penicilina/estreptomicina (Gibco), anfotericina B (Gibco) y antibiotico-
antimicético (Gibco). Las células se sembraron en 2 placas de 6 pozos recubiertas
con anterioridad con colageno de humano tipo | (STEMCELL Technologies), con
una cantidad de 20,000,000 a 30,000,000 de CMNs en cada pozo y se incubaron a
37°C, una atmosfera saturada de humedad de 5% de CO: . El cambio de medio se
realizd cada 24 h los primeros 7 dias del cultivo y después cada tercer dia hasta
gue el cultivo cumplié un mes. Los cultivos celulares fueron monitoreados cada 3 o
4 dias hasta lograr identificar clusters o colonias conformadas de CFCEs hasta que
cumplieron 1 mes, utilizando un microscopio de contraste de fases (Olympus
CKX41). Durante el procedimiento se reportaron el dia de deteccion de la colonia,

su morfologia, nimero de colonias y capacidad proliferativa.
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Clonacién de CFCEs. Las colonias conformadas por CFCEs detectadas, se
mantuvieron en el plato de cultivo para evaluar su capacidad proliferativa,
manteniéndolas por aproximadamente 7 dias. Después de este tiempo, las colonias
fueron cosechadas con anillos clonacion, el cual fue adherido directamente en el
plato de cultivo con un silicobn donde se encuentra la colonia. Para disociarla se
utilizé una enzima tryPLE Express (Gibco) por 5 min a 37°C. Las células disociadas
se lavaron en solucion de PBS, centrifugadas a 2000 rpm durante 6 min. El boton
celular nuevamente se resuspendio con medio EGM-2 y se evalud la viabilidad
celular por exclusion con azul de tripano en camara de Neubauer. Las células se
sembraron en placas de cultivo previamente tratadas con colageno humano. Las
células fueron monitoreadas y dependiendo de su capacidad proliferativa se
hicieron cambios de medio con EGM-2 fresco hasta que lleguen a confluencia

celular.

Variables

Independientes

- Edad

- Sexo

- Tipo de trombosis (arterial o venosa)
- Evento de trombosis

- Vacunas contra el SARS-CoV-2

Dependientes
- Tiempo de recuperacion por COVID-19.
- Caracteristicas del cultivo de las CFCE como la morfologia, proliferacion, dia

de deteccion o cantidad de las colonias.
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Hipotesis

Las CFCEs provenientes de pacientes con trombosis posterior a la recuperacion de

COVID-19 presentan alteraciones en su morfologia y capacidad proliferativa.

Tipo de estudio

Se realizara un estudio observacional, retrospectivo parcial, transversal y

comparativo.

Procedimiento

El estudio se realizé a los pacientes que acudieron a la Unidad Médica de
Investigacion Médica en Trombosis, Hemostasia y Aterogénesis del Hospital
General Regional No. 1 “Dr. Carlos MacGregor Sanchez Navarro” del Instituto
Mexicano del Seguro Social. Primero se les explico el procedimiento y finalidad de
la investigacion, se les dio a firmar una carta de consentimiento informado a los
pacientes que decidan participar y se tom6 muestra sanguinea para cultivo celular
y estudios de laboratorio en el laboratorio clinico del hospital (Biometria hemética,
guimica sanguinea y tiempos de coagulacion). Se les realizé una encuesta para

conocer antecedentes clinicos de la enfermedad COVID-19 (Anexo 1).

Analisis estadistico

Se utilizo el Statistical Package for Social Sciences (SPSS) versién 22 para las
pruebas estadisticas. La comparacion estadistica entre sexos (hombre y mujer) de
las variables cualitativas se realiz0 por la prueba x2 para variables categoricas
nominales y la prueba de U de Mann Whitney para las variables ordinales.

La comparacién de variables numéricas entre sexos se realizo por t de Student para
muestras independientes, después de determinar que los datos tienen una

distribucion normal.
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La comparacién entre controles, pacientes con trombosis antes del COVID-19 y
después del COVID-19 se realizé por ANOVA o Kruskall Wallis dependiendo de si
la distribucion de los datos era 0 no normal. Los grupos en los que la comparacion

fue p<0.05 se considero diferente.

Resultados

Los resultados obtenidos se dividieron en dos secciones: en la primera se describen
los datos de los pacientes y en la segunda las caracteristicas del cultivo celular de
las CFCEs obtenidas.

Datos demograficos

El estudio se realiz6 de enero de 2023 a marzo de 2024, con algunos de los
pacientes que llegan a la Unidad de Investigacion Médica, siendo una Unidad de
referencia Institucional con alteraciones del sistema de la coagulacion (hemofilia o
trombofilia).

Se reclutaron y seleccionaron 35 pacientes previa firma de la carta de
consentimiento informado, con antecedentes de infeccion por SARS-CoV-2, que
desarrollaron una enfermedad COVID-19 leve-moderada y que no requirieron
ingreso hospitalario. De igual forma, se considero que tuvieran al menos un
esquema de vacunacion contra SARS-CoV-2 y posterior a la recuperacion,
padecieran un evento de TVP.

De acuerdo con los criterios de inclusién y eliminacion, se consideré trabajar con
s6lo 29 pacientes, de los cuales, el 55.2% (n=16) lo representan hombres y el 44.8%

(n=13) corresponde a las mujeres (Figura 7).
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Figura7.La TVP por COVID prolongado es indistinta en los hombres y mujeres. Se representa
el porcentaje del sexo de los pacientes recuperados de COVID-19 que desarrollaron al menos un
evento de trombosis después de contagiarse con el virus.

