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RESUMEN

La actual pandemia requiere un mejor entendimiento de los mecanismos
gue regulan las barreras inmunoldgicas del sistema nervioso central (SNC), en
especial en relacién con la activacion de la respuesta inmune en las barreras que
protegen al SNC. Dicha respuesta se da gracias a las células inmunitarias que
se encuentran en el sistema nervioso central (microglia) y en las barreras
cerebrales: barrera hematoencefalica (BHE), barrera sangre-liquido

cefalorraquideo (LCR) en los plexos coroideos y en las meninges.

Por otro lado, debido a la expresion preferencial de la proteina p73 en
algunas de estas barreras y a los defectos inmunolégicos que tiene el ratén
knock-out P73 (KO P73), nos proponemos estudiar la expresion de este factor
de transcripcién y su papel en la integridad de las barreras cerebrales, asi como,
analizar la distribucion y cantidad de las células inmunitarias en las mismas. Para
abordar estos objetivos, utilizaremos técnicas de inmunohistoquimica, western
blot y microscopia electronica (ultraestructura e inmuno-oro) en cerebros

humanos postmortem fijados en formol con y sin SARS-Cov2.

El abordaje de este problema cientifico, que hasta ahora ha sido poco
estudiado, puede ayudar a entender lo que ocurre en las barreras inmunitarias
cuando el SNC es invadido por agentes extrafios como el virus SARS-Cov2, en
este momento de gran actualidad, asi como, el papel de p73 en la proteccion

inmunoldgica del cerebro.

ABSTRACT

The current pandemic requires a better understanding of the mechanisms that
regulate the immune barriers of the central nervous system (CNS), especially in
relation to the activation of the immune response at the barriers that protect the
CNS.

This response is triggered by immune cells found in CNS (microglia) and in brain
barriers: blood-brain barrier (BBB), blood-cerebrospinal fluid (CSF) barrier in the

choroid plexus and in the meninges.
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Furthermore, due to the preferential expression of the p73 protein in some of
these barriers and the immunological defects in the P73 knock-out mouse (KO
P73), we propose to study the expression of this transcription factor and its role
in the integrity of the protective barriers of the brain, as well as to analyse the
distribution and quantity of immune cells in these barriers. To address these
objectives, we will use immunohistochemistry, western blotting and electron
microscopy techniques (ultrastructure and immuno-gold) in postmortem formalin-
fixed human brains with and without SARS-Cov2.

Confronting this scientific problem, on which there has been little research so far,
may help to understand what happens at the immune barriers when the CNS is
invaded by foreign agents such as the SARS-Cov2 virus, which is very present
in everyone’s minds, as well as the role of p73 in the immunological protection of

the brain.
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1. INTRODUCCION

1.1. Proteccion inmunoldgica del cerebro

La proteccion inmunolégica del cerebro se logra a través de las células
inmunitarias de las barreras cerebrales y mediante las células residentes en el
cerebro, la microglia. El papel de las barreras cerebrales para contener el virus
y evitar que acceda al SNC debe explorarse mas a fondo en pacientes
diagnosticados con COVID-19.

1.1.1.Barreras cerebrales

Las barreras cerebrales comprenden; las meninges, especificamente a
nivel de la membrana aracnoidea y de los vasos sanguineos sellados en el
espacio subaracnoideo. La barrera hematoencefalica, es quizas la barrera
protectora mas impenetrable debido a las estrechas uniones entre las células
endoteliales y la densa capa de pies terminales astrogliales y pericitos que las
rodean. La barrera sangre-liquido cefalorraquideo (LCR): esta constituida por
los plexos coroideos. El epitelio del plexo coroideo es otra barrera protectora que
contiene una gran variedad de células inmunitarias en el estroma que, a su vez,
esta rodeado por las células epiteliales, que formarian una barrera propiamente
dicha, debido a sus uniones estrechas entre las células epiteliales, regulando el
transporte de moléculas y células hacia el liquido cefalorraquideo (LCR). El
epéndimo es la barrera entre el LCR y el parénquima cerebral, aunque su
funcién de barrera es bastante limitada, sin embargo, la pérdida de epéndimo

esta relacionada con la hidrocefalia.
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Figura 1: Esquema de las distintas barreras cerebrales y las distintas células que se
encuentran en cada una de ellas. A) Meninges. B) Plexos coroideos. Interaccion entre la
sangre y el liquido cefalorraquideo. C) Epéndimo. Interfaz liquido cefalorraquideo-parénquima
cerebral. D) Barrera hematoencefalica. Tomada de la pagina BrainBarriers4You

- Meninges: El parénquima cerebral esta envuelto por tres membranas que
en su conjunto se denominan meninges. Estas capas celulares se
denominan duramadre, aracnoides y piamadre.

