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ABREVIATURAS

SARS-CoV-2: Sindrome respiratorio agudo severo por coronavirus-2.
MERS: Enfermedades Respiratorias de Oriente Medio.
CDC: Centros de Control y Prevencion de Enfermedades.
N: Proteina de la nucleocapside.

S: proteina Spike.

M: proteina de membrana.

E: proteina de envoltura.

HE: Hemaglutinina Esterasa.

+SSRNA: RNA monocatenario de polaridad positiva.6
RTC: Complejo Replicasa Transcriptasa.

RE: Reticulo Endoplasmatico.

SA-PE: Estreptavidina-Ficoeritrina.

RESUMEN

Durante la pandemia por COVID 19 surgieron inquietudes al plantearnos sobre el
riesgo de exposicion, asi como sobre las herramientas disponibles para hacer frente
a una infeccion establecida, en el caso de los recién nacidos se opto por analizar el
estado de inmunidad y su posibilidad de contagio asi como de los factores de riesgo
con los que pudiera lidiar en caso de presentar una infeccion establecida. La
inmunidad del neonato depende exclusivamente de los anticuerpos transferidos a
través de la placenta para su proteccion. Tomando en cuenta que la vacunacion a
mujeres embarazadas ya estd bien establecida y, por otro lado, que los recién

nacidos con bajo peso al nacer son una poblacion vulnerable, el presente estudio
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evaluo la eficiencia de transferencia placentaria de anticuerpos neutralizantes en
neonatos con esa condicion. Se realizé un estudio observacional prospectivo de 65
muestras pareadas de suero materno y de cordon umbilical; 16 neonatos
presentaron bajo peso al nacimiento. Se midieron concentraciones de anticuerpos,
asi como indices de transferencia placentaria y la capacidad de neutralizaciéon. No
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la eficiencia de
transferencia placentaria entre neonatos con peso bajo respecto a los de peso
adecuado, sugiriendo que, en caso de infeccion por SARS- COV2, los recién
nacidos tienen buena proteccion inmunoldgica y que el peso bajo no es un factor de

mal prondstico en caso de complicacion por tal patologia neonatal.

ABSTRACT

During the COVID 19 pandemic, concerns arose when we asked ourselves about
the risk of exposure, as well as the tools available to deal with an established
infection. In the case of newborns, it was decided to analyze the state of immunity
and their possibility of contagion. as well as the risk factors that you could deal with
in the event of an established infection. Neonate immunity depends exclusively on
antibodies transferred across the placenta for protection. Taking into account that
vaccination of pregnant women is already well established and, on the other hand,
that newborns with low birth weight are a vulnerable population, the present study
evaluated the efficiency of placental transfer of neutralizing antibodies in neonates
with this condition. A prospective observational study was carried out on 65 paired
samples of maternal serum and umbilical cord; 16 neonates had low birth weight.
Antibody concentrations, as well as placental transfer rates and neutralization
capacity, were measured. No statistically significant differences were found between
the efficiency of placental transfer between neonates with low weight compared to
those with adequate weight, suggesting that, in case of SARS-COV2 infection,
newborns have good immunological protection and that low weight is not a poor

prognostic factor in case of complications due to such neonatal pathology.



MARCO TEORICO

EL SARS-CoV-2

El virus causante del sindrome respiratorio agudo severo por coronavirus-2 (SARS-

CoV-2) es un coronavirus (CoV) agente causal de la pandemia por COVID-19. 1

Los CoV pertenecen a la subfamilia Coronavirinae, pertenecientes a la familia
Coronaviridae del orden Nidovirales. El orden Nidovirales incluye a los virus que
usan un conjunto anidado de RNA mensajero (RNAm) para su replicacion. Los CoV
se pueden dividir genotipica y serolégicamente en cuatro géneros: Alfacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoronavirus. Los Alfacoronavirus y
Betacoronavirus infectan a los mamiferos, mientras que, los Gammacoronavirus y
Deltacoronavirus tienden a infectar a las aves, aunque, también algunos de ellos
pueden transmitirse a los mamiferos. Basado en las relaciones filogenéticas y

estructuras gendémicas, SARS-CoV-2 pertenece al género de los Betacoronavirus. 1

Mediante imagenes de microscopia electronica de transmision, la apariencia que
tiene la particula virica o virion de SARS-CoV-2 es la de una corona solar (de alli el
nombre de coronavirus). Esta particula virica presenta una morfologia esférica de
un diametro que varia entre 60 a 140 [nm] junto con espigas o “Spikes” de 8 a 12
[nm] de longitud aproximadamente. La estructura del virion consiste principalmente
en una nucleocapside (que protege al material genético viral) y en una envoltura
externa. En la nucleocapside, el genoma viral esta asociado con la proteina de la
nucleocapside (N), la cual, se halla fosforilada e insertada dentro de la bicapa de
fosfolipidos de la envoltura externa. En cuanto a la envoltura externa, alli se
encuentran proteinas estructurales principales denominadas proteina Spike (S),
proteina de membrana (M) y proteina de envoltura (E), ademas, de proteinas
accesorias, tales como, la proteina hemaglutinina esterasa (HE), proteina 3,
proteina 7a, entre otras. Entre las funciones de las proteinas estructurales

principales estan: La proteina (S) facilita la union del virus al receptor de la célula
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huésped, la proteina (M) ayuda a mantener la curvatura de la membrana y la unién
con la nucleocépside, la proteina (E) juega un papel importante en el ensamblaje y
liberacion del virus y la proteina (N) forma parte de la nucleocapside al unirse al
material genético viral. La proteina accesoria (HE) se halla solo en algunos
Betacoronavirus y su actividad esterasa facilita la entrada del virus en la célula