Los grupos de edad mas afectados se muestran en el siguiente histograma (Figura
8) conforme a su sexo. Las mujeres de entre 38 y 44 afios son el grupo de edad
MAas propenso a presentar trombosis, en comparacion con los hombres, donde el
grupo de edad mas afectado tiene entre 32 y 38 afios. No se encontraron diferencias
entre la edad y el sexo de los pacientes (p=0.848). La media de edad para hombres

y mujeres fue de 34 afos.
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Figura 8. Laprevalenciade TVP es en promedio alos 34 afios . La figura representa el porcentaje
de mujeres y hombres para cada grupo de edad. Se realiz6 la prueba t de Student para muestras
independientes, para determinar si hay diferencias entre la edad y sexo de los pacientes. Los grupos
en los que la comparacién fue p<0.05 se consideré diferente. Para mujeres se encontré una media
de 34.23 + 8.36 y para hombres una media de 34.75 * 6.08 respectivamente.

La figura 9 muestra el tipo de trombosis que presentaron los pacientes. El 84.6%
(n=11) de las mujeres y el 81.3% (n=13) de los hombres presentaron TVP, lo que la
convierte en el tipo de trombosis mas comun para ambos sexos. La TA se presenta
en menor medida con un 7.70% (n=1) y 12.50% (n=2) para mujeres y hombres
respectivamente. La TA y TVP simultanea también es un caso menos frecuente
para ambos sexos (mujeres 7.70%, hombres 6.30%). No se encontré una relaciéon

entre el tipo de trombosis y el sexo (p=0.909).

42



(]
o

80 m Mujeres
Hombres
70
@ 60
L
c
.2 50
o
©
2 40
)
o
¥ 30
20
10
0 I I
TVP TA TVP-TA

Figura 9. La TVP como secuela del COVID-19 a largo plazo es la més frecuente. La figura indica
la frecuencia relativa del tipo de trombosis que presentaron hombres y mujeres. Se realiz6 una
prueba de X2 para determinar si existe asociacion entre el sexo y el tipo de trombosis, se considerd
p<0.05 como asociacion entre variables. TVP=trombosis venosa profunda, TA= trombosis arterial,
TVP-TA=trombosis venosa profunda y trombosis arterial.

Se obtuvo el numero de eventos de TVP que presentaron los pacientes. Para
hombres (62.5%) y mujeres (84.6%) predomina un Unico evento trombotico después
de la infeccién con SARS-CoV-2 (Figura 10). Durante el COVID-19 persistente los
sintomas pueden persistir, por lo que, en menor proporcion, se registraron pacientes
con mas de un episodio de TVP. Se obtuvo que el 12.5% (n=2) de los hombres y
el 0% de las mujeres han tenido Unicamente 2 eventos de TVP y el 12.5%(n=2) de

los hombres y el 7.69% (n=1) de las mujeres han tenido 3 eventos de TVP.
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Figura 10. Los pacientes de COVID-19 persistente tienen como secuela al menos un evento
de TVP. La gréafica muestra el porcentaje de mujeres y hombres que han tenido 1, 2 y 3 eventos de
TVP. Para determinar si hay asociacion entre el numero de eventos de TVP y sexo se usd la prueba
X2, donde se consideré una p<0.05 como diferente. EI nimero de eventos de TVP no es diferente
entre sexos (p=0.488).

La OMS determiné que para ser considerada la enfermedad de COVID-19 a largo
plazo o COVID-19 largo, es que hasta tres meses sean persistentes algunos de
sintomas generados durante la infeccion del SARS-CoV-2. Para lo cual, a los
pacientes se les realiz6 una encuesta en la que se incluy6é fecha de infeccion
confirmada por prueba nosafaringea y otras por RT-PCR. Posteriormente la fecha
del evento trombotico. Para lo cual cabe enfatizar que los pacientes son adultos
jovenes con un estilo de vida saludable y sin comorbilidades y que el cuadro clinico
fue leve-moderado y no requirieron atencion hospitalaria. De acuerdo a lo anterior,
se encontrd que la media para hombres y mujeres es de 15 meses, es decir, 1 afio
y 3 meses después de haber sido diagnosticados con COVID-19, los pacientes

empezaron a presentar al menos un evento de trombosis (Figura 11).
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Figural1l.La TVP por COVID-19 prolongado se presenta aproximadamente 15 meses después
de la recuperacién de la enfermedad. La grafica representa el tiempo promedio en meses a los
cudles los pacientes presentan la trombosis después de haberse infectado de SARS-CoV-2. Se
realizé la prueba t de Student para muestras independientes, para determinar si hay diferencias en
el tiempo que se dan los eventos trombéticos para hombres y mujeres. Los grupos en los que la
comparacion fue p<0.05 se considerd diferente. Se encontré una significancia de 0.960, por tanto,
ambos grupos son similares. La media para mujeres es de 15.54 con una desviacion estandar (DE)
de 9.78 y para hombres la media fue de 15.77 con una DE= 10.43.

Con respecto al esquema de vacunacion para contra el SARS-CoV-2, se encontrd
que la mayoria de los pacientes de este estudio tienen 3 vacunas aplicadas (tabla
2). En menor proporcion estan los pacientes que no tienen ninguna vacuna

(mujeres=0%, hombres=12.5%) y los que tienen mas de 3 dosis (mujeres=15.38%,
hombres=0%)).

Mujeres Hombres
NUumero de dosis N % N %
Sin vacuna 0 0 2 13
1 1 8 2 13
2 2 15 2 13
3 8 62 10 63
4 2 15 0 0

