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1. Introduccidén

Después de la pandemia de COVID-19, se han reportado diferentes secuelas que han
presentado las personas que en algin momento se contagiaron con este virus. Dentro del
area de investigacion del Instituto Nacional de Rehabilitacién Luis Guillermo Ibarra Ibarra
(LGII) se esta desarrollando un proyecto de investigacion sobre los sintomas cognitivos
como resultado al contagio con COVID-19. Con base en lo reportado, se conoce que los
microARN son moléculas pequefias de ARN que no codifican proteinas, pero ayudan a la
regulacion post-transcripcional del ARN que impacta en regulacién de produccion de
proteinas) (Pabdn, 2011); por lo cual estan presentes durante procesos fisiolégicos y del
desarrollo humano. De acuerdo a lo anterior, la desregulacion en la concentracion de
microARN induce el desarrollo de enfermedades, por lo tanto, es de gran ayuda el estudio
de los niveles de concentracion de microARN, presentes tanto en sangre, diferentes fluidos
corporales y tejidos (De Planell, 2011). Por lo cual la obtencion de un perfil completo
respecto a las desregulaciones de microARN, representa una forma de diagndstico con un
gran potencial para el tratamiento y cura de diversas enfermedades humanas (Cheng,
2015).

Por lo tanto, la finalidad del presente trabajo de servicio social es determinar mediante
diferentes técnicas de extraccion y de cuantificaciéon de microARN, la posible desregulacion
en la concentracion de microARN en pacientes que padecieron COVID-19, a partir de
estudios en suero sanguineo y conocer si este tipo de acidos nucleicos son un factor de
diagnostico en sujetos que presentaron sintomas cognitivos después de haberse
contagiado de COVID-19. Finalmente, a manera de perspectiva, de confirmarse la
desregulaciébn en la concentracion de microARN, se postularda un programa de
rehabilitacion en colaboraciéon con el area de psicologia del Instituto Nacional de
Rehabilitacion del LGIIl y se llevaria a cabo un seguimiento realizando un analisis de
concentracion de los microARN post-rehabilitacion para conocer la funcionalidad del
programa y la recuperacion de funciones cognitivas de los sujetos.

2. Objetivos
2.1 Objetivo general

Contribuir durante el proyecto externo relacionado al estudio de las secuelas cognitivas de
pacientes post-COVID-19 a partir del manejo de muestras biolégicas, de diagnostico e
informaticos

2.2 Objetivos particulares

e Extraccion de material genético (ADN y ARN), asi como proteinas presentes en suero
sanguineo de pacientes post COVID-19

e Determinar y evaluar la calidad de las extracciones realizadas de ADN, ARN y proteinas.

e Cuantificar la presencia del gen receptor 3A de 5-hidroxitriptamina (serotonina) mediante
la técnica de RT-gPCR

e Comprobar la calidad e integridad de ADN y ARN con un proceso de electroforesis en
gel de agarosa.

e Organizar y controlar informacion y resultados en bases de datos.



e Busqueda y analisis de articulos cientificos con el fin de conocer y aplicar
adecuadamente las técnicas que se requieren en el laboratorio relacionadas con el
presente proyecto.

3. Metodologia de las actividades realizadas

3.1 Extraccion de Acido Ribonucleico (ARN), Acido Desoxirribonucleico
(ADN) y Proteinas

A partir de suero sanguineo de 70 sujetos (35 controles y 35 experimentales) , se realizaron
extracciones de ARN, ADN vy proteinas utilizando el protocolo del reactivo TRIzol de la
marca Fisher Scientific ®, extraida tanto de sujetos que fueron contagiados con SARS-
CoV-2, desarrollaron la enfermedad (COVID-19) y presentaron sintomas cognitivos post-
contagio y de sujetos llamados “Controles” que hayan sido contagiados con el virus pero
no presentar sintomas cognitivos post-contagio. Los criterios de inclusiéon fueron abiertos,
buscando asi que pudiesen participar una cantidad adecuada de sujetos, los cuales
incluyen caracteristicas fisicas como estatura (a partir de 150cm en adelante), edad (18
afos a 65 afos) y peso (sin un rango especifico).

El procedimiento consiste en centrifugar la sangre para separarla en 3 fases la cual se
recupera solo el sobrenadante (la parte clara y amarilla), después, se aplica el protocolo
de TRIzol (Gutiérrez, 2018) para extraer y dejar un pellet solo de ADN, ARN o proteinas.