La duramadre es la capa mas externa y se encuentra adherida al craneo.
Se trata de una membrana coldgena, densa y resistente que esta muy
vascularizada, esto permite el paso de macromoléculas procedentes de
la sangre. Esta capa, contiene gran cantidad de células inmunitarias como
células dendriticas (DC), mastocitos (MC), células linfoides innatas (ILC),
macrofagos, células Ty células B (Rua Ry McGavern DB, 2018; Alves de
Lima et al., 2020).

La capa aracnoidea separa a la duramadre del SNC, se trata de una fina
capa formada por células que crean uniones herméticas y limitan el
transporte de moléculas al interior del SNC. A esta barrera se le denomina

barrera aracnoidea (BA) o barrera cerebral externa.
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La piamadre es la membrana que va contigua al parénquima cerebral,
esta membrana solo permite el paso de moléculas pequefias al interior
del SNC.

Por tanto, podemos decir que las meninges son una barrera impermeable
donde ocurren la mayoria de las respuestas inmunitarias y que tiene como

finalidad proteger al cerebro de lesiones e infecciones.
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Figura 2: llustracién donde se muestran las diferentes capas de las meninges. De mas externa

a mas interna: duramadre, aracnoides y piamadre. Figura tomada de la pagina dreamstime.

Barrera hematoencefalica (BHE): Se trata de una estructura distribuida
por todo el parénquima cerebral que permite el intercambio de sustancias
entre la circulacion sanguinea y el cerebro de manera bidireccional. La
BHE esta constituida por tres capas; un endotelio capilar que esta en
contacto con la circulacion sanguinea, pericitos y astrocitos. Su funcion
principal es controlar el paso de diferentes moléculas, asi como la
eliminacion de sustancias nocivas. Esta barrera juega un importante papel
en la proteccion del SNC contra patdogenos puesto que separa el SNC de
la sangre circulante. Cuando hay un proceso inflamatorio y/o lesion
vascular, aumenta la permeabilidad siendo mas sencilla la entrada de las

células inmunitarias (Luissint et al., 2012; Tietz y Engelhardt, 2015).
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Figura 3: Barrera hematoencefélica, formada las células endoteliales unidas entre si por tight

junctions (uniones estrechas) de los capilares, rodeados por los pies astrociticos. Tomada de
Reitz, 2019.

Plexos coroideos (PC): Se trata de una estructura formada por un
estroma central que contiene capilares fenestrados y una gran variedad
de células inmunitarias, como células dendriticas, mastocitos, células T
CD4 + y pericitos y una capa epitelial que lo rodea, formada por células
polarizadas que presentan microvellosidades vy cilios en su polo apical,
también denominadas células epiteliales. Las células epiteliales son p73
positivas y estan conectadas por uniones estrechas y uniones en
hendidura, formando una barrera protectora, conocida como: barrera
sangre-liquido cefalorraguideo (BSLCR), que regula el transporte de
agua, proteinas, moléculas de sefializacién y células hacia el liquido
cefalorraquideo (LCR).

Los PC se encargan de formar el liquido cefalorraquideo (LCR) el cual
tiene como mision proteger y regular el entorno interno del cerebro a
través de la BSLCR. Ademas, los PC sirven de puerta de entrada para el
trafico de células inmunitarias hacia el LCR y proporciona una vigilancia
inmunitaria continua frente a enfermedades y traumatismos por parte de

las células T CD4*, los macrofagos y las células dendriticas.
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Figura 4: Plexos coroideos. A) Morfologia de los plexos coroideos. B) Se puede apreciar el
estroma con vasos fenestrados en su interior y en la parte mas externa se disponen formando
una capa, las células epiteliales de los plexos coroideos que presentan microvellosidades y
cilios en su parte apical. C)Intercambio de sustancias que se da en los plexos coroideos. Figura

tomada OreSkovi¢ et al.,2017.