Tabla 2. Niamero de dosis aplicadas de vacunas contra el SARS-CoV-2 en hombres y
mujeres. N=numero.
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Laboratorio Resultado Valor de referencia
Colesterol VLDL (mg/dL) 27.57 +16.04 2a30
Glucosa (mg/dL) 88.06 £ 17.35 74 a 115
Urea (mg/dL) 34.71+£21.15 14 a50
Creatinina (mg/dL) 1.55+2.72 0.5al1l5
Colesterol total (mg/dL) 150.63 + 28.12 50 a 200
Triglicéridos (mg/dL) 137.86 + 80.2 50 a 150
HDL Colesterol (mg/dL) 46.24 £ 14.95 65a0
Colesterol LDL (mg/dL) 76.83 + 27.16 75a193
Aspartato aminotransferasa (U/L) 19.65 + 6.52 13a40
Alanina aminotransferasa (ALT/TGP) (U/L) 22.16 +12.64 7a4l
Deshidrogenasa lactica (DHL) (U/L) 200.14 + 55.06 135a214
Fosfatasa alcalina (U/L) 102.56 + 37.85 40 a 129
Gamma Glutamiltransferasa (GGT) (U/L) 39.94 + 34.34 8 a 65
Bilirrubina total (mg/dL) 0.65 + 0.55 0.10a1.20
Bilirrubina directa (mg/dL) 0.21 +0.15 0.00a0.20
Bilirrubina indirecta (mg/dL) 0.45 + 0.40 0.10a0.80
Proteinas totales (mg/dL) 6.97 + 0.68 6.6a8.7
Albumina 4.16 + 0.62 4.0a5.0
Globulinas (g/dL) 2.72 £0.45 23a35
Rel A/G (g/dL) 1.53+0.38 12a1l.9
Eritrocitos (x10° plL) 5.20 £ 0.83 4.59 a 6.50
Hemoglobina (g/dL) 145+ 2.96 13.8a16.7
Hematocrito (%) 43.92 +7.28 40.5a52.0
MCV (fL) 84.91 +8.85 80.4a97.0
MCH (pg) 27.98 £ 4.08 25.6 a31.8
MCHC (g/dL) 32.82 £1.90 32.0a36.0
RDW-CV (%) 15.74 £ 4.07 15.6 a18.5
Plaguetas (x103 pL) 291.94 + 99.95 150 a 450
MPV 10.37 £ 0.97 71al1l16
Leucocitos (x10% pL) 6.66 + 1.84 4.8a10.0
Neutrofilos % 62.36 + 7.77 44.0 a 63.9
Linfocitos % 27.16 £ 7.07 24.0a42.0
Monocitos % 7434222 5.8a9.6
Eosindfilos % 221+1.75 1.0a43
Basdfilos % 0.54 £ 0.22 00a1l13
VSG (mm/h) 14.40 £ 8.23 0.0a20.0
TP (seq) 13.92 £ 1.03 12.2a149
INR 1.08 £ 0.08 0.80al.2
TTPa (seg) 29.41+2.29 25a35

Tabla 3. Laboratorios clinicos. Los resultados se expresan como media + desviacion estandar.
VLDL: lipoproteina de muy baja densidad. HDL: lipoproteina de alta densidad. LDL: lipoproteina de
baja densidad. ALT/TGP: alanina aminotransferasa o transaminasa pirlvica. DHL:deshidrogenasa
lactica. GGT: gamma glutamil transferasa MCV: volumen corpuscular medio. MCH: hemoglobina
corpuscular media. MCHC: concentracién de hemoglobina corpuscular media. RDW-CV: Ancho de
distribucion de glébulos rojos-desviacion estandar. MPV: Volumen plaquetario medio. VSG: volumen
corpuscular medio. INR: indice internacional normalizado. TP: tiempo de protrombina. TTPa: tiempo
de tromboplastina parcial activado. mg: miligramos. L: litros. dL: decilitros. pL: microlitros. fL: femto
litros. Seg: segundos. h: hora. mm:milimetros.
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En la tabla 3 se muestran los resultados de los laboratorios clinicos de los sujetos
de estudio. La mayoria de los resultados se encuentran dentro de los rangos

normales, no se obtuvo ningun laboratorio que indicara un riesgo alto de trombosis.

Caracteristicas del cultivo celular de las CFCEs

Para determinar si el SARS-CoV-2 esta relacionado o representa un factor de riesgo
para desarrollar trombosis en personas infectadas por el virus, se consideré un
estudio que se realiz6 en los primeros meses del inicio de la pandemia en nuestro
laboratorio y se detectaron alteraciones morfolégicas en las colonias conformadas
por CFCEs lo cual en su momento determiné que dichas alteraciones estaban
directamente relacionadas con la capacidad angiogénica y proliferativa datos que
estan directamente relacionados con disfuncién endotelial y factor de riesgo para
posibles eventos tromboticos.

Se realiz6 el cultivo de células mononucleares para determinar la presencia de las
colonias de CFCEs en los pacientes e identificar diferencias entre los mismos y
compararlos con controlesy pacientes con trombosis recurrente de datos
recopilados en nuestro laboratorio antes de la pandemia.

Del total de los 29 pacientes considerados para el estudio, en 18 se identificaron
colonias de CFCEs, lo que representa mas del 50% (Figura 12A). La tasa de
deteccién de colonias mas alta corresponde a los hombres con un 68.8% (n=11) y
para las mujeres fue del 53.8% (n=7). Los clusteres detectados correspondieron a
menos del 50% (Figura 12B) y son el tipo de observacion que se detecté con menos
frecuencia en los cultivos, solamente en el 6.25% (n=1) de los hombres y en el
15.4% (n=2) de las mujeres. El monitoreo a lo largo de los dias de las CFCEs que
conformaban los clusteres, se observdé una proliferacion baja, ademas de
caracteristicas de células senescentes y posterior muerte celular lo que impidié que
las células pudieran formar una colonia. La no deteccion de clusteres y colonias en
los 30 dias que se mantuvo el cultivo fue del 25% (n=4) y 30.8% (n=4) de los

hombres y mujeres respectivamente. (Figura 13).
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A B
Figura 12. Diferencias entre colonias y clisteres conformados por CFCEs . La figura muestra
una imagen representativa de un colonia (>50 células) de CFCEs (A) y un cluster (<50 células) de
CFCEs (B) identificados durante el cultivo de las CMNs de los pacientes con COVID-19 prolongado.
La flecha indica monocitos. Fotografia tomada con microscopio de contraste de fases, Olympus
CKX41, objetivo 4x.
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Figura 13. Las colonias de las CFCEs predominaron en los cultivos de los pacientes con TVP
por COVID-19 prolongado. En la grafica se describen la frecuencia relativa de la identificacion de
colonias, clusteres o ninguno de los dos anteriores en los cultivos de CMNs de los pacientes durante
un periodo de 30 dias. Se realizo la prueba de X2 para determinar si hay asociacién entre las
observaciones de los cultivos y el sexo. Se considerd una p<0.05 como diferente.