huésped, ademds, de ayudar en la su propagacion (Ali et al.) 1

El genoma de SARS-CoV-2 esta formado por una Unica cadena de RNA
monocatenario de polaridad positiva (+ssRNA) de aproximadamente 30.000 pares
de bases. Esta cadena de RNA se asemeja estructuralmente a un RNA mensajero
(RNAm) de células eucaritticas, ya que presenta un capuchén metilado (cap) en el
extremo 5’ y una cola poliadenilada (poli-A) en el extremo 3’, lo que le da un gran
parecido a los RNAm de la célula huésped. Sin embargo, a diferencia de los RNAm
eucarioticos, este genoma viral contiene al menos seis marcos abiertos de lectura
(ORF). El genoma de SARSCoV-2 se puede dividir en tres tercios; los dos primeros
tercios (mas cerca del extremo 5’) codifican para el gen de la replicasa viral, éste
gen esta constituido por dos ORF (ORF 1a y ORF 1b), los que al comienzo de la
infeccion seran traducidos directamente en dos poliproteinas de gran tamafio
llamadas ppla y pplab. Estas poliproteinas posteriormente serdn procesadas
proteoliticamente para generar 16 proteinas no estructurales (nsps), las cuales
estaran implicadas en la replicaciéon del genoma viral y en la transcripcién de RNAm
subgendmicos (sgRNAs). El ultimo tercio del genoma (mas cerca del extremo 3’)
codifica los genes de las 4 proteinas estructurales principales (proteina (S), proteina
(M), proteina (E) y proteina (N)) y lo genes de las proteinas accesorias (proteina
(HE), 3, 7a, entre otras). 2

Para que se inicie la infeccion en la célula huésped, es necesario que el virus se
una a un receptor de la superficie celular. En SARS-CoV-2, esta union se da entre
la proteina (S) del virus y el receptor de la enzima convertidora de la angiotensina 2
(ACE2). Esta union da cuenta de la especificidad y del tropismo del virus hacia un

tejido en patrticular. 2



El receptor de ACE2 se halla expresado en el tracto respiratorio bajo, corazon, rifion,
estdmago, vejiga, esofago e intestino, en el pulmon, se expresa principalmente en
un subconjunto pequefio de células llamadas células alveolares tipo; y en la cavidad
oral, esta altamente expresado en células epiteliales de la lengua. La proteina (S)
de SARS-CoV-2 posee dos subunidades (S1 y S2). La subunidad S1 es la que
interacciona y se une al receptor ACE2 por medio del dominio de unién al receptor
(RBD), mientras que, la subunidad S2 determina la fusion de la membrana del virus
con la de la célula huésped. Para que el virus complete la entrada en la célula
hospedera, la proteina (S) debe ser cortada o escindida por una enzima proteasa
(TMPRRS?2). La escision de la proteina (S) ocurre en 2 diferentes posiciones de la
subunidad S2, esto contribuye a la separacién de la unién RBD de la subunidad S1
con el receptor ACE2 y a la posterior fusion de las membranas, facilitdndose asi, la

entrada del virus mediante endocitosis. 2

Una vez completado el ingreso al citoplasma, la nucleocapside del virus se libera'y
permite la salida del RNA gendmico viral. Esta secuencia de RNA actda como un
RNAmM donde se transcribe directamente el gen de la replicasa viral (hacia el
extremo 5’) por medio de ORF la y ORF 1lab, traduciéndose en las poliproteinas
pplay pplab; posteriormente, pplay pplab son procesadas proteoliticamente por
enzimas proteasas como quimiotripsina codificada viralmente (3CLpro), proteasa
principal (Mpro) y una o dos proteasas similares a la papaina (Chen et al.), lo que
da lugar a la producciéon de las 16 proteinas no estructurales (nsps) designadas
nspl a nspl6. Estas proteinas son necesarias para formar el llamado complejo
replicasa transcriptasa (RTC), el cual, es ensamblado en vesiculas de doble
membrana originadas a partir del reticulo endoplasmatico (RE). La mayoria de las
nsps estan implicadas en la replicacion y transcripcion genémica del virus ejerciendo
actividades enzimaticas de tipo proteasa, RNA polimerasa dependiente de RNA
(RdRp), helicasa, exorribonucleasa, endorribonucleasa y metiltransferasa. Sin
embargo, las funciones de algunas de ellas como nsp6, nsp7 y nsp8 son

desconocidas. Se cree que podrian tener una funciéon de desregulacion de la
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respuesta inmune. Finalmente, el complejo (RTC) replica y sintetiza un conjunto de
RNAmM subgendmicos (sgRNA), que codifican para la elaboracion de las proteinas
estructurales principales (S), (M), (E), (N) y para las proteinas accesorias (hacia el

extremo 3’). 2

En la replicacion de los CoV como SARS-CoV-2, el RNA monocatenario de
polaridad positiva (+ssRNA) sirve de molde para sintetizar, inicialmente, una copia
a de RNA monocatenario de polaridad negativa (-ssRNA). A partir de esta copia de
-ssRNA, se produciran las poliproteinas pplay pplab, las cuales, se procesarany
conformaran el complejo RTC. El complejo RTC, gracias a su actividad enzimatica
replicativa, crea nuevamente una copia del genoma +ssRNA original del virus a
partir del molde de -ssRNA. EI RNA gendmico viral recientemente sintetizado, se
asocia con la proteina (N) formando la nucleocapside. Las proteinas estructurales
(S), (M) y (E); y las proteinas accesorias, expresadas a partir de los sgRNA, son
elaboradas en las membranas del reticulo endoplasmatico (RE) y posteriormente
trasportadas al complejo de Golgi donde seran ensambladas junto con la
nucleocapside para producir nuevas particulas viricas, las que seran exportadas
hacia la membrana plasmatica celular en forma de vesiculas, produciéndose asi la

liberacién del virus. 2

COVID-19

El 20 de enero de 2020, el primer caso de cuadro del Sindrome respiratorio agudo
severo por coronavirus-2 (SARS-CoV-2), también conocido como enfermedad por
coronavirus 2019 (COVID-19), fue confirmado en Estados Unidos 1. El 11 de marzo
de 2020, La OMS declara COVID-19 una pandemia mundial. De acuerdo a los
Centros de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC), entre el 21 de enero de
2020 y el 15 de junio de 2022, hubo fue un total de 85.681.615 casos confirmados
y 1.007.374 muertes totales del COVID-19 en Estados Unidos. Entre el 22 de enero
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de 2020 y el 13 de junio de 2022, de 217.210 casos totales, se reportaron 295