Las células inmunes que se infiltran migran, primero; desde la sangre, a
través del endotelio fenestrado, hacia el espacio estromal y luego a lo
largo de la superficie basolateral de las células epiteliales hasta llegar a
los ventriculos cerebrales. La expresion de las moléculas de adhesiéon
VCAM vy cadherina en el epitelio de los plexos coroideos sugiere que el
trafico esta controlado en gran medida por el epitelio. VCAM-1, ICAM-1y
MadCAM estan activas durante la infeccion, lesién cerebral traumética y
después de la exposicion a moléculas proinflamatorias, lo que ilustra la
capacidad de respuesta a los estimulos inflamatorios. Sefiales secretadas
distribuidas en el LCR (por ejemplo; interleucina-13, interleucina-10 y
factor de crecimiento transformante) atraen macrofagos a los sitios de la
lesion. Normalmente se encuentran hasta 450.000 glébulos blancos
dentro del LCR de adultos sanos (0-3 células / mm3) con un ratio
LCR:sangre de 1/2500 linfocitos y 1/2000 monocitos, lo que indica que
las células que entran en el LCR estdn muy seleccionadas (Meeker et al.,
2012). La mayoria de las células T en el LCR son células T de memoria
central CD4 + y T CD8 +. Las células asesinas naturales (NK) y los
linfocitos B son escasos en el LCR de personas sanas y pueden no estar

involucrados en la vigilancia inmunol6gica del SNC a través de los PC.
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Las funciones de las células T y los monocitos que circulan en el LCR no
se conocen bien hasta el momento. La expresion de VCAM-1 e ICAM en
la parte luminal de las células epiteliales de los PC sugiere que las células
inmunes del LCR podrian regresar al plexo coroideo, donde podrian
interactuar con los macrofagos/células dendriticas residentes y/o volver a

entrar a la circulacién sanguinea.

- Epéndimo: Es una mococapa de células cuboides que cubre los
ventriculos cerebrales y el conducto central de la médula espinal. Esta
formada por células ependimarias o ependimocitos, las cuales derivan de
la glia y expresan altos niveles de p73. Es importante saber que las
células ependimarias no forman uniones estrechas ni una membrana
basal. Estas células, se conectan entre si por medio de uniones en
hendidura y juegan un papel fundamental en el intercambio de sustancias
entre el LCR y el parénquima cerebral dando lugar a la interfaz LCR-
cerebro. Esta barrera ha sido poco estudiada y, por lo tanto,
desconocemos su funcién. Lo que se sabe es que el movimiento de los
cilios es importante para el flujo del LCR y su propulsion y que esta capa
ependimaria es esencial para la homeostasis del cerebro. La polaridad de
sus células es clave para su funcion. Defectos en la polaridad de estas
células o en la ciliogénesis, puede dar lugar a una acumulacién anormal
del LCR y a la hidrocefalia (Jiménez et al., 2014). P73 es un gen maestro
en la ciliogénesis y la pérdida de p73 conduce a la pérdida del epéndimo
y Su sustitucidn por astrocitos anormales, que son incapaces de prevenir
la hidrocefalia (Medina-Bolivar et al., 2014; Nemajerova et al., 2016).
Todavia hay muchas preguntas sin respuesta con respecto a las
funciones del epéndimo, las diversas funciones de p73 en la generacion

y mantenimiento de células ependimarias y su relacion con la hidrocefalia.
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Central canal of spinal cord

Ependymal cells

Figura 5. Epéndimo (interfaz LCR-Parénquima cerebral), formado por una monocapa de

células cubicas, llamadas células ependimarias. que presentan cilios en su parte apical, unidas

entre si por uniones en hendidura (gap junctions). Figura tomada de Swaliles.

Microglia: Las células microgliales son los macréfagos residentes del
SNC y constituyen la primera linea de defensa inmunitaria innata en el
cerebro.

Estos macrofagos interactian con practicamente todas las células del
cerebro para mantener la homeostasis, ayudar en la reparacion de tejidos

lesionados o contribuir a la patologia de enfermedades.

Ante una posible amenaza, se activa ya que reconoce a los patégenos y
los cambios en el microambiente a través de sus receptores, los cuales
reconocen las diferentes células inmunitarias (inmunoglobulinas,
moléculas de adhesién, receptores de quimioquinas (CCR), receptores
tipo Toll (TLR), entre otros) presentes en el SNC. Y como respuesta libera
citoquinas y desencadena el estado inflamatorio (Kettenmann etal., 2011,
Liy Barres, 2018).