En cuanto a la proliferacion (Figura 15), para su evaluacion solamente se
consideraron a los pacientes en los que se detectaron colonias de CFCEs (n=18, 7
son mujeres y 11 son hombres). La proliferacion se clasifico en 3 grados de acuerdo
con el numero de pasajes y la morfologia de las células. Se obtuvo que el grado de
proliferacion mas frecuente entre los pacientes con TVP post COVID-19 fue la

senescencia, en la cual las células se caracterizan por tener una morfologia mas
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alargada, “de huevo estrellado” o la formacion de multiples vacuolas (Figura
14C). La tasa de senescencia mas alta corresponde a los hombres con un 43.8%
(n=7) mientras que para las mujeres fue del 15.4% (n=2). Curiosamente el segundo
grado de proliferacion mas frecuente es de tipo “alta”, son aquellas colonias en las
cuales las CFCEs se encuentran muy unidas entre si con la particular area
Cobblestone o de empedrado (Figura 14A); el 18.8% de los hombres y el 15.4% de
las mujeres presentaron este tipo de proliferacion y morfologia. En menor
prevalencia se encuentra la proliferacion baja (Figura 14B), CFCEs que se
caracterizan por ser mas agrandadas y tener poca union entre ellas; este grado de
proliferacion predomina en mujeres con el 23.1%, en comparacion, con el 6.25% de
los hombres. La prueba de U de Mann-Whitney indica que no hay diferencias entre

los sexos y los grados de proliferacion (p=0.325).

Figura 14. La senescencia celular es mas frecuente en los pacientes con TVP por COVID-19
prolongado. A) Las flechas discontinuas muestran células con proliferacion alta, alcanzan la
confluencia y se observa el area Cobblestone; B) células con baja interaccién entre ellas y con
morfologia senescente y C) las flechas continuas muestran una célula senescente. Figura
representativa de la capacidad proliferativa de los cultivos de CMNs de los pacientes con COVID-
19 prolongado. Imagen tomada con microscopio Olympus CKX41, objetivo 4x.
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Figura 15. La capacidad proliferativa de las CFCEs no se mantiene a largo plazo en los
pacientes con TVP por COVID-19 prolongado. La figura muestra la capacidad proliferativa de las
colonias de las CFCEs detectadas en los pacientes. Una proliferacién alta corresponde a un cultivo
en el que las células se cosecharon hasta un pasaje o resiembra 3 (R3); una proliferacion baja son
colonias que alcanzaron un pasaje 1 y la senescencia es el grado mas bajo de proliferacién en el
cudl las células no lograron expandirse a un pasaje R1. Se realiz6 la prueba de U de Mann-Whitney
para determinar si existen diferencias en los grados de proliferaciéon de las colonias de hombres y
mujeres, se consider6 una p<0.05 como diferente. R3: resiembra 3. R1:resiembra 1.

El ndmero de colonias de CFCEs y el dia de su deteccion de los pacientes del
estudio (a partir de ahora se referiran como TVP-post COVID-19) se compar6 con
datos de controles y pacientes con trombosis recurrente (TVP-recurrente) antes de
COVID-19, unicamente se consideraron a aquellos pacientes en los que se
detectaron colonias de CFCEs.

Con respecto al nimero de colonias (Figura 16), se encontraron diferencias en el
namero de colonias entre pacientes TVP-post COVD-19 con los pacientes de TVP-
recurrente (p=0.004), también entre los controles con los pacientes de TVP-
recurrente (p=0.002). Sin embargo, el nimero de colonias no difiere entre los
controles y los pacientes con TVP-post COVID-19 (p=1). Para los controles se
obtuvo una media de 1 colonia con una DE de 0.51, para TVP-recurrente 6 colonias
con 2.7 de DE y para TVP-post COVID-19 1.5 colonias con DE 1.18.
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Figura 16. Lafrecuenciade colonias de CFCEs en pacientes con TVP post COVID-19 es similar
aladelos controles. Se compara el nUmero de colonias en controles, pacientes con TVP-recurrente
y sujetos con TVP-post COVID-19, los valores se representan como mediana. Se realizé la prueba
de Kruskall Wallis para comparar entre los 3 grupos, seguida de una prueba post-hoc para identificar
diferencias entre grupos. Se consideré una p<0.05 como diferencia entre grupos.

Para el numero de dias en los que se identificaron las colonias (Figura 17), los
resultados son similares al nimero de colonias entre los 3 grupos. Se obtuvo que
existen diferencias entre controles vs pacientes con TVP-recurrente (p=0.01) y
pacientes con TVP-post COVID-19 vs pacientes con TVP-recurrente (p=0.000),
pero no hay diferencias entre controles vs pacientes con TVP-post COVID-
19(p=0.385). La media y DE de los controles es de 15.1 + 1.66, para los pacientes
con TVP-recurrente es de 7.4 + 1.42 y para los pacientes con TVP- Post COVID-19
esde 17.2+£5.7.
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Figura 17. La presencia de las colonias de CFCEs de los pacientes con TVP post COVID-19 es
semejante a la de los controles. La grafica muestra un andlisis comparativo de los dias en los que
se detectan las colonias de CFCEs para donadores, pacientes con TVP-recurrente y pacientes con
TVP-post COVID-19, los valores se representan como media. Se realizé la prueba de ANOVA para
comparar entre los 3 grupos, seguida de una prueba post-hoc para identificar diferencias entre
grupos. se considerd una p<0.05 como diferencia entre grupos.