muertes durante el embarazo. 3

COVID-19 EN MUJERES EMBARAZADAS

La transmision de COVID-19 se produce ante todo por via respiratoria, sin embargo
el tejido placentario ha mostrado a tener una escasez del receptor ACE-2 y
TMPRSS2, argumentando contra la probabilidad de una transmision vertical, sin
embargo , la investigacion mas reciente muestra que ésta transmision puede ser
posible, aunque rara al encontrar que COVID-19 afecta la vasculatura puede
generar cambios placentarios, como microcalcificaciones , aumento en los niveles
de fibrina niveles, y formacién de trombos; por lo que los cambios a nivel de placenta
son inflamatorios y vasculares generando una condicion llamada triada de
placentitis por SARS-CoV-2” consistente en cambios a nivel intervelloso /

perivelloso, depdsito de fibrina, intervellositis histiocitica y necrosis. 4

Dado que COVID-19 es un nuevo coronavirus, todavia hay muchos incognitas y
preocupaciones concernientes al embarazo, incluidos los resultados maternos, los
resultados neonatales y la posibilidad de una transmision vertical. SARS-CoV-2
también ha estado mostrado ser més infeccioso y transmisible que el SARS-CoV-1,

agregando a la preocupacion por infeccion durante el embarazo. s

Esta ampliamente descrito que los sintomas se vuelven mas agresivos en sujetos
con un sistema inmunolégico mas débil. Esto incluye sujetos mayores, pacientes
con enfermedades crdnicas, pacientes con tratamiento inmunosupresor y mujeres
embarazadas. Las mujeres embarazadas estan recibiendo mas atencién no solo
por su alteracion en la funcion fisioldgica e inmunolégica, sino también por el riesgo
potencial de transmision vertical viral al feto. Sin embargo, hasta el momento existen
datos limitados sobre el impacto de la infeccion materna durante el embarazo, como
la posibilidad de transmision vertical en el Gtero, durante el parto o a través de la

lactancia.
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Ademas, el impacto de la infeccion en el recién nacido a corto y largo plazo sigue

sin estar completamente entendido. 7

Los resultados de madres con COVID-19 han mostrado tener efectos maternos y
neonatales adversos, incluyendo aumento en la tasa de prematuros, necesidad de
interrupcion del embarazo por cesarea, restricciones de crecimiento intrauterino,
pesos bajos al nacer, trastornos hipertensivos del embarazo, eventos trombdéticos,
sufrimiento fetal, puntajes APGAR < 7, admisiones en la UCIN, muerte materna y

fetal. 7

En este sentido cabe sefialar que la proteccion del recién nacido contra la infeccion
depende principalmente de las respuestas inmunitarias innatas del recién nacido y

de los anticuerpos maternos adquiridos por via transplacentaria. s

RESPUESTA INMUNOLOGICA DURANTE EMBARAZO

TratAdndose especialmente de la inmunidad especifica que es una respuesta rapida,
con memoria inmunoldgica, mediada por células T y B, las cuales, para su activacion
requieren de la presentacion y procesamiento de los antigenos. La inmunidad
adaptativa se divide en dos areas, la inmunidad humoral mediada por linfocitos B y
la inmunidad celular mediada por los linfocitos T. Los linfocitos T (LT) mas
estudiados en el embarazo son los linfocitos T reguladores, se les ha propuesto
como moduladores de la respuesta inmunolégica de la madre. Durante el primer
trimestre de embarazo existe un incremento de células T reguladoras CD4+CD25+
, Se ha propuesto que la funcion de estas células es la regulacion del proceso de
implantacion. En abortos espontaneos se ha observado una disminucién en el
namero de las células T reguladoras en la decidua comparada con los niveles
observados en los embarazos normales. En mujeres con preeclampsia se ha

demostrado que existe una disminucion en los niveles de células T reguladoras. 9

En los dltimos afos se ha demostrado que los linfocitos B, y en particular una sub
poblacién de estos mismos denominados linfocitos B reguladores (Bregs), son

capaces de ejercer una fuerte funcién supresora en el sistema inmune. Esta funcién
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esta intimamente asociada a su capacidad de producir altos niveles de la potente
citocina antiinflamatoria IL-10 y de este modo reducir la secrecion de INF-y, TNF-a
e IL-17 por parte de los linfocitos T CD4. Durante el embarazo el predominio de la
respuesta Th2/Th3/Trl resulta en un aumento de la respuesta inmune tolerogénica.
Se favorece la produccién de anticuerpos y en particular, para el mantenimiento del
embarazo viable, resulta importante el mayor titulo de anticuerpos bloqueantes o
asimétricos. Estos anticuerpos se denominan asi pues tienen un grupo glicosilado
(predominantemente manosa) en uno de los fragmentos F (ab) de la molécula de
Inmunoglobulina G. Debido a esto el fragmento F (ab) no puede unir grandes
ligandos y de este modo el anticuerpo se une de manera monovalente al antigeno
y sélo lo bloquea, por lo tanto estos anticuerpos protegen al embridn del ataque
materno. Algunas moléculas con caracter inmunomodulador participan en la
proteccion del feto durante el embarazo; entre ellas: la progesterona, la enzima 2-