Las células microgliales tienen dos estados principales, en reposo y
activadas. En condiciones normales, la microglia esta "inactiva" o "en
reposo”, a pesar de que vigilan constantemente el entorno local con sus
finos procesos altamente ramificados que estan en constante movimiento
y contactan activamente con otros componentes neurales. Cuando la

microglia en reposo detecta sefiales 0 moléculas potencialmente
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peligrosas experimentan un cambio morfoldgico y funcional en ameboide,
microglia activada, caracterizada por un cuerpo celular redondo con
cortos y grueso pseuddépodos que les permiten moverse activamente
hacia la lesiébn o hacia los invasores infecciosos mediante gradientes
guimiotacticos. La microglia activada puede inducir la muerte celular a
través de la activacion del receptor de NMDA seguida de la regulacion
positiva de la sintasa de oxido nitrico inducible (iINOS) y la secrecion de
multiples factores inflamatorios y citotdxicos (Kettenmann et al., 2011).
Esto puede resultar en un aumento de la permeabilidad de la BHE y la
migracion de células inmunes desde la periferia al SNC. La microglia
también fagocita los detritos celulares y los agregados de proteinas
citotoxicas, limpiando el espacio extracelular. Las etapas finales de la

fagocitosis son la absorcion y la digestion.

\\& ¢
. Protlzelss of AN y—
| microglial cell ‘- 2
J ) %
I N
™
Neurotoxicity ¢ ~
Neuroprotection - ¢
RESTING ACTIVATED (AMEBOID)
MICROGLIA MICROGLIA Neuron

Figura 6: Cambio morfoldgico que sufre una célula microglial cuando detecta moléculas
peligrosas. La primera célula se encuentra en estado de reposo o inactiva mientras que la
segunda célula, en estado activado, ha cambiado su conformacién a ameboide. Figura tomada

de la pagina dreamstime.

1.2. Proteina p73

p73 es una proteina que, junto con la p63, pertenecen a la familia de
proteinas de p53. Estas proteinas, juegan un papel fundamental en las células
pues regulan muchos procesos biol6gicos como la diferenciacion, la proliferacion

y la apoptosis celular (Kaghad et al., 1997).
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Todos los miembros de la familia poseen 5 dominios en su estructura:

1. Dominio de union al ADN (DBD): Reconoce y se une a los genes diana.

2. Dominio de transactivacion (TA): Se une a otros genes diana y activa su
transcripcion.

3. Dominio de oligomerizaciéon (OD): Es una regién capaz de unirse a
proteinas similares y producir tetrameros funcionales.

4. Dominio de transactivacion (TID): Inhibe la actividad transcripcional de
TA.

5. Dominio SAM (Sterile alpha motif): Interacciona con otras proteinas,

creando un dominio proteina-proteina y regula el desarrollo de estas.

Es importante saber que este gen es bifuncional, pues posee dos isoformas
proteicas con funciones opuestas. TAp73 es la isoforma completa e incluye el
dominio de transactivacion. Si se unen a genes diana de p53, van a inducir la
apoptosis. Sin embargo, la isoforma ANp73 esta truncada puesto que no posee
el dominio de transactivacion y por tanto tendra actividad anti-apoptética (Yang
et al, 2000).

La proteina tumoral y factor de transcripcion p73 se expresa en altos niveles
en el epéndimo, donde actiia como gen maestro de la ciliogénesis y en los plexos
coroideos, pudiendo ser secretado al LCR (Medina-Bolivar et al.,, 2014;
Nemajerova et al., 2016). Durante el desarrollo, p73 también se expresa en las
células de Cajal-Retzius, que estan proximas a la membrana basal de la pia

madre, cerca de la barrera aracnoidea (Meyer et al., 2002).

13
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Figura 7: Dominios funcionales de las proteinas de la familia p53. Los miembros de la familia
p53 contienen el dominio de transactivacion (TAD), el dominio de unién al ADN (DBD) y el
dominio de oligomerizacién (OD). Sin embargo, p73 y p63 codifican un dominio adicional, el
motivo alfa estéril (SAM). Se muestran los porcentajes de homologia de los residuos entre p53,

p63y p73. Tomado de Wei et al.,2012.

