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La enferrnedad de coronavirus 2019 (COVID-19 por sus siglas en inglés) CI

coronavirus de tipo 2 causante del síndrome respiratorio agudo severCI

(SARS-CoV-2 por sus siglas en inglés), es una infeccién causada pCIr un virus de
ARN monocatenario, se identificó por primera vez en Wuhan, China, en 2019 (Barai
et al., 2824). Et COVID largo, también conocido como secuelas posagudas de la
infección por SARS-CoV-2 {PASC) se refiere a la persistencia de síntomas durante
al menos 12 semanas después de Ia fase aguda de la infección, COVID largo
implica manifestaciones neurológicas que alteran la vida cotidiana, entre las que se
encuentran el deterioro del pensamiento, problerna de rnemoria, fatiga, trastornos
del sueñs y dolores de cabeza (Reiss A. 8", et al., ZA23).

En teoría, después que el SARS-CoV-2 ingresa al cuerpo humano, se estimulan
diferentes tipos de células inmunes, estas células desencadenan la respuesta
inmune adecuada produciendo diferentes citocinas, quirniocinas, anticuerpos, etc.
Este virus puede infectar el sistema nervioso central iSNC) tras la entrada del virus
por la nariz a el ojo. Las partículas virales se transmiten al bulho olfatorio y luego al
tronco del encéfalo y posteriormente a todas las partes del cerebro. Además del
ataque directo a las células nerviosas, el COVID-I9 puede atravesar la barrera
hematoencefálica (BHE) a t¡'avés de los vasos sanguíneos y llegar al SNC. I-a
característica principal del COVID-19 es el aumento masivo de factores
proinflarnatorios en la sangre, lo que se conoce como "almacenamiento de
citoquinas" Esto lleva a la permeabilidad de la BHE y a la transmisión de
SARS-CoV-Z y de las células lnmu¡nes periféricas. Una vez que el COVID-19 ingresa
al SNC, les corresponde a los astrocitos y Ia microglia de combatirlo, estos están
regulados por los nniRNAs (Keikha R., et al.,2A23).

miRNA

Los microRNAs {rniRNAs o miR) son moléculas de ARN pequeño, monocatenario
que regulan la expresión Eenétlca uniéndose al ARN mensajero (ARNm) diana,
evitando la traducción o iniciando su degradación, lo qrre es fundamental para definir
la identidad celular durante el desarrollo y coordinar la actividad celular a Io largo de
la vida de la célula. nniRNAs constan de 21 a 23 nucleótidos de longitud pueden
regular casí un tercio del genoma humano, y están involucrados en diferentes vías,
como la proliferacién y muerte celular, metabolismo de las grasas y resistencia al
estrés. Desempeñan un papel importante en la interacción de COVID-19-huésped y
en la replicación viral al unirse a la región no traducida (UTR) 3'o 5'-UTR viral o al
afectar la síntesis de las proteínas asociadas al SARS-CoV-2 (Jankovic et al., 2023).
Los microRNAs se han identificado en biofluidos como Ia sangre, orina, lÍquido
cefalorraquídeo, saliva y lágrimas (Chorley B. N.. et af., 2ü21).

Papel de rniRNAs en memo¡'ia

Los miRNAs para los cuales se han reportado alteraciones significativas son;
miR-146a que desempeña un papel fundamental en la regulación de la respuesta
inmunitaria, especialrnente en respuesta a la inflarnación; miR-155 involucrado en la
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regulación de la respuesta inflamatoria; miR-16 se ha visto innplicado en procesos
biológicos, como la inflamaeión, muerte celular programada y la respuesta inmune
(Gaytan P. N., et al., 2ü22)

Por lo tanto en este trabajo el objetivo es obtener informacién sobre la expresión de
miR-146a en suerCI humano en sujetos control con COVID largo, y utilizando
miR-RNU6 üoms gen endógeno, debido a que el miRNA-146a antes descrito se ha
visto implicado en problemas de memoria.