3-dioxigenasa, los radicales libres y la glicodelina. 10

En la infeccién por SARS-CoV-2, los estudios demuestran que hay una marcada
linfopenia. Ademéas, se han encontrado proporciones elevadas de LT
proinflamatorios CD4+CCR6+ y LT CD8+ con altas cantidades de granulos
citotoxicos. Estas poblaciones linfocitarias podrian explicar parcialmente el grave
dafio al sistema inmune. En otros pacientes con infeccién grave también se han
observado linfopenias, mayor relacion neutréfilos/linfocitos, menor cantidad de
monocitos, eosindfilos y basoéfilos, en comparacion con los pacientes sin sintomas
de la enfermedad. Dentro de los grupos celulares mas afectados estan los LT (CD4+
y CD8+), que estuvieron por debajo de los valores normales y fue mas evidente en
el caso de los LT CD4+ de pacientes graves. El nivel de activacién solo disminuye
en los LT CD8+CD28+. Por otro lado, los LT CD4+CD45RA+ (virgenes) se
incrementan mientras que los LT CD4+CD45R0O+ (memoria) disminuyen. Estos
datos también sugieren que el sistema inmune esta desregulado durante el curso
de la enfermedad por SARS-CoV-2 y es mas critica cuando el paciente tiene
comorbilidades como hipertension, diabetes, enfermedad obstructiva pulmonar

cronica y complicaciones cardiovasculares. 11
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La inmunidad celular a este virus es limitada antes de invadir la célula, ya que la
inmunoglobulina A no reconoce al virus como un antigeno, igual que el macrofago
alveolar. Las barreras fisicas como las cilias, el moco y el PH tampoco son
eficientes. En resumen con relacién a la respuesta inmune innata y adquirida en la
infeccion por SARS-CoV-2 se debe sefialar: 1) los neutrofilos reconocen al SARS-
CoV-2 por medio de los receptores CR1y CR2, activados por las anafilotoxinas C3a
y Cbha del sistema complemento humano; 2) las células dendriticas reconocen al
virus a través de los receptores de reconocimiento de PAMPs (TLR, NLR, RLR y
CLPs); 3) en los endosomas se genera una respuesta parcial del sistema inmune al
activarse TLR3 y TLR7 con el ARN viral, lo que desencadena las vias de
sefalizacion que inducen la produccién de IFNs tipo | y citocinas proinflamatorias;
4) la fagocitosis de células infectadas con el virus y la presentacion cruzada de
antigenos virales en HLA | estimula a los linfocitos citotoxicos T CD8+; 5) la
presentacion de antigenos virales en HLA 1l estimula a los linfocitos auxiliadores T
CD4+; 6 y 7) estos linfocitos cooperan con los T CD8+ e instruyen a los linfocitos B
para producir anticuerpos de alta afinidad contra epitopos del SARS-CoV-2,
ademas, se activan y diferencian linfocitos T proinflamatorios tipo Th17. 12

En cuanto al estudio en variacién en la concentracién de anticuerpos al nacer, se
han encontrado diferencias por epitopos expuestos de acuerdo a clase de virus, por
lo que aun no es concluyente en virus como SARS COV2 lo cual requiere alin mas
estudios, ésto justifica mas investigacion sobre los posibles factores, como
diferencias de isotipos, patrones de glicosilacion, capacidad de unién al receptor Fc
neonatal (FCRn), y otros posibles determinantes de transferencia de IgG. La vida util
de los anticuerpos maternos es otro factor importante para comprender la duracion

de la susceptibilidad elevada a la infeccion. 13
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TRANSFERENCIA PLACENTARIA DE ANTICUERPOS

La implantacién del embrion y la formacion de una placenta funcional son procesos
complejos que requieren de una plétora de mecanismos regulatorios. Conocer la
dindmica en la inmunidad materna nos ayuda a entender el proceso de tolerancia
inmunologica frente al desarrollo embriolégico. Los anticuerpos maternos se
transfieren a través de un proceso activo, mediado por receptor a través de las tres
capas de la placenta interfaz materno-fetal: los sincitiotrofoblastos multinucleados,
estroma velloso que contiene fibroblastos placentarios y Células de Hofbauer y
células endoteliales de los capilares fetales. La transferencia transplacentaria de
anticuerpos comienza en el primer trimestre pero es minimo; aproximadamente el
10% de la concentracion materna de anticuerpos se cree que esta presente en la

sangre del corddn por 17-22 semanas de gestacion. 14

La transferencia comienza a aumentar durante el segundo trimestre a medida que
aumenta la expresion de FcRn en el area de superficie creciente de la interfase
placentaria. En general, las concentraciones se acercan aproximadamente al 50%
de la concentracion materna a las 30 semanas de gestacion y continlan
aumentando notablemente hasta el parto a término, aunque hay algunas
variaciones por subtipo. Los niveles de anticuerpos neonatales estan altamente
correlacionados con los niveles maternos. En particular, la mayoria de IgG se
transporta durante las Ultimas cuatro semanas de un embarazo a término (40
semanas), en momento en el cual las concentraciones fetales pueden superar el

100% de las concentraciones maternas. 1s

Las moléculas de IgG se endocitan a partir del liquido extracelular en la capa de
sincitiotrofoblasto del lado materno. El pH acido en el interior de la endosoma
permite la union de IgG al FcRn unido a la membrana (Fragmento receptor
cristalizable, neonatal) y evita la degradacion. Luego, la IgG se transita a la
superficie fetal, donde el retorno al pH fisiologico permite la disociacion de la 1IgG

16



del FcRn. De las cuatro subclases de IgG, la afinidad por el receptor FCRn es mayor
para IgG1, que se transfieren mas eficientemente que IgG4 y 1gG3. 1gG2 tiene la

eficiencia de transferencia mas baja. 16

Estudios recientes han indicado que las diferencias en el transporte de subclases
también pueden estar gobernadas por patrones de glicosilacion y que los
anticuerpos que activan las células asesinas naturales pueden transferirse mas
eficientemente que los anticuerpos que activan neutrofilos o monocitos. Ademas, se
expresan otros receptores Fc gamma (FccRI, FccRIl, FccRIIll) en las capas de la
interfase placentaria en varias combinaciones y puede ser importante en la

transferencia transplacentaria de anticuerpos. 17

Para muchos patdgenos, incluido el SARS-CoV-2, los titulos de anticuerpos en
corddon umbilical son mas elevados que en sangre materna, debido al transporte
endosomico de IgG, a través de la barrera del sinciciotrofoblasto, de la circulaciéon
materna al feto, éstos anticuerpos son transferidos por el receptor neonatal Fc
(FcRn), el cual se encuentra en altas concentraciones en el sinciciotrofoblasto
placentario, sin embargo aun quedan diferentes variables por estudiar en el efecto
de produccion de inmunoglobulinas lo cual puede estar afectado por el estado de

salud materna ademas del efecto neutralizante en el recién nacido. 1s

Se ha encontrado que la capacidad neutralizante muestra diferencias en cultivos in
vitro, mientras que la neutralizar en puntos de tiempo posteriores la capacidad es
mas homogénea. Aunque se ha encontrado una tendencia hacia una mayor
capacidad de neutralizacién en las muestras de plasma de la sangre del cordén
umbilical de los nifios a término en comparacion con los nifios prematuros, esta
diferencia no se observéd para muestras de plasma de las semanas 1 y 12. Una

posible explicacion para esta discrepancia entre los puntos de tiempo es la fuerte