El ratén knock-out p73 (KO p73) tiene un fenotipo complejo, caracterizado
por pérdida de las células de Cajal-Retzius, malformaciones cerebrales,
hidrocefalia e inmunodeficiencia con inflamaciones crénicas (Yang et al, 2000;
Medina-Bolivar et al., 2014; Meyer & Gonzalez-Gomez, 2018, Badez-Ferrer 2020).

Figura 8: Cortes coronales de un cerebro de un raton WT (p73+/+) y un ratén KO p73
(p73 -/-). Se puede observar la grave hidrocefalia que presenta el raton KOp73,
mostrando una dilatacion muy marcada de los ventriculos laterales (A’). Imagenes

obtenidas en nuestro laboratorio.
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1.3. SARS-CoV-2 en el cerebro

La enfermedad COVID-19, causada por el coronavirus del sindrome
respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2), es una patologia infectocontagiosa
predominantemente respiratoria; no obstante, la evidencia creciente indica que
la enfermedad no se limita al tracto respiratorio, sino que también puede afectar
a otros sistemas, incluyendo el sistema nervioso, ademas, este nuevo

coronavirus tiene propiedades neuroinvasivas.

El SARS-CoV-2 y sus interacciones con el SNC son de gran importancia
para la comprension de los eventos fisiopatolégicos que explican las
manifestaciones clinicas y complicaciones neurologicas de la COVID-19. Sin
embargo, se sabe poco sobre los mecanismos por los cuales el virus SARS-
CoV-2 accede al cerebro y muchas veces son meras extrapolaciones en relacion

con otros virus neurotrépicos.

La mayoria de los virus no cruzan las barreras cerebrales de los
mamiferos o no tienen acceso al sistema nervioso. Sin embargo, existen
Importantes excepciones en las que los virus entran al sistema nervioso y esa
entrada es la base o una contribucion a sus efectos sobre la funcion del sistema
nervioso. En algunos casos, los efectos de un virus en el SNC son muy leves,
en otros casos los efectos sobre el SNC son parte de un sindrome mayor (por
ejemplo, VIH-1), y en otros casos, los efectos sobre el SNC pueden producir un
sindrome tan significativo como para definir los peores resultados del virus
(rabia, sarampién). Dénde se encuentra el SARS-CoV-2 en este espectro es

todavia una incognita.

1.3.1.Estructura del SARS-CoV-2

Podemos definir a los coronavirus como virus encapsulados de ARN
monocatenario de sentido positivo, con un genoma de 26 a 32 kilobases (kb).
(Huang et al., 2020; Schoeman et al., 2020; Corman et al.,2012b; Su et al.,2016;
Li, F. 2013).

15
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El SARS-CoV-2 genéticamente es muy similar al SARS-CoV y al MERS-
CoV. Consta de 4 proteinas estructurales: las proteinas de la envoltura (E),
proteinas de membrana (M), proteinas de la nucleocapside (N) y las
denominadas proteinas S o de espiga, que le confieren forma de corona. (Wu et
al., 2020%,2020b; Rabaan A et al.,2020; Wan Y et al.,2020; Wrapp D et al.,2020;
Neuman et al. 2011).

Espiga (S)

Membrana (M)

Figura 9: Estructura del virus SARS-Cov 2. El virus posee una nucleocapside compuesta de
ARN gendmico y la proteina de la nucleocépside (N) cubierta por glucoproteinas con forma de
espiga (S). La proteina de membrana (M) y la proteina de envoltura (E) se encuentran entre las

proteinas S en la envoltura del virus. Modificado de Li et al.,2020.

La proteina S, consta de dos subunidades (S1 y S2) que son las
responsables de la adhesion y posterior entrada del virus a la célula huésped.
De modo que, durante el proceso de entrada del virus, utiliza el dominio de union
al receptor (RBD) que se encuentra en la subunidad S1 para poder unirse al
receptor de la membrana de la célula huésped, es decir el receptor ACE2.

Por otro lado, la subunidad S2 es escindida por una serina proteasa de
transmembrana tipo 2 (TMPRSS2), provocando un cambio conformacional e
irreversible, consiguiendo asi, la entrada a la célula por endocitosis. (Walls AC
et al., 2020; Wrapp D et al.2020) Una vez en el interior de la célula, el ARN viral
es liberado para iniciar su replicacion, traduccion y posterior ensamblaje.