3.2 Determinacion de la calidad del material genético (ARN/ADN) obtenido.

El paso siguiente fue cuantificar la cantidad y pureza de las muestras, ya que teniendo
estos datos es posible continuar con mas procedimientos utilizando estas mismas. Para
esto se utiliza el equipo NanoDrop de Fisher Scientific®, el cual es un espectrofotometro
UV el cual brinda los datos necesarios para conocer la pureza y concentracion de las
extracciones. Este procedimiento consiste en colocar en la platina del equipo, 10 uL
(microlitros) de la re-suspension del pellet realizado en la extraccion con TRIzol. Este
equipo proporcionara tres valores importantes de la muestra:

e A260: La absorbancia de la muestra de un espectro Ultravioleta
e A260/280: Grado de pureza de la extraccion (radio de absorbancia para la
cuantificacion ADN, ARN y proteinas)
La concentracion del material genético se reporta en unidades de nano gramo sobre
microlitro (ng/uL).
Este proceso se debe realizar siempre con cada una de las muestras que se tengan para
evitar errores que puedan desencadenar posibles complicaciones a futuro con el proyecto.



3.3 Electroforesis en gel de agarosa.

Para conocer con mucha mas certeza si hay impurezas o si en todas las muestras solo se
encuentra ARN, ADN o proteinas, se realizo una electroforesis en gel de agarosa.

A continuacion, se presenta un esquema con los componentes de la técnica de
electroforesis:

+0.25g de
agarosa .50mL de 4ul de +Camara de
ﬁﬁlwlé B Buffer TAE10x muestra .ilj;rngsm
+450mL de +1mL de buffer
+2uL de A poder (60V por
Naranja de agua MilliQ de carga 50min)

Acridina

En la preparacion del gel, se probo diferentes concentraciones de agarosa ya que las
extracciones de ADN o ARN al estar concentradas se dificultaba el paso de los acidos
nucleicos dentro del gel (alterando resultados), por lo cual se opt6é por un gel con menos
concentracién permitiendo asi desplazamiento durante el procedimiento; asi utilizando al
final una concentracion de 0.25g de agarosa en 50 mililitros de agua Milli Q (Ultrapura). Se
calienta hasta disolver la agarosa, seguido se deja enfriar hasta que tome una temperatura
soportable al sostener con la mano y se le agrega 2uL de un colorante que ayudara a
marcar con fluorescencia nuestras muestras y observarlas en la luz UV, en este caso se
utilizé naranja de acridina.

El buffer de TAE se coloco dentro de la camara del equipo y se sumergira el gel, esto
ayudara a las muestras que recorran el gel y que no varié el pH para evitar la degradacién
de las mismas.

Una vez preparado, el gel de agarosa se coloca dentro de la camara y se sumerge en el
buffer, se colocan en los pozos del gel las muestras, haciendo una mezcla con 4uL de la
muestra con 1uL de buffer de carga que dara peso a la muestra y evita que se disuelva,
ademas de brindar color que ayudara a verlas en la luz UV.

Por dltimo, para iniciar el proceso electroforético (corrimiento de las muestras en el gel de
acuerdo a su tamafo), el equipo utiliza carga eléctrica para que se mueva las muestras,
las configuraciones que se utilizaron fueron un voltaje de 60V en un tiempo de 50min; al
término de este tiempo se lleva el gel bajo la luz UV y se realiza un analisis de lo obtenido.

3.4 Reaccidén en cadena cuantitativa de la polimerasa en tiempo real y retro-
transcripcion (RT- PCR)

Para este proceso, se realizaron pruebas para saber a detalle el cuidado, proceso y
medidas a seguir, ya que es muy facil que se contaminen las muestras a tratar o se realice
de manera inadecuada asi desperdiciando muestras y reactivos. En esta ocasion no se
trabajo con las muestras de sujetos con los sintomas cognitivos provocados por el contagio
con COVID-19, ni los controles, esto se hizo para juntar ain mas muestras y tener un
namero significativo de resultados.



Este procedimiento se realiz6 con muestras de modelos experimentales de ratas inducidas
con Parkinson, las cuales se les extrajo el cerebro, corazén, pulmones y rifiones, se
procesaron con TRIzol para extraer y obtener ARN.