.I',.,i f:: i* i",¡ *',i"; l-,ñ, qt i.,,&

Biofluids
Se utilizaron 5 muestras de sangre de sujetos control con COVID largo, extraídas en

octubre del 2023.

Extraccién de suero humano
En un tubo con anticoaEulante se dejó reposar 30 min a -25"C la muestra de sangre
previamente extraída. Posteriormente se centrifugó a 2,000 xg por 10 min a 4oC, se
procedió a separar el sobrenadante en tubos LoBind de 2 rnl y se guardaron las
muestnas en el ultracongelador.

Extraceión de RNA con Trizol en suero hun'¡ano
§e transfirieron 500 ¡tL de suero a un tubo DNA LoBind, posteriormente se agregé
1 mL de Trizol, se incubó a 25'C por 15 min, se homogeneizó por pipeteo
inmediatamente, se procedió a agregar 200 ¡:L de cloroformo, se mezcló por
inversión e incubé a 25"C por 5 rnin. Después se centrifugó a 12,00CI xg pCIr'15 rnin
a 4"C, se recuperó el sobrenadante, se agregó 500 ¡rL de isopropanol. §e mezcla
por inversión y nefrigeré durante 24 h a -20'C.
Una vez pasado este tiempo se centrifirgó a 12,000 xg por 2ü rnin a 4'C, se
descartó sobrenadante, se centrifugó a f 6,CI00 xg por 2 min a 4"C, se limpió el
pellet. Posteriormente, se lavó el pellet con 1 mL de etanol, se centrifugé a 'tr0, 00ü
xg por 10 min a 4'C se descartó sobrenadante, se repitió el lavado con etanol (dos
lavados) se evaporó el etanol sin dejar que el pellet se seque demasiado y por
último se resuspendió el pellet con 10 pL de agua libre de DNasas y RNasas y
posteriormente se cuantificó en e[ espectrofotómetro UV-Vis BioDrop, se procedió a
guardar las rnuestras en el u¡ltracongelador.

Reaccién en Gadena de la Polimerasa cCIn Transcripeión Reversa
(RT-PCR)
De acuerdo con el kit Taq{\llan@ ACvanced miRNA Assays (A25576, revisión C,
Applied Biosystems), este kit puede detectar y cuantificar los miRNAs a partir de
5-'10 ng utilizando 2 pL del ARN total, por lo tanto se realizaron las siguientes
reacciones.

Reacción de adición de la cola de Poli (A)
Se descongelaron las muestras y los reactivos de síntesis de cDNA en hielo,
verterlos suavemente para mezclarlos completamente, luego se centrifugó
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brevernente para bajar el contenido y eliminar las burbujas de alre. En un tubo de

microcentrífuga de 1.5 mL se preparó suficiente mezela de reacción de Foli (A) para

el número requerido de reacciones de acuerdo con la siguiente tabla:

Tahla 1. IVlaster mix la reacción de adición de la cola de Poli (A)

[1] los volúmenes incluyen un excedente del 10%

Nota: el reactivo PEG 8000 al 5A% debe estar a temperatura arnhiente para la
reacción de ligación del adaptador.

Se llevó al vortex la mezcla de Reacción de Poli (A) para mezclar cornpletarnente el
contenldo, luego se centrifugé brevernente para ba.lar el contenido y eliminar las
burbujas de aire.
Se agregó 2 pL de muestra a cada pozo de la placa de reacción de g6 pocillos,
luego se transfirió 3 ¡:L de l\llezcla de Reacción de Poli (A) a cada pozo" El volumen
total debe serde 5 ¡rL por pozo. Se selló la placa de reacción, secentrifugéa 1000
rprn durante 1 minuto a temperatura ambiente la placa y posteriorrnente se colocó la
placa en el Step0ne Flus con las siguientes condiciones:

Tabla 2. Condiciones utilizadas en el termociclador para Ia reacción de adición de la cola de Poli (A)

Reaccién de ligaciér¡ del adaptador
En un tubo de microcentrífuga de 1"5 mL, se preparó la sufieiente rnezcla de
reacción para el número requerido de reacciones, de acuerdo a Ia siguiente tabla:

Tabla 3. IVlaster mix ia reacción de del

a
AJ

Buffer de 1SX Poli (A) 0.5 pL 2.75 ¡:L

^TC:
0.5 ¡.rL 2.75 yL

Enzima Pr:li (A) C.3 ¡.tL 1.65 ¡iL

1.7 t¿l* 9.35 yLAgua libre de RNasa

Vof umen total de la
Reacción de Poli {A}

3.0 pL 16.5 pL

Poliadenilación 37"C 45 minutos

Detener la reacción 65"t 10 minutos

Hoid 4'C 30 minutos

reacct0n
5 [1]

reacciones

lígasa de
al 5X

Buffer de
DNA

3uL 16.5 ¡"tL

PEG BOOO 5O% 4.5 ¡.rL 24.75 yL

Adaptador de Ligación
al25X

0.6 ¡LL
? 'r ¡ ¡l

Ligasa RNA 1.5 pL 8.25 ¡tL

Nota: pr*ceder inmediatarnente a la siguiente reaccién.

1

reacción
5 11l

reacciones
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Agua libre de RNasa 0.4 ¡rL 2.2 yL

Volun¡en total de la
reaccién de ligación

10 ¡rL §5 pt-

[1] los volúmenes incluyen un excedente del 10%

§e llevó al vortex y se centrifuEó a 1000 rpm durante 1 minuto, se transfirieron 10 pll
de la lVlezcla de Reaccién de l-igación a cada pozo de la placa de reaccién que

contiene el producto de cola de Poli (A). El vslumen total debe ser de 15 pL por

pozo. Se sellé ia placa de reacción, se centr¡fugó a 1000 rpm durante 1 mlnuto a

ternperatura arnbiente la placa y posteriormente se colocó Ia placa en el Step0ne
Plus con las siguientes condiciones.

Tabla 4. Condiciones utilizadas en el termociclador para la reacción de ligación del adaptador

Ligación IO L 60 minutos

Haid 4L 30 minutos

Nota: prCIceder inn"rediatarnente a la siguiente reaccién

Reacción de Transeripción lnversa {RT}
En un tubo de microcentrífuga de '1.5 mL, se preparé Ia suficiente mezela de
reaccién para el número requerido de reacciones, de acuerdo a la siguiente tábla:

labla 5. Master mix para la reacclón de inversa

['i]los volúmenes incluyen un excedente del 10%

Se llevó al vortex y se centrifugó a 1000 rpm durante 1 minuto, transferir 15 ¡"rl- de la
[Vlezcla de Reacción de RT a cada pozo de la placa de reacción que cCIntiene el
producto de la reacción de ligación del adaptador. El volumen total debe ser de
30 UL por pozo" Se sellé la placa de reacción, se centrifugó a 1000 rpm durante 1

minuto a ternperatura arnbiente Ia placa y posteriCIrmente se eolocé la placa en el

StepOne Plus con las siguientes condiciones:

¿+

Reactivr:s 1

reacci0n

Buf¡,e¡ RT 5X 6 t.¡L 33 pL

dlrlTP i!4ix 1.2 ltL 6.6 ¡tL

Primer RT Universal
20x

1.5 ¡rL 8.25 ¡tL

16.5 pLEnzirna }"4ix R'T 10X 3uL

Agua libre de RNasa 3.3 pL 18.15 ¡iL

Vc¡lumen total de la
reacción de RT

15 ¡Ll- 82.5 ¡.rL

15 minutosTranscripción inversa

Detener la reacción 85"C 5 iÍinut0s

Hold 4"C Hold

Tabla 6. Condiciones ufilizadas en e! ternrociclecior la reacción de transcrrpción inversa

*;
:¡iti:

Faso Tenrperatura Tiempo
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Nota: almacena el praducto de !a reaceión RT hasta pon 2 rnese$ a -2ü.ü