Finalmente, los viriones maduros saldran de la célula huésped por exocitosis.
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Figura 10: Ciclo de replicacion viral del SARS-CoV-2. Tomado de Gémez-Tejera, 2020.

1.3.2.Vias de entrada al SNC

Se han propuesto dos vias principales de entrada al SNC de los virus

respiratorios neurotrépicos: ruta neuronal retrograda y hematégena.

En la actualidad, no esta claro el mecanismo de neuroinvasion especifico del
SARS-CoV-2. Sin embargo, se sabe que el SARS-CoV-2 usa la enzima ACE2 y

TMPRSS2 como receptores por los que entrar en las células.

Diseminaciéon neuronal retrograda: Algunos virus llegan al cerebro al
infectar los nervios periféricos y luego se propagan al cerebro mediante

un proceso denominado transmision nerviosa retrograda.

Los virus que entran al cerebro directamente desde las fosas nasales
utilizan el nervio olfatorio que se extiende mas alla de la placa cribiforme
hacia los conductos nasales y el nervio trigémino que se proyecta a las
paredes de los conductos nasales. Chou y Dix afirman que estas vias "se
consideran de importancia secundaria" y "se limitan principalmente a
infecciones adquiridas en circunstancias inusuales”. El coronavirus de

ratobn puede entrar en el cerebro a través de los nervios olfatorio y
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trigémino (Perlman et al., 1990). Dado que el SARS-CoV-2 se distribuye
por las vias respiratoriasy que produce sintomas como anosmia, hiposmia
e hipogeusia entre otros (Yachou et al., 2020; Céspedes et al., 2020), el
nervio olfativo podria ser una de las vias de propagacion en el SNC, sin

embargo, aun no se ha demostrado.

Por otro lado, también se ha planteado la hipotesis de que el virus podria
propagarse al bulbo raquideo en el tronco encefalico a través de la
infeccion de los receptores olfativos en el neuroepitelio. La infeccion del
tronco encefalico podria dafar las células quimiosensibles asociadas con
los centros respiratorios y cardiovasculares, que conducirian a una

insuficiencia respiratoria aguda (Ceccarelli et al, 2020).

- Via hematdgena: Esta via incluye a las barreras; hematoencefalica
(BHE) y sangre-liquido cefalorraquideo (BSLCR) (plexos coroideos),
pudiéndose ver afectadas por el SARS-Cov2, aunque, actualmente, no
hay ningun estudio realizado sobre los mecanismos por los cuales el
SARS-CoV-2 ingresa al SNC. Sin embargo, existen estudios sobre: la
capacidad de la proteina S1 para cruzar la BHE murina (Rhea et al.,
2021), la aparicion de virus vivos en cerebros de ratones después de
inducir la infeccion (Song et al., 2021; Virhammar et al., 2020; Sun et al.,
2020), y el andlisis de tejido cerebral humano y/o LCR que sugiere que
puede producirse una entrada en el cerebro o una infeccion (Matschke et
al., 2020; Solomon et al., 2020; Song et al., 2021; Trypsteen et al., 2020;
Paniz-Mondolfi et al., 2020).

Ademas, recientemente, se ha detectado la expresion de ACE2 en los
capilares cerebrales y en células endoteliales microvasculares y en las
células epiteliales de los plexos coroideos del cerebro humano cultivadas
in vitro (Nascimento Conde et al., 2020). Otros estudios in Vvitro
demostraron que la proteina espiga del SARS-CoV-2 puede inducir una
respuesta proinflamatoria de las células endoteliales del cerebro, que

puede provocar cambios en el funcionamiento de la BHE (Buzhdygan et
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al., 2020). Estas evidencias sugieren que el SARS-CoV-2 puede usar
células endoteliales cerebrales para cruzar la BHE vy las células epiteliales
coroideas de la BSLCR para pasar al LCR, invadiendo finalmente el SNC,
pero para confirmar esto aun se necesitan mas pruebas. Por otro lado, en
comparaciéon con adultos sanos, los pacientes infectados con SARS-CoV-
2 tienen niveles mas altos de IFN-y, TNF-a y VEGF, entre otros (Huang
et al., 2020). Estas citocinas tienen un cierto efecto destructor de la
barrera, pero no esta claro si la inflamacion sistémica inducida por el
SARS-CoV-2 cambia la permeabilidad de la BHE, facilitando la

neuroinvasion.