17



respuesta inflamatoria en la sangre del cordén umbilical de nifios extremadamente

prematuros que posiblemente afecte la capacidad de neutralizacién. 19

Dado el intervalo de los esquemas de vacunacion de dos dosis y el hecho de que la
transferencia transplacentaria comienza mas o menos en la semana 17 de la
gestacion, la vacunacion materna a partir de la primera etapa del segundo trimestre
de la gestacion podria ser 6ptima para lograr los maximos niveles de anticuerpos

en el recién nacido. 20

JUSTIFICACION

Las enfermedades infecciosas suman alrededor del 90% de las muertes en la
infancia temprana. Una proporcion de esas muertes ocurre en grupos vulnerables
tales como aquellos neonatos con bajo peso al nacimiento. La proteccion
inmunoldgica del recién nacido depende en gran medida de los anticuerpos que
fueron transferidos de su madre 21; sin embargo, a la fecha no hay estudios que
comparen la eficiencia de transferencia de anticuerpos neutralizantes (post-

vacunacién) contra SARS-COV2 en recién nacidos con bajo peso al nacer.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La vulnerabilidad del recién nacido frente al riesgo de infeccion depende de los
anticuerpos adquiridos transplacentariamente de la madre 1s; la evaluacion de la
transferencia pasiva de anticuerpos in Utero después de la vacunacion puede
ayudar a entender el compromiso inmunolégico real mediante el conocimiento del
efecto de anticuerpos especificos por transferencia placentaria e incluso determinar

el grado de inmunidad frente a comorbilidad fetal.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe asociacion de peso bajo en el recién nacido y eficiencia de transferencia

placentaria de anticuerpos neutralizantes contra SARS COV2?

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la asociacion de peso bajo en el recién nacido y eficiencia de

transferencia placentaria de anticuerpos neutralizantes contra SARS COV2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar concentracion de anticuerpos neutralizantes contra SARS-CoV-
2 en muestras de sangre materna y de cordén umbilical

e Evaluar la eficiencia de la transferencia placentaria de anticuerpos
neutralizantes contra SARS-CoV-2 en recién nacidos con antecedentes de
madres inmunizadas.

e Identificar la relacion entre el bajo peso y la eficiencia de la transferencia

placentaria en recién nacidos.

HIPOTESIS
Existe la posibilidad de que los hijos de madres vacunadas presenten mayores tasas

de neutralizacién, sin embargo ésta transferencia pudiera estar afectada por

comorbilidad neonatal.
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METODOLOGIA

Luego de explicar los procedimientos y la finalidad del estudio, se solicité a las
participantes dar su consentimiento para participar en el mismo; ademas se les
aplicé un cuestionario para conocer datos personales, informacion relevante

respecto a su embarazo, infeccion por COVID-19 y estatus de vacunacion.

Tras el consentimiento informado por escrito, se recolectaron muestras de sangre
materna durante la admision y de sangre de corddén umbilical (lado fetal),
inmediatamente después del parto. La sangre materna fue colectada por
venopuncion en tubos Vacutainer. Después de cortar el cordén umbilical, se limpia
el corddn y, enseguida, se extraen la sangre directamente de la vena y se transfiere

a tubos Vacutainer.

DETECCION DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES CONTRA SARS-CoV-2

Los anticuerpos neutralizantes totales contra SARS-CoV-2 fueron analizados
utilizando el kit LEGENDplex™ de BioLegend, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Brevemente, LEGENDplex™ es un inmunoensayo basado en
microperlas que utiliza los mismos principios basicos de los inmunoensayos tipo
sandwich, en los que un analito soluble se captura entre dos anticuerpos. Cada
conjunto de perlas se conjuga con un anticuerpo especifico en la superficie y sirve
como perla de captura para ese analito en particular. Cuando un panel seleccionado
de perlas de captura se mezcla e incuba con una muestra desconocida que contiene
analitos objetivo, cada analito se unira a su perla de captura especifica. Después
del lavado, se agregan anticuerpos de deteccion biotinilados y cada anticuerpo de
deteccién se unira a su analito especifico unido a las perlas de captura, formando

asi sandwiches de perlas de captura-analito-anticuerpo de deteccion.
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Posteriormente se afiade estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE), que se unirad a los
anticuerpos de deteccion biotinilados, proporcionando una sefial fluorescente con
intensidades proporcionales a la cantidad de analito unido. La sefal de PE se

cuantifica usando un citometro de flujo.

El indice de transferencia placentaria es calculado como el cociente de anticuerpos

neutralizantes en sangre de corddén umbilical y sangre materna. 15

DISENO DEL ESTUDIO

Se llevé a cabo un estudio de caso control, prospectivo, de corte transversal, abierto
de andlisis de indices de transferencia y concentraciones de anticuerpos en
muestras de sangre materna y de corddén umbilical de madres atendidas en el
Hospital Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca para posteriormente realizar
andlisis de relacion en cuanto a efectividad de transferencia placentaria y su relacién

con pacientes de bajo peso al nacimiento.

SELECCION DE LA POBLACION

CRITERIOS DE INCLUSION

Madres e hijos atendidos en la unidad de tococirugia del HRAEI en el periodo

comprendido entre mayo del 2022 y abril del 2022.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Pacientes que tengan expedientes incompletos en los cuales no le logre obtener

informacion sobre antecedentes con factores de riesgo.
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CRITERIOS DE ELIMINACION

-Madres e hijos en los que no haya sido posible la recoleccién de muestra de

sangre materna y de cordén umbilical.