Discusion de resultados

La pandemia de COVID-19 constituy6é una emergencia de salud publica de caracter
internacional que causo6 la muerte e infeccion de millones de personas, lo que
colapso los sistemas de salud en el mundo. El fin de la pandemia fue declarado por
la OMS en mayo de 2023, sin embargo, el SARS-CoV-2 continla representando
una amenaza para la salud de las poblaciones, porque aun se siguen reportando
casos de muertes y de infeccion (54) . Ademas, ahora se suma el riesgo de padecer
una nueva condicion denominada COVID-prolongado. En especial, se indica que el
COVID prolongado es una enfermedad vascular porque el virus es capaz de dafar
directamente a las CEs de los vasos sanguineos, debido a que la proteina espicula
puede interaccionar con la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA 2) de las
CEs, esto favorece la inflamacion y la activacion de mecanismos procoagulantes,
gue incrementan el riesgo en la formacién de trombos, los cuales pueden
transformarse en émbolos y llegar a otros érganos y perjudicarlos, convirtiendo a la
trombosis en una de las secuelas mas complicadas y graves del COVID-19
persistente (5,55).
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La mayoria de las personas con COVID-19 persistente han notificado sintomas
variados, siendo mas comun la fatiga, la disnea, el dolor de cabeza o la confusion
mental. Estudios demogréficos han indicado que el COVID-19 prolongado afecta en
Su mayoria a personas con factores de riesgo o comorbilidades como: uso de
tabaco, diabetes mellitus, hipertension o alguna enfermedad cardiovascular (5),
debido a esto, la mayoria de los estudios demograficos del COVID-19 prolongado
suelen enfocarse en esta poblacién. La TVP como una secuela a largo plazo del
SARS-CoV-2 no es la excepcién, diversos estudios indican que el riesgo de TVP
post viral aumenta en pacientes hospitalizados por COVID-19 incluso después del
alta hospitalaria, en personas mayores, en hombres, estadias hospitalarias largas,
tratamientos invasivos que requirieron ventilacion mecanica y la falta de
tromboprofilaxis (56). Como lo observado en un estudio prospectivo de 102
pacientes con infecciébn post-COVID que requirieron estancia hospitalaria, se
encontrd la persistencia de un estado procoagulante en el 75% de los pacientes a
los 3 meses, en el 50% a los 6 mesesy en el 30% a los 12-18 meses de seguimiento,
siendo mayor el riesgo de acuerdo con la edad, gravedad de la infeccién aguda y
persistencia de sintomas. Este estado procoagulante se determin6 de acuerdo con
un fibrinbgeno >400 mg/dL, o dimero D >500 ng/dL o con el nimero de plaguetas
>450,000 cel/UL, o una lisis maxima del coagulo en la prueba viscoelastica < 2%
(57). En otro estudio con 398,350 pacientes ambulatorios que tuvieron COVID-19,
se evaluo el riesgo de TEP por alrededor de un afio, se identificaron 292 (0.1%)
eventos de TEP, con una tasa general de 0.26 (intervalo de confianza (IC) del 95%,
(0.24-0.30) por 100 personas-afio, los factores asociados a riesgos fueron en
individuos mayores a 55 afos, hombres o antecedentes de TEP o trombofilia (58).
Estos estudios nos demuestran las alteraciones a largo plazo del virus sobre el
sistema de la coagulacion, sin embargo, pocos estudios abordan estas
implicaciones en individuos jévenes, sin factores de riesgo y con una enfermedad
leve-moderada del COVID-19. Por lo cual, uno de los objetivos principales de esta
investigacion fue estudiar las caracteristicas demograficas de sujetos sanos que
tuvieron una enfermedad leve-moderada de COVID-19 y que aun asi desarrollaron

eventos de trombosis meses después de haberse recuperado de la infeccion. En
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este estudio se encontr6 una prevalencia ligeramente mayor en hombres, que
concuerda con las tendencias anteriormente mencionadas para TVP por COVID
prolongado. No obstante, el sexo no represento una asociacion para otros aspectos
gue se evaluaron como la edad, el tipo de trombosis y el tiempo entre el primer
evento de trombosis y la primera infeccion por COVID-19. En México, los hombres
tienen una predisposicion mas alta de TVP que las mujeres, y su incidencia aumenta
con la edad en ambos sexos, siendo mayor después de los 40 afios y en personas
con factores de riesgo como la diabetes, altos niveles de colesterol o triglicéridos
(59). Debido a que los pacientes analizados en nuestro estudio no tienen los
factores de riesgo que predisponen a la trombosis (como una edad avanzada o
comorbilidades) y se descartd la presencia de otras enfermedades que pudieran
influenciar la trombosis; las pruebas positivas de COVID-19 antes del evento de
trombatico (en promedio 15 meses desde la infeccion inicial), nos indican que podria
tratarse de un efecto a largo plazo del SARS-CoV-2.

A pesar de que los estudios sefialan que la trombosis en individuos con las
caracteristicas de inclusién en nuestro estudio (jévenes, sanos y ambulatorios) son
poco comunes, al realizar una busqueda en PubMed, se encontraron algunos casos
interesantes. Veyre et al., report6 el caso de un hombre de 24 afios con un evento
de trombosis arterial femoral, este paciente no contaba con factores de riesgo
cardiovasculares, ni aterosclerosis, no estaba expuesto a tratamientos o drogas,
ademas no se encontraron elementos que indicaran una trombofilia, inicamente el
paciente habia referido tener sintomas de COVID-19 no grave dias antes de la
trombosis, la RT-PCR nasal en el momento fue negativa pero la prueba seroldgica
fue positiva (60). Una serie de casos mas son documentados por Ashkenazy y
colaboradores, informan sobre 12 pacientes con oclusion de la vena central de la
retina (OVCR) con infeccion confirmada de COVID-19, en su estudio eliminaron
aguellos pacientes con mas de 50 afos, pacientes hospitalizados y con factores de
riesgo. Encontraron una mediana de edad de 32 afios, el tiempo medio desde el
diagnostico del COVID-19 hasta el desarrollo de los sintomas oculares fue de 6,9
semanas. De igual manera, reportan que uno de los pacientes, tuvo el evento de