Reacción¡ de miR-Amp
En un tubo de microcentrífuga de 1.5 mL, se preparó la suficiente mezcla de
reacción para el nurnero requerido de reacciones, de acuerdo a la síguiente tabla:

la*laT.hIastern:ix la reacción de mi

['l]los volúmenes incluyen un excedente del 10%

§e llevó af vortex y se centrifugó a 1üüü rpm durante 1 minuto, se transfirieron 45 ¡iL
de la Nlezcla de Reacciórr cle miR.-Amp a cada pozo de la placa de reaccién. §e
agregÓ 5 UL dei producto de la reaccién de RT a cada pozo de la reacción. El
volumen total debe ser de 5ü ¡.rL por pozo. Se selló la ptaca d* reaccién, se
centrifugó a 1üCIü rpm durante 1 n"linuto a temperatura amhiente la plaea y
posteriormente se colocó la placa en el Stepone Plus cCIn las siguientes
condiciones:

Tabla §. Condiciones Lrtilizada er: el tern¡ociclador pa:'a la reacción Ce m!R-Amp

Paso Temperatura Tiempo

Activación de la enzirna oÁ¡a 5 minutcs

Desn atu ralización o (,t- 3 segundos

Alirreamiento 60"c 30 segundos

Deiener la reacción óo. a 10 minutos

Hoid 4t 1 0 nrini¡ios

Nota: almacenar el praducto de la reacción de rniR-Anrp no diluido a -2ü'C por
hasta 2 rneses.

Reacción en Cadena de Ia Potrimerasá cuantitatlrra {qFCR}
El voiurnen totai para ias reacciones es de 2ü ¡.rL. §e descongelaron lcs reactivos an
hieno, se agité $uavemente para nnezclar rompletamente y luego se centrifugó nor
''10Ü0 rpm durante 'tr minuto para bajar el contenido y eliminar las burbujas de aire.
Se preparé una dilucién 1:10 de cDNA, §e agitó suavernente el frasco de Taqnran
Fast Advanced l\¡iaste¡" l\llix para mezclan completamente el contenidCI, NO se invefiié

5

1

reacctün

q ilt1, t,i
reaccione*

il4aster t¡ix miR-Arnp 25 ¡tL 137.5 pL

[\,'lix Primer miR-Amp
20x

2.5 yL 13"75 pL

Agua lihra de RNasa 17.5 yL 96.25 ¡rL

Vsklrnen total de la
nrezcla de reacción

de rniR-Arrp

45 pL 247.5 ¡tL
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la botella. En un tubo de microcentrífuga de 1.5 mL, se preparó suficiente nnezcla de
reacclón de acuerdo con la siguiente tabla:

Tabla *. llasler nrix la reacción de qFCR

un excedente

Se llevó al vortex el tubo de ia master mix para mezclar eompletamente y luego
centrifugar a 1000 rpm durante 1 rninuto para bajar el contenido y eliminar las

burbujas de aire. Se transfirieron 15 pL de la rnezcla de reacción de PCR a cada
pozo de la placa de 96 pocillos y 5 pL del cDNA diluido, el volumen total debe ser de
20 ¡rL por pocillo Como gen endógeno se utilizó el miR-RNU6, utilizando las mismas
condiciones con miR-146a, realizando un triplicado y un control sin plantilla (NTC
pCIr sus siglas en inglés) por cada muestra de los 5 sujetos teniendo un total de 36
pozos.

Se selló la placa de reaccién, se centrifugó a 1000 rpm durante 1 minuto a
temperatura ambiente y posteriormente se colocó en el Step0ne PIus con las
sigu ientes condiciones:

Tabla 10. Condiciones utilizadas en el termociclador ia reacción Ce DñP

Electroforesis
Se agregó .5 g de agarosa en 50 mL de Buffer TAE 10X hasta la completa
disolución, se añadieron 2 pL de naranja de acridina 1üoA, se deja solidificar, se
colocó en la cámara de electroforesis las muestras, añadiendo 4 ¡lL de muestra y
1 ¡rL de Trackit Orange Loading Buffer.