-Madres e hijos atendidos en el HRAEI cuyas muestras se encuentren en mal
estado para un adecuado procesamiento.

MARCO MUESTRAL

Mujeres embarazadas, ingresadas en el servicio de Ginecologia y obstetricia para
el parto, con voluntad de participar y capaces de dar consentimiento informado,
con esquema de vacunacion contra COVID 19 completo, parcial o nulo. Seran

excluidas del estudio aquellas pacientes con enfermedades autoinmunes o que

reciban tratamiento con inmunosupresores.

TAMANO DE LA MUESTRA

En el presente estudio se incluyeron 64 binomios madre-neonato, de los cuales 16

neonatos presentaron peso bajo al nacimiento.

MUESTREO

Se realizdé un muestreo no probabilistico consecutivo.
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DEFINICION OPERACIONAL DE VARIABLES

VARIABLE

Recién nacido

Peso al
nacimiento

indice de
transferencia
placentaria

TABLA 1 Definicion Operacional de Variables

DEFINICION DEFINICION ESCALA DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL

MEDICION
Producto de la Cualitativa Cualitativa
concepcioén nominal Nominal
hasta los 28
dias de vida
Unidad de Cuantitativa Cuantitativa
medida continua de intervalo
ponderal del
recién nacido
de acuerdo a
percentil por
edad
gestacional
Cociente de Cuantitativa Cuantitativa
anticuerpos Continua de intervalo

neutralizantes
en sangre de
cordon
umbilical y
sangre
materna.

INSTRUMENTOS DE RECOLECCION

Encuestas y expedientes clinicos.

TIPO DE
VARIABLE

Independiente

Independiente

Dependiente

INDICADORES

0 dias- 28 dias

-Peso bajo
para la edad
gestacional:
por debajo del
percentil 10.

-Peso
adecuado para
la edad
gestacional:
entre los
percentiles 10
y 90

-Grande para
edad
gestacional: el
peso supera el
percentil 90.

pg por ml
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ASPECTOS ETICOS

El presente estudio se realiz6 con base en los lineamientos establecidos por el
comité de investigacion y bioética, se solicitd consentimiento y se informé a la
poblacién estudiada sobre las implicaciones del presente estudio y de su
importancia en la epidemiologia y relevancia estadistica en estudios futuros. No se

presentaron conflictos de interés.

ANALISIS ESTADISTICO

Los conjuntos de datos serologicos fueron sometidos a prueba de normalidad de

Kolmogorov-Smirnov.

Las diferencias entre las concentraciones de anticuerpos en sangre materna y de
corddon umbilical fueron analizadas mediante una prueba pareada de rangos de
Wilcoxon. Las comparaciones de la eficiencia de transferencia placentaria por

grupos se analizan mediante la prueba de Mann Whitney.

Para realizar estos analisis, se utilizo el paquete estadistico GraphPad Prism 8.0.
Los resultados son presentados como la media + el error estdndar de la media. Se

consider6 una significancia estadistica para una p<0.05.

RESULTADOS

En el presente estudio se incluyeron 64 binomios madre-neonato, de los cuales 16

neonatos presentaron peso bajo al nacimiento.

Se midieron las concentraciones de anticuerpos neutralizantes en muestras séricas
de sangre materna y en muestras de sangre de corddon umbilical, encontrandose

una concentracion media de 390.3 pg/ml (x42.86) para el caso de muestras
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maternas y 388 pg/ml (x44.91) para recién nacidos. No se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre madres y neonatos (p = 0.6159) (Gréfica 1).
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Grafica 1. Concentracion de anticuerpos neutralizantes en madres y
neonatos.

Los anticuerpos neutralizantes fueron transferidos eficientemente a través de la
placenta. En la grafica 2 se muestra que la eficiencia media de transferencia fue de
112.27%. Cuando se compard por grupos de peso, se encontrd6 que no hay
diferencias estadisticamente significativas (p = 0.4248) entre los neonatos nacidos
con peso bajo respecto a los de peso adecuado para la edad gestacional, tal como
se observa en la Gréfica 3. La eficiencia de trasferencia placentaria media en los
neonatos de peso adecuado fue de 114.95%, mientras que en los de peso bajo fue
de 104.24%.
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Grafica 2 Eficiencia de transferencia placentaria de anticuerpos
neutralizantes.

1501

100

50

Eficiencia de transferencia (%)

T
PESO PESO
ADECUADO BAJO

Grafica 3 Eficiencia de transferencia placentaria de anticuerpos
neutralizantes por grupo de peso del neonato

Ademas, se evallo la capacidad neutralizante de los anticuerpos, encontrandose
que, aunque el porcentaje de neutralizacion es menor en los neonatos nacidos con
peso bajo respecto a los de peso adecuado (44.25% vs 50.09%), no hay diferencias

estadisticamente significativas (p = 0.3932). Los resultados pueden observarse en

la grafica 4.
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Gréfica 4 Porcentaje de neutralizacion por grupo de peso del neonato.

DISCUSION

Las muestras analizadas mostraron en promedio un resultado esperado en los
niveles de concentracion de anticuerpos neutralizantes, como pacientes con una
respuesta inmune adecuada, cabe aclarar que al momento en la obtencion de
informacion nos encontramos con la limitante en el desconocimiento de la fecha
especifica de inmunizacion asi como la frecuencia en la administraciéon de vacunas
para SARS COV2, lo cual hubiera ampliado la perspectiva en la diferenciacién de
grupos estableciendo por principio activo los rangos en los niveles de anticuerpos y
obtener mayor informacion respecto a la calidad en el tipo de reactivo utilizado en
las campafias de vacunacion. Sin embargo, podemos ver un eficiente paso de
anticuerpos maternos obteniendo mayor concentracion en la cuenta final de
anticuerpos en el recién nacido por mecanismo activo de paso transplacentario, lo
cual confirma adecuado proceso de las muestras continuando con el resto del