OVCR a las 18 semanas (4 meses) del diagnéstico de COVID-19, lo que podria
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indicar un posible caso de COVID prolongado (61). La informacién encontrada sobre
casos de trombosis, como una consecuencia de COVID prolongado en adultos
joévenes sanos es escasa, lo que dificulta la comparacion de los resultados de este
estudio. Sin embargo, se encontrd un caso reportado por Al-abri et al., de un hombre
sano de 33 afios que después de 6 meses de haberse infectado por COVID-19
presenta oclusion de la vena central de retina (OVCR), se descartaron factores de
riesgo y marcadores de trombofilia hereditaria (deficiencia de proteinas C y S,
deficiencia de antitrombina, mutacion en el factor de Leiden, etc.) (62), de tal manera
que el SARS-CoV-2 pudo ser el detonante para este evento de trombosis. Si bien
algunos de estos ejemplos no corresponden a casos de COVID-prolongado debido
a que describen eventos de trombosis que ocurren en la fase aguda de la infeccion,
resaltan la posible relacion entre el COVID-19 y la trombosis en adultos jovenes sin
factores de riesgo. Ademas, estos casos junto con los reportados en nuestro estudio
sugieren que las personas con una vida saludable, que padecieron una enfermedad
de COVID-19 leve, no estan exentas de tener una complicacion tan grave como es
la trombosis cuando se infectan por el SARS-CoV-2.

La edad media de los participantes de este estudio fue de 34 afos, resulta
interesante que al realizar una revisién en el informe integral de COVID-19 en
México a finales de 2023, encontramos que los grupos de edad con prueba
confirmatoria de COVID-19 son predominantemente los de 25 a 29 afios y en
segundo lugar los de 30 a 34 afios con una mediana de edad de 39 afios (63), lo
gue coincide con nuestra investigacion, lo cual sugiere que la poblacion con en este
rango de edad podrian estar en riesgo de tener trombosis por COVID-19 persistente
sin tener conocimiento de dicho factor que pueda predisponer a la trombosis, ya que
un alto porcentaje de la poblacion a nivel global tuvo una enfermedad de COVID-19
asintomatica y mucho de ellos no tuvieron oportunidad de realizarse pruebas
rapidas que pudieran determinar si estaban o no infectados y ser portadores y
vectores de la enfermedad. La trombosis por COVID-19 prolongado en personas
con edades tan jovenes trae implicaciones sociales importantes, porque pueden
verse afectados en realizar sus actividades diarias como trabajar ya que después

del evento tromboético persisten ciertos sintomas como limitacibn para hacer
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ejercicio, tales como disnea o el sindrome postromboético, aunado a un decaimiento
en la salud mental como depresién, ansiedad, incertidumbre de la salud y miedo a
la recurrencia (64). Se estima que el COVID-19 prolongado generara costos futuros
de hasta 4 billones de ddlares segun economistas de Estados Unidos (5). Estos
costos podrian incrementarse considerando que los pacientes con COVID-19
prolongado en su edad mas productiva, requeriran tratamiento y atencion médica
constante, lo que podria afectar gravemente a los sistemas de salud publica.

Las vacunas contra el SARS-CoV-2 y la trombosis han sido un tema bastante
controversial, ya que, se han reportado casos poco inusuales en pacientes que
después de la vacunacion forman trombos. En este estudio, la mayoria de los
pacientes tenian al menos una dosis de las vacunas contra el COVID-19, entre las
que figuran la vacuna Sputnik, Pfizer y AstraZeneca. Los eventos de trombosis
denominados como TTIV (trombocitopenia trombdética inmunitaria inducida por la
vacuna) suelen presentarse poco tiempo después de la vacunacion (de 3 a 48 dias)
y se han atribuido principalmente a vacunas basadas en vectores virales como la
vacuna ChAdOx1 nCov-19 de AstraZeneca que estimulan la produccion de
anticuerpos anti-factor plaquetario 4 activador de plaquetas (PF4) (50). Los
pacientes que forman parte de nuestro estudio, algunos tienen vacunas basadas en
adenovirus, una de las limitaciones de nuestro estudio, es que no se considero la
fecha exacta de la vacunacibn y no se obtuvieron las concentraciones de
anticuerpos anti-PF4 en los pacientes con estas vacunas, con lo cual no se pudo
establecer una relacién directa entre la vacunaciéon y los eventos trombaéticos. A
pesar de estos casos, se ha reportado ampliamente que la vacunacién tiene mas
beneficios que riesgos.

Debido a que los eventos de trombosis por COVID-19 persistente estan fuertemente
relacionados con la disfuncion endotelial, se tuvo como finalidad evaluar las
caracteristicas proliferativas de las CFCEs en los individuos de este estudio para
determinar si existen alteraciones que pudieran estar relacionadas con el desarrollo
de los eventos tromboticos. Las CFCEs son una poblacion celular discreta y rara

que se localiza en la circulacion de la SP o en nichos vasculares y han sido utilizadas
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como biomarcadores de enfermedad cardiovascular (8,10). De las caracteristicas
gue se evaluaron en nuestro estudio, no se detectaron diferencias entre sexos.