Los virus que cruzan la BHE lo pueden hacer por tres vias:

1. Migracioén transcelular: Mediante este mecanismo, el SARS-CoV-2 se

puede unir a los receptores ACE2 del endotelio, alterando la BHE y
produciendo un aumento de permeabilidad de la barrera debido a la
liberacion de mediadores inflamatorios, consiguiendo una posterior
entrada al SNC.

2. Migracion paracelular: Por esta via, el virus puede invadir las uniones

estrechas formadas por las células endoteliales de la BHE.

3. “Caballo _de Troya”: El virus podra ser fagocitado por neutréfilos o

macrofagos procedentes del torrente circulatorio, traspasando la barrera

hematoencefélica.

19



Barreras inmunitarias y p73 en cerebros humanos postmortem neuroinvadidos por SARS-Cov 2.

a Olfactory Hul Par Trojan Horse
bulb \ b migration Migration
i R o A
4,;'." 8 _?: SARS-Coy-2 Macrophage
b 4 = b )3 o |
e oL @ :%'; ACE2 receptor Tight
L X K unction ) B8BB
% @ ‘. e} i e | bndothelial
SARS-CoV-2 viral ) 9 - cells
infection to human = Asfracytes
<C xS /
- ~ & & [
5 . . - .
/ P * N 5, =
* - . 7 - “\._Microglial
I Infected cell cells =
® expressing 1
L] microbial antige! | 4
o0 ® 3 =
Infected cell eo® l .« Neuron Neuron
releases Type |
IFN
o ®
S

Killing of g
infected cell 4

Figura 11: Diferentes vias de entrada del SARS-CoV-2 al SNC. A) Diseminacion neuronal

retrégrada. B) Via hematdgena. Tomada de Achar et al., 2020.

1.4. Manifestaciones neuroldgicas

Se ha asociado una amplia gama de complicaciones neurolégicas con la
infeccion por el SARS-CoV2. Entre los sintomas neurolégicos mas prevalentes
estan: dolor de cabeza, anosmia y disgeusia, estos sintomas suelen resolverse
con el tiempo en la mayoria de los casos leves. Sin embargo, también puede
cursar con complicaciones neurolégicas mas graves como; alteracion de la
conciencia, eventos cerebrovasculares, encefalopatia/encefalitis,
encefalomielitis aguda diseminada, sindrome de Guillain-Barré, convulsiones,
delirio, sindrome similar a la demencia y desérdenes psiquiatricos que incluyen

psicosis, catatonia y mania.

Existe también un fenédmeno de secuelas crénicas de COVID-19 que
afecta a una proporcion de personas infectadas, actualmente denominado
“COVID prolongado” que incluye sintomas neurolégicos. Las manifestaciones
neurologicas de la infeccion por SARS-CoV-2 podrian atribuirse a efectos del
virus en el sistema nervioso, enfermedad para- o post-infecciosa mediada por el
sistema inmunoldgico, coagulopatias y/o complicaciones de enfermedades

criticas.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

El sistema nervioso central esta protegido por tres principales sistemas de
barrera inmunolégica denominados colectivamente como las barreras
cerebrales, que comprenden la barrera sangre-parénquima cerebral (BHE),
sangre-LCR (BSLCR) en el plexo coroideo y la barrera cerebral externa formada
por las células de la barrera aracnoidea (BA).

La principal célula inmunitaria innata del cerebro es la microglia. Juntos,
evitan la entrada de toxinas en sangre y patdgenos exdgenos a traves de
conjuntos especificos de células inmunitarias. Las uniones estrechas (tight
junctions) son las responsables de la funcion de barrera y se localizan en las
barreras: BHE, BSLCR y BA.

Ademas, existe otra barrera entre el LCR y el parénquima cerebral cuyas
células ependimarias estan conectadas mediante uniones en hendidura (gap
junctions) que permiten la difusién de fluidos y moléculas méas grandes. Nuestra
proteina de eleccion de este proyecto es la proteina tumoral p73, una proteina
multifuncional involucrada en muchos aspectos de las funciones del SNC.
Sorprendentemente, tiene una alta expresion en la BSLCR y en el epéndimo.
Ademas, se expresa también en las células de Cajal-Retzius de la corteza en
desarrollo, adyacentes a la BA. Sobre la base de este patron de expresion,
planteamos la hip6tesis de que la proteina p73 puede estar involucrada en el
mantenimiento de las barreras protectoras del SNC.