andlisis en las tasas de neutralizacion. 22
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La transferencia placentaria en hijos de madres inmunizadas con un indice de
transferencia >0.72. en la mayoria de los casos es interpretado como un adecuado

estado de inmunidad. 22

Existen resultados en los cuales llama la atencion la escasa repuesta lo cual pudiera
corresponder a otras complicaciones durante el periodo perinatal, sin embargo,
estas cantidades que no son significativas por lo que se descartan en el andlisis de
respuesta de neutralizacion para propositos del estudio presente. Se observa que
el indice de transferencia no muestra diferencia significativa entre pacientes con
peso bajo al nacimiento y pacientes sin comorbilidad lo cual coincide con la
literatura, tal es el caso en el que ademas Flannery DD, Gouma S, Dhudasia MB, et
al. 2021 en un estudio en el cual comparan grupos de estudio entre recién nacidos
a término y prematuros no encuentran diferencia significativa aun cuando comparan
con diferentes caracteristicas demograficas maternas y de salud del embarazo,
destacandose asi la asociacion de bajo peso con el indice de transferencia con una

capacidad inmune semejante entre los grupos de estudio. 23

Si bien se encontré diferencia significativa en cuanto al porcentaje de
inmunoglobulinas a favor del recién nacido de bajo peso, esto no corresponde al
resto de lo sefalado en la literatura, debemos considerar que la poblacion del
estudio fue escasa y los datos fueron heterogéneos, esto debe corroborarse con
una muestra mayor a fin de determinar si los resultados corresponden a un patron
y que a lo revisado en la literatura mostraria una tendencia no significativa.

Finalmente encontramos que la capacidad de neutralizacién es la misma en ambos
grupos al no encontrar diferencia significativa P=0.01871 respecto al grupo control,
lo cual se ha encontrado. Muchos estudios han demostrado que los neonatos que
nacen prematuramente tienen niveles de anticuerpos maternos reducidos al nacer
en comparacion con los nacidos a término en el mismo entorno para una variedad
de antigenosiz. Dado que la mayor parte de la IgG materna se transfiere durante

las ultimas semanas. de gestacion normal, los prematuros pueden estar en
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desventaja sustancial en términos de sus concentraciones de anticuerpos maternos
y proteccion pasiva contra la enfermedad, mas no de los pacientes con peso bajo al
nacer (descartando afeccion materna)is. Varios estudios han demostrado que los
nacidos a término con bajo peso o pequefios tienden a tener anticuerpos
transplacentarios reducidos en comparacion con lactantes con peso adecuado al
nacer para una variedad de patdgenos bacterianos y viralesie. Sin embargo, pocos
estudios han evaluado las asociaciones entre el bajo peso al nacer con alteracién
de la transferencia transplacentaria de Anticuerpos especificos virales, siendo esto
observado en un estudio en Nepal 2017 por Chu HY, Tielsch J, Katz J, Magaret AS,
Khatry S, LeClerq SC, et al.. De manera similar, un estudio por Chu HY, Steinhoff
MC, Magaret A, Zaman K, Roy E, Langdon G, et al. (2014) en Dhaka, Bangladesh,
en un entorno urbano y mas prospero, encontré La transferencia de anticuerpos no
fue menor en nifilos pequefios para su edad gestacional en comparacion con con
peso adecuado al nacer. En ambos Nepal y Bangladesh, la proporciéon observada
de pequefios para el periodo gestacional era alta; 50% de los participantes del

estudio en Nepal correspondia al 35%. 24

CONCLUSIONES

El presente estudio no muestra diferencia significativa en la capacidad de
neutralizacion respecto a los recién nacidos con peso adecuado al nacimiento, lo
cual aporta en el disefio estrategias que optimicen el estado inmunitario del recién
nacido, asi mismo enfocarnos en el estudio de otros grupos vulnerables lo cual

gueda fuera de nuestro objetivo de investigacion.
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ANEXOS

SA I Il l D HOSPITAL REGIONAL
ALTA ESPECIALIDAD

IXTAPALUCA

SECRETARIA DE SALUD

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Protocolo/Tesis: ASOCIACION ENTRE EL PESO BAJO EN EL RECIEN NACIDO Y LA EFICIENCIA DE TRANSFERENCIA PLACENTARIA
DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES CONTRA SARS COV2

**nvestigador principal: M.C. ESP. GUADALUPE CECILIA LOPEZ ANACLETO

**Nombre del paciente:

A usted se le estd invitando a participar en este estudio de investigacion médica. Antes de decidir si participa o no, debe conocer y
comprender cada uno de los siguientes apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con absoluta
libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le pedird que firme esta forma de consentimiento, de
la cual se le entregara una copia firmada y fechada.

**1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

Las enfermedades infecciosas suman alrededor del 90% de las muertes en la infancia temprana. Una proporcién de esas muertes ocurre
en grupos vulnerables tales como aquellos neonatos con bajo peso al nacimiento. La proteccién inmunoldgica del recién nacido depende
en gran medida de los anticuerpos que fueron transferidos de su madre; sin embargo, a la fecha no hay estudios que comparen la
eficiencia de transferencia de anticuerpos neutralizantes (post- vacunacién) contra SARS-COV2 en recién nacidos con bajo peso al nacer.

*%2. OBJETIVO DEL ESTUDIO
A usted se le esta invitando a participar en un estudio de investigacion que tiene como objetivos:

Caracterizar la asociacion de peso bajo en el recién nacido y eficiencia de transferencia placentaria de anticuerpos neutralizantes contra
SARS COV2

Determinar concentracion de anticuerpos neutralizantes contra SARS-CoV-2 en muestras de sangre materna y de cordén umbilical

Evaluar la eficiencia de la transferencia placentaria de anticuerpos neutralizantes contra SARS-CoV-2 en recién nacidos con antecedentes
de madres inmunizadas.

Identificar la relacion entre el bajo peso y la eficiencia de la transferencia placentaria en recién nacidos.
**3, BENEFICIOS DEL ESTUDIO

El presente estudio nos permitird ampliar el conocimiento sobre el estado de inmunidad del recién nacido de bajo peso al nacer y
desarrollar estrategias que mejoren las condiciones de salud frente al estado de vulnerabilidad en el cual se encuentra.