Las CEs disfuncionales liberan diferentes citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento que estimulan la migracion de las CFCEs a los sitios de dafio para que
contribuyan a la regeneracion endotelial vascular. De tal forma, que la frecuencia y
movilizacion de las CFCEs ha sido estudiada en varias enfermedades, como lo
reportado previamente por nuestro grupo de trabajo, Hernandez-Lopez et al.,
demostraron un aumento de CFCEs en pacientes con TVP recurrente, pero con una
baja capacidad proliferativa asociada a un incremento de radicales libre y de
senescencia; mientras que en otro estudio de fibrosis pulmonar idiopatica, se
demostré una deficiencia en la presencia de dichas células en circulacion (65,66).
En este estudio, la frecuencia de colonias de CFCEs en los pacientes con trombosis
post COVID-19 no fue diferente en relacibn con los donadores que fueron
clasificados como controles (en ambos la frecuencia fue de 1 colonia de CFCES).
No obstante, a lo anterior, si encontramos una diferencia significativa en los
pacientes de trombosis venosa profunda recurrente antes de la pandemia de
COVID-19 (6 colonias de CFCEs). Cabe mencionar, que las CFCEs identificadas
en muestras de pacientes con trombosis post COVID-19 fueron las que mas
tardaron en ser detectadas en el cultivo celular con respecto a los donadores control
y con TVP recurrente. Esto sugiere, posibles alteraciones en la migracién o
angiogénesis de las CFCEs y, por tanto, una disminucion en la regeneracion
vascular endotelial, ya que, parece ser que no existe una respuesta adecuada de
reparacion del endotelio ante el dafio a largo plazo del SARS-CoV-2, como ocurre
en otras situaciones de emergencia (66). Poyatos et al.,, estudiaron las
caracteristicas de las CFCEs en 72 pacientes mayores de 50 afios recuperados de
COVID-19 a los 3, 6 y 12 meses después de la enfermedad inicial, de los cuales 35
tuvieron embolias pulmonares, los resultados fueron comparados con un grupo
control (sin infecciones previas de SARS-CoV-2), encontraron un aumento de las
CFCEsalos3(2.79+vs 1.23+1.86, p<0.05), 6 (2.78 £2.00 vs 1.23 + 1.86, p<0.05)
y 12 meses (2.90 £ 2.61 vs 1.23 + 1.86, p<0.05) en pacientes con COVID-19 con

respecto a su grupo control, lo que difiere con nuestros resultados. No obstante, su
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perfil angiogénico muestra una disminucion en la cantidad de proteinas
relacionadas con la angiogénesis como MMP-8/9 (metaloproteinasa 8y 9), PDGF-
AA/AB-BB (Factor de crecimiento derivado de plaquetas subunidad Ay B), IGFBP-
1/2(proteina transportadora del factor de crecimiento similar a la insulina), CXCL4
(factor plaquetario 4), FT, endoglina o angiotensina que se mantuvo hasta los 12
meses, en comparacion, con los controles que nunca se infectaron por COVID-19
(67). Esto sugiere una reduccion en la capacidad angiogénica de las CFCEs ante el
dafio causado por el SARS-CoV-2.

En la mayoria de los cultivos celulares, se observaron colonias de CFCEs con
caracteristicas morfolégicas correspondientes a células senescentes (vacuolas,
tamafo alargado, células dispersas) y con una reducida capacidad proliferativa, la
cual se reflejo en la ausencia de la formacion de la monocapa endotelial confluente
de células en las resiembras celulares posteriores y en consecuencia el agotamiento
de los cultivos celulares, lo cual sugiere una incrementada senescencia replicativa
de las CFCEs. La senescencia es un estado de detencion permanente en el ciclo
celular en respuesta a factores estresantes, es un mecanismo que previene la
proliferacion descontrolada de células dafiadas, pero que en exceso puede
desencadenar enfermedades (32). La senescencia es una de las consecuencias de
la disfuncién endotelial, y a su vez, contribuye al aumento de la disfuncion endotelial,
ya que no se sintetizan moléculas vasodilatadoras, anticoagulantes como el 6xido
nitrico que evita la adhesion plaquetaria y formacién de coagulos o trombos; lo que
representa una alteracion cronica, al que puede llegar manteniendo un mecanismo
de retroalimentacion negativa y disfuncional (7). Una de las limitaciones del estudio,
fue que no se evaluaron otros parametros de funcionalidad endotelial como la
formacion de estructuras tubulares o la produccion de NO. Sin embargo, en un
trabajo publicado por nuestro grupo de investigacion encontré6 que en pacientes
entre 20 y 50 afos de edad, recuperados de COVID-19 leve-moderado, entre los 15
y 30 dias post-COVID-19, sus CFCEs presentaban alteraciones morfolégicas y una
reduccion en la capacidad proliferativa, lo cual reflej6 un estado senescente en
comparacion con los donadores, que fueron considerados como controles y de

pacientes con trombosis venosa profunda recurrente previa a la pandemia de
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COVID-19, lo que puede estar directamente relacionado con nuestros resultados.
Ademas de una capacidad reducida de estructuras tubulares in vitro, en pacientes
recuperados con COVID-19, esto igualmente concuerda con una reduccion de la
angiogénesis y la capacidad regenerativa del endotelio vascular (65).

La senescencia que se observa en los cultivos de las CFCEs puede deberse a una
combinacion de mecanismos directos e indirectos del SARS-CoV-2 sobre el
endotelio. La inflamacion y las especies reactivas de oxigeno (ROS), los cuales son
los principales orquestadores indirectos de la disfuncion endotelial por la presencia
del SARS-COV-2. En pacientes con COVID prolongado, se han detectado niveles
elevados de ROS asi como alteraciones mitocondriales que contribuyen a su
incremento, estos ROS degradan al ADN gracias a la activaciéon de las caspasa 3y
caspasa 6 generando muerte celular por apoptosis posterior a la senescencia (68).
Igualmente se han determinado altas concentraciones de citocinas proinflamatorias
como IL-6, PCR, IL-1la 0 TNF-a que también causan senescencia y formacion de
trombos (69,70). Las células endoteliales senescentes expresan mayores
moléculas de adhesién como VCAM-1 e ICAM-1 que favorecen la interaccion con
leucocitos,los cuales producen mas citocinas inflamatorias y promueven
mecanismos protrombdticos como la expresion de FT, FvW o de endotelina. La
inflamacion y ROS persistente ademas de inducir la activaciéon y senescencia de las
CEs, también activan a otros componentes como a las plaquetas, al complemento
o a las células inmunitarias como los neutrofilos, generando un circulo vicioso donde
la inflamacion causa trombosis y los trombos resultantes contribuyen a la
inflamacion, esto destruye la funcidon protectora del endotelio, causado una
coagulacion anormal (47). Lo anterior puede reflejarse, en los niveles elevados de
dimero D varios meses después de la infeccion inicial en pacientes con COVID-19
prolongado (69). En el caso de nuestro estudio, al evaluar los resultados de los
laboratorios clinicos, el VSG, las globulinas, asi como los niveles de leucocitos se
encuentran en niveles normales, lo que indica baja inflamacién. Asimismo, la
cantidad de plaguetas, el TP y TTPa se encontraron dentro de los parametros
normales, tal vez debido a que las muestras de SP obtenidas de los pacientes de

nuestro estudio, se encuentran bajo un tratamiento anticoagulante. En futuros
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estudios seria interesante relacionar los resultados de las CFCEs de estos
pacientes con la cuantificacion y monitoreo por diferentes tiempos de otros
biomarcadores de inflamacion (PCR o citocinas) para tener informacion mas amplia
de si estos mecanismos estan alterados y son responsables de la senescencia que
observamos en los cultivos y de los eventos de trombosis en los pacientes.