Al trabajar con ARN es necesario realizar una retro-transcripcion con un equipo de PCR
para asi obtener cadenas de ADN y copias de estas las cuales se conocen como ADN
complementario (CADN). Posteriormente se realiza amplificaciones de secuencias de un
gen en especifico del Receptor 3A de 5-hidroxitriptamina (serotonina), después, cuantificar
las amplificaciones con la presencia de la secuencia genética de interés; es importante el
cerciorarse que no haya impurezas de contaminacion o si los reactivos ya no sean utiles y
sea necesario utilizar nuevos. Para la retro-transcripcion y la amplificaciéon del gen de
interés se utilizd el kit comercial “Tag PCR master mix kit (QIAGEN ®)” donde se
encuentran los elementos necesarios para realizar estos procedimientos.

3.5 Construccion de Bases de datos

Se organizé la informacién obtenida de un total de 70 sujetos de los cuales fueron 35
Controles y 35 experimentales, con ayuda del programa Excel (Microsoft ®), para que todos
los resultados de los procedimientos se pudiera conocer su relevancia y realizar un analisis
con mas detalle para seguir avanzado con el proyecto externo.

3.6 Busqueda de articulos de revision y guias

En la base de datos National Center for Biotechnology Information (NCBI) y su derivado
PUBMED, se realiz6 la busqueda de revisiones cientificas (reviews) para establecer
antecedentes tanto de los dafos cognitivos generados por el contagio del virus de COVID-
19 y el estudio de la concentracion de microARN como diagndstico de enfermedades (10
en total), ademas, en las paginas principales de internet de las empresas de las cuales se
adquirieron los reactivos y material necesarios, se descargaron guias para realizar los
procedimientos de manera adecuada.

4. Metas alcanzadas

Durante la estancia en el Instituto Nacional de Rehabilitacion LGII se realizaron diversas
actividades relacionadas con los contenidos estudiados durante la licenciatura en Quimica
Farmacéutica Biol6gica de la UAM-Xochimilco, por ejemplo, extracciones de material
genético (ADN y ARN) y proteinas, determinacion de calidad, electroforesis en gel de
agarosa y RT-PCR, asi procesando todas las muestras de los pacientes con sintomas
cognitivos post-COVID-19 y el grupo control que se tenian en ese periodo. No hubo
pérdidas de muestras ya que con anterioridad se realizaron estandarizaciones para poder
desarrollar todas las técnicas de la manera mas adecuada y eficaz. Este proyecto externo,
se mantiene en curso, ya que se espera en durante todo este afio 2024, se incluya a una
mayor cantidad de pacientes lo que permitira la recopilacion de una mayor cantidad de
resultados y esto tendrd como resultado una mayor precision en el diagnostico. La
experiencia brindada es muy valiosa ya que se muestra un enfoque mas realista dentro del
laboratorio, desde conocer la importancia de cada procedimiento, cuidado y tiempo durante
los procesos de un proyecto dentro de un instituto importante en investigacion, ademas, el
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mejorar el concepto de buenas practicas de laboratorio, manejos de equipos, aplicaciones
de técnicas de biologia molecular.

Siempre se trabajé con respeto y apoyo constante de parte del personal involucrado en
esta investigacion, lo cual permitié un correcto desenvolvimiento en el laboratorio, guiando
de manera correcta, compartiendo experiencias y consejos para mejorar dentro del
laboratorio. La contribucién del servicio social prestado dentro del Instituto de Nacional de
Rehabilitacion LGII, contribuy6 al desarrollo, conocimiento y establecimiento de un método
gue contribuira a un mejor diagnéstico y, por tanto, mejor tratamiento, asi como para
enfermedades como el COVID-19 u otras enfermedades mundiales que se relaciones con
el estudio de los microARN vy su influencia en diversas patologias de interés nacional y
mundial.

5. Conclusiones

Para la fecha acordada de finalizacion del servicio social, todas las actividades realizadas
generaron compilaciones de las muestras con las que se contaba hasta esa fecha, (sujetos
experimentales y controles); ademas, se consiguio la estandarizacion de la técnica de RT-
gPCR, asi como la técnica de electroforesis a partir de las muestras obtenidas de roedores
con la enfermedad de Parkinson, lo cual sera valioso para este estudio en el futuro
inmediato, lo que implica un claro avance y fungiran como referencia para préximos
proyectos.
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