**4, PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

En caso de aceptar participar en el estudio se le realizaran algunas preguntas sobre usted, sus habitos y sus antecedentes médicos, se le
realizardn tomas de muestras de sangre al momento de la admision y del cordén umbilical inmediatamente después del parto.

**5. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

De acuerdo con el articulo 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud esta investigacion es
considerada como:

Sin Riesgo Riesgo Minimo X Riesgo Mayor al minimo

Posterior a la toma de sangre, se puede presentar dolor o se puede llegar a formar un pequefio moreton
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**6. PROTECCION DE DATOS PERSONALES

a. Normatividad

El tratamiento de sus datos personales de identificacion y datos personales sensibles, se realiza con fundamento en lo establecido
en el articulo 1, 2 fraccién Vy VI, 3, 8, 16, 17, 18, fraccion VIl del 22, 26, 27 y demas relativos de la Ley General de Proteccién de
Datos Personales en Posesidon de Sujetos Obligados; 1 del Decreto por el que se crea el Hospital Judarez de México, como un
Organismo Descentralizado de la Administracidon Publica Federal, publicado en el Diario Oficial de la Federacidn, el 26 de enero de
2006; 1, 2 fraccion | 'y 3 fraccion |, 11, 11l del Estatuto Orgénico del Hospital Regional de Alta Espacialidad de Ixtapaluca, publicado en
el Diario Oficial de la Federacion 17 de octubre de 2016.

b) Descripcion de los Datos Personales que se solicitaran
* Datos Personales de Identificacion: Nombre completo, edad.

* Datos Personales sensibles: Nimero telefénico, correo electrénico y nimero de expediente clinico, del cual se obtendran datos
de peso, talla, comorbilidades maternas, paridad, complicaciones en el embarazo o parto, vacunacién y datos del recién nacido

c) Tratamiento
El tratamiento y resguardo de sus datos personales sera llevado a cabo por las siguientes personas:

Dra. Guadalupe Cecilia Lopez Anacleto, Dr Gustavo Acosta Y Dra Nancy Castillo Venturefio, Los datos personales seran tratados
estadisticamente sin que se vulnere su identidad mediante el proceso de disociacion. (Si tiene duda, pregunte al Investigador
Principal en qué consiste el proceso de disociacion)

d) Transferencias
(Se debera marcar con una X, la opcidn correspondiente)

. Sus datos personales y/o resultados que arroje el estudio, NO seran transferidos a ninguna persona fisica o moral ( x)
. Sus datos personales y/o resultados del estudio podran ser transferidos ( )

e) Aviso de Privacidad simplificado:

El Investigador principal del Protocolo/Tesis de Investigacion es el responsable del tratamiento de los datos personales y datos personales
sensibles que usted proporcione con motivo de la participacion en un Protocolo/Tesis de Investigacion, mismos que serdn tratados
estadisticamente en materia de salud sin que se vulnere su identidad mediante el proceso de disociacidn, para proteger la identificacion
de los mismos, de conformidad con los articulos 1, 2, 3, 8, 16, 17, 18, fraccidn VIl del 22, 26, 27 y demas relativos de la Ley General de
Proteccidn de Datos Personales en Posesion de Sujetos Obligados, mismo que podra consultar en el Portal Institucional:

http://www.hraei.salud.gob.mx

**7. ACLARACIONES
Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la invitacién. Si decide participar en el estudio puede
retirarse en el momento que lo desee, -aun cuando el investigador responsable no se lo solicite-, pudiendo informar o no, las razones de
su decisidn, la cual sera respetada en su integridad.

No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.
No recibira pago por su participacion.
En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada sobre el mismo, al investigador responsable.

La informacion obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada paciente, sera mantenida con estricta confidencialidad
por el grupo de investigadores.

Usted también tiene acceso a los Comités de Investigacion y Etica en Investigacion del Hospital Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca
a través del (la) Dr(a). Gustavo Acosta Altamirano, Director de Planeacidn, Ensefianza e Investigacion o el(la) C. M en C. Pedro José Curi
Curi Presidente del Comité de Etica en Investigacion. En el edificio de Investigaciéon del Hospital Regional de Alta Especialidad de
Ixtapaluca.
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Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si asi lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado
que forma parte de este documento.

Yo, he leido y comprendido la informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de
manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines
cientificos. Convengo en participar en este estudio de investigacién. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de
consentimiento.

**Firma del participante o del padre o tutor Fecha

**Testigo 1 Fecha (parentesco)

**Testigo 2 Fecha (parentesco)
**Esta parte debe ser completada por el Investigador (o su representante):

He explicado al Sr(a). la naturaleza y los propdsitos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y
beneficios que implica su participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda.
Acepto que he leido y conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el presente documento.

Firma del investigador Fecha
**g CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Titulo del Protocolo/Tesis:

ASOCIACION ENTRE EL PESO BAJO EN EL RECIEN NACIDO Y LA EFICIENCIA DE TRANSFERENCIA PLACENTARIA DE ANTICUERPOS
NEUTRALIZANTES CONTRA SARS COV2

Investigador principal: M.C. ESP. GUADALUPE CECILIA LOPEZ ANACLETO

Sede donde se realizara el estudio: Carretera Federal México-Puebla Km 34.5, Pueblo de Zoquiapan 56530, Municipio de Ixtapaluca,
Estado de México.

Nombre del participante:

Por este conducto deseo informar mi decisidon de retirarme de este Protocolo/Tesis de investigacion por las siguientes razones: (Este
apartado es opcional y puede dejarse en blanco si asi lo desea el paciente)

Si el paciente asi lo desea, podra solicitar que le sea entregada toda la informacion que se haya recabado sobre él, con motivo de su
participacion en el presente estudio.

Firma del participante o del padre o tutor Fecha

Testigo Fecha

c.c.p El paciente. (Se debera elaborar por duplicado quedando una copia en poder del paciente)
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