El SARS-CoV-2 también puede persistir en diferentes tipos de células y causar
dafio, esto incluye a las CEs. Esta facilidad de infeccidén es debido a que la proteina
S del virus tiene una alta afinidad con su receptor, la ECA2, que es expresada en
varios tejidos. Por ejemplo, en un estudio realizado por Bussani y colaboradores,
identificaron ARN viral y anticuerpos contra la proteina S principalmente en
condrocitos (células presentes en el cartilago) y en menor medida en CEs, esto en
pacientes que se recuperaron de COVID-19 pero que, a pesar de las pruebas
negativas de PCR para el SARS-CoV-2 en un periodo de 11 a 300 dias, progresaron
con la enfermedad hasta que murieron (71). La deteccién de componentes del virus
(p- €j, ARN viral o resto de la proteina S) en las CFCEs de los pacientes que
ingresan a la unidad, también podria ser evaluada para tener una comprension
mayor de la fisiopatologia de la trombosis por COVID prolongado. Ademas, la
inflamacion desregulada del COVID-19 persistente puede favorecer la reactivacion
de otros patdgenos latentes en el cuerpo (por ejemplo, el virus de Epstein-Barr), lo
que también contribuye al desarrollo de trombosis después de la infeccion por
SARS-CoV-2 (5).

Asimismo se han reportado otras alteraciones que causa el SARS-CoV-2 en el
endotelio, por ejemplo, Saito y colaboradores realizaron un perfil metabdlico con
plasma de pacientes con COVID-19 prolongado en donde encontraron un
disminucién en las concentraciones del aminoacido arginina por hasta 12 meses
después de la enfermedad inicial, este aminoacido es indispensable para la funcién
normal de las CEs, porgue es uno de los sustratos en la sintesis del NO, una potente
molécula antiplaquetaria y vasodilatadora (70). Igualmente, se ha reportado la
pérdida del glucocéliz en pacientes con COVID-19 prolongado, lo que aumenta la

permeabilidad vascular y favorece la formacién de edemas.
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Cabe resaltar que la disfuncion endotelial por COVID-19 a largo plazo no solo es un
riesgo para la trombosis, también se ha asociado a otras sintomatologias como
arritmias, fatiga crénica o incluso problemas neurolégicos debido a que el virus
causa dafo en la barrera hematoencefélica (72,73).

Otra limitacion para considerar es el niumero reducido de pacientes con los que
trabajamos, por lo que nuestro grupo de trabajo sigue reclutando pacientes con
COVID-19 prolongado y evaluar mecanismos intracelulares que estén directamente
relacionados con la disfuncion morfolégica observada en nuestros resultados. Para
identificarlos, analizar un esquema de tratamiento y mejorar la calidad de vida.
Igualmente, considerar otros aspectos como la trombosis por vacuna, ya que, si bien
es poco frecuente, estudiarla traera otros beneficios como la elaboracion de mejores
vacunas a futuro. Asi como considerar cémo influyen las diferentes variantes del
SARS-CoV-2 en el riesgo de trombosis a largo plazo. De igual manera, es necesario
hacer un seguimiento por mas tiempo en estos pacientes, lo que podria generar
informacion sobre el tiempo que perduran los efectos del virus en el endotelio y
como evolucionan los pacientes con respecto a sus sintomas. A pesar de las
limitaciones de nuestro estudio, nuestros hallazgos ofrecen informacion relevante
sobre las alteraciones a largo plazo que tienen las CEs por el efecto del SARS-CoV-
2 en una poblacién poco estudiada, si bien estos casos son poco comunes no
significa que no deban ser investigados. Son necesarios mas proyectos que
estudien los mecanismos que causan la alteracion de la disfuncion endotelial, las
consecuencias y los potenciales biomarcadores que permitan pronosticar los
eventos de trombosis porque si algo nos ha demostrado el SARS-CoV-2 es que

lleg6 para quedarse.
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Conclusiones

Las CFCEs de los pacientes con trombosis post COVID-19 como una secuela a

largo plazo se caracterizan por tener una baja frecuencia en SP, una morfologia

alterada (senescente) y un bajo potencial proliferativo. Lo anterior sugiere que el

endotelio vascular dafiado por la presencia del SARS-CoV-2 no logra alcanzar las

condiciones ideales y en consecuencia el riesgo de trombosis.

Perspectivas

Realizar estudios a nivel del genoma para determinar posibles alteraciones
en el perfil de expresién de genes relacionados con la fisiologia endotelial.

Determinar la presencia de fragmentos virales del SARS-CoV-2 que pudieran
detonar una respuesta inmunolégica generando inflamacion cronica,

disfuncion endotelial y en consecuencia un factor de riesgo de trombosis.
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Anexos

Anexo 1

Hoja de recoleccion de datos

Informacién Sociodemografica

Nombre

Edad

Actividad fisica (estilo de vida)

Comorbilidades (Diabetes, Hipertension, Sindrome metabdlico u obesidad)
Tabaquismo

Antecedentes familiares (Infarto, Trombosis, Comorbilidades)
Mujeres Anticonceptivos orales

Fecha de COVID-19

Numero de infecciones

Vacunas (cuales y cuantas)

Fecha de evento de trombosis

Tipo de trombosis

Anticoagulante (Cual)

Que otra sintomatologia presenta.
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