Nuestros objetivos, por lo tanto, serdn estudiar la integridad de las
barreras cerebrales y los sistemas de células inmunitarias en relaciéon con la
expresion de p73, en cerebros humanos postmortem de autopsias con y sin
SARS-Cov2, con la esperanza de contribuir con datos novedosos sobre un

sistema que en la pandemia actual es un desafio.

3. OBJETIVOS

3.1. Analisis de la integridad de las distintas barreras cerebrales y su relacién
con la expresion de p73 y las proteinas de union en cerebros humanos

postmortem con y sin neuroinvasion por SARS-Cov2.
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3.2. Estudio comparativo de tipos de células inmunocompetentes (expresion de
proteinas, su namero y distribucion) y proteinas pro y anti-inflamatorias en los
diversos sistemas de barrera (BHE, BSLCR, BA, Epéndimo) del SNC, en

cerebros humanos postmortem con y sin SARS-Cov2.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Muestras de cerebros humanos

Usaremos muestras de cerebros humanos postmortem con y sin
neuroinvasion por SARS-Cov2, procedentes del Instituto Anatdémico Forense de
Tenerife fijados por inmersion en PFA 4% (24-48 h) mediante el protocolo de
accion para SARS-CoV2, que combina la proteccion de la seguridad de los
trabajadores con la optimizacion de la recoleccion de tejidos (Gonzalez-Arnay et
al., 2020). Las muestras seran incluidas en parafina para ser, posteriormente,

cortadas en un microtomo a 10 ums.

4.2. Tinciones topograficas

-Hematoxilina-Eosina: Los cortes se tienen que sumergir en la Hematoxilina
para, posteriormente, ser lavados con agua corriente y sumergidos en Eosina.

- Violeta de cresilo: Este es un colorante aciddfilo que tifie el ntcleo celular y el
reticulo endoplasmatico rugoso (sustancia de Nissl). Los cortes de cerebro se
tienen que sumergir en violeta de cresilo al 1%, previo calentamiento hasta
unos 60°C, para posteriormente lavarlos en agua destilada (durante 1 minuto) y

sumergirlos en etanol al 70° mezclado con acido acético.

4.3. Inmunohistoquimica, confocal y microscopia electrénica

El andlisis inmunohistoquimico se realizara sobre cortes previamente

desparafinado de acuerdo con protocolos rutinarios de nuestro equipo de
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investigacion (Gonzéalez-Gomez y Meyer G, 2014). La visualizacion del marcaje
con inmunofluorescencia se llevara a cabo mediante el microscopio confocal
asi como, la inmunoperoxidasa mediante el revelador diaminobenzidina (DAB)
y microscopio convencional. Para la cuantificacion del marcaje se utilizaré la

aplicacion Image-J.

Para el analisis de microscopia electronica las muestras seran fijadas con
PFA4% vy glutaraldehido. Para la inmuno-oro los cortes se incubardn los
anticuerpos contra la proteina S1 del SARS-Cov2 antes de contrastarlos con
acetato de uranilo, para la deteccién de virus y para el estudio ultraestructural de

las barreras cerebrales usaremos tetroxido de osmio.

5. CONCLUSIONES

En base a la bibliografia estudiada, podemos concluir que:

1) Las barreras cerebrales se pueden ver alteradas por la neuroinvasion del
virus SARS-CoV-2, aunque aun no esta comprobado en humanos y debe

explorarse mas a fondo en pacientes diagnosticados con COVID-19.

2) La alteracion de la estructura y funcion de las uniones estrechas que hay
entre las células que forman las barreras, asi como la inflamacion inducida por
la exposicion viral, pueden dar lugar a la disrupcién de las barreras cerebrales

y, por lo tanto, a la entrada de células y virus al SNC.

3) Los mecanismos de interaccion del SARS CoV-2 con las barreras cerebrales
pueden contribuir a la disfuncion neurolégica asociada con la enfermedad
COVID-109.

4) Para concluir, hemos creado este proyecto con el fin de estudiar cdmo se ven
afectadas las barreras inmunitarias en cerebros humanos postmortem
procedentes de autopsias y las posibles alteraciones del factor de transcripcion

p73, por su implicacion en la integridad de algunas barreras.
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