Extraceión de RFüA csn Trizol en suens huffieno
Al pellet obtenido de la extracción de ARN, se [e agregó 10 ¡:l- de agua libre de
RNasas y DNasas. Los resultados obtenidos de cuantificar en ei EioDrop en oetubre
de 2ü?3 en los 5 *r"rjetcs control fueron las *iguientes:

6

reaccron

TaqMan Fast
Advanced Master füix

(2x)

10 ¡.rL 55 ¡.;1

miR-146a 1uL 5.5 pL

Agua lii;re Ce RNasa 4uL 22 ¡:L

Volumen t*tal cte !a
Master Mix de PtR.

15 ¡rL 82.5 pl-

Tenrpeiatura Tiernpo Ciclos

Activación de la *nzima oqo/- 20 segundos 1

Desnatura lización 95"C 1 segundo

Alineamiento 95"C 20 seguncos

4A
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Tabla 11 . Resultados ¡:btenidos de ruanlificar el ARN en el BioDrcp en octubre dei 2ü23

Se descongelaron las niuestras y se volvió a medir en el BioDrop en septiembre del
2024.

Tabla 12. Resultados obtenidos de cuantificar el ARN en el BioDrop en septiembre del 2024.

§1 0-034 I.J¿{ I I.Yó

t j. u43 1.304 34.29

0.034 1.342 25.11

S4 0.045 1.341 31.46

cñ 0.045 t.Jo4 lo cc

Reacción en Cadena de la Polimerasa con Transcripción Revensa

{RT-PCR}
Los valores obtenidos de la tabla 13 se obtuvieron pCIr la concentración que requiere
el kit, 5 ng/¡rl, y rnenciona que se debe agregar 2 ¡rL del ARN total. En la siguiente
tabla se nnuestran ICIs volúmenes a utilizar por cada muestra y agua libre de DNasas
y RNasas"

Tabla 13. Vqlumen a utilizar cie RNrIA total libre de RNasas DNasas para cada muestra.

Se obtuvo el cDNA de acuerdo a las reacciones establecidas en el kit Taqfr/tani§^

Advanced miRNA Assays (A25576, revisién C, Applied Biosystems).

7

cl 0.263 1.80 4ñ tr

C' 4.877 1.80

ll -1 0.676 1.80 27

S4 0.s73 L83 34.9

0.785 1.82 31 .4,

Q.t 12 98 0-77 1.23

S2 34.29 030 1.74

QE ta.tt 0.40 ''l .60

S4 31.46 4.32 1.68

§5 29.98 0.33 1.67

Sujeto 42601280 Concentración
inglpL)

§ujeto 426ü 426ü/280

Volurnen del
ñNA total {¡":L)

Volurneñ de agua
libre cle RNasas
y DNasas (pl-)
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Reaccién en Cadena de la Polinnerasa cuantñtativa {qPCR.}
l-os resultados obtenidos del qFCR. en el Step0ne Plus fueron los siguientes
Se obtuvo la gráfica de amplificaci*t'¡"
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lmagen 1 . Gráfica de amplificación de miR-146a y miR-RNU6.

Electrofores¡s
Se corrió el gef a 80 V durante 40 rninutos, de acuerdo a la tabla 14 obteniendo la
siguiente imagen:

Imagen 2. Gel de agarosa del estándar de ADN 100 pb (pozo I , derecha) cDNA diluido de las 5 muestras (paza 2-6, derecha a

izquierda y miRNA 146a (pozo 7-11 , derecha a izquierda) y NTC (pozo 12).

Tabla 14. 0rden utilizado en el de

De acuerdo con los resultados obtenidos en la tabla 13, se observa qLte en e!

transcurso de un año el ARN se degraCé, seEún Seelenfreund et a[., el ARN es
altamente lábil y se degrada rápidamente si se almacena en condiciones
inadecuadas, la temperatura a la que se debe almacenar es a -20"C, -80'C o en
nitrógeno líquido para evitar reacciones degradativas, por ejemplo las Rhlasas que

ó

1 Estándar de ADN
100 pb

E cDNA diluioo 54 I nriF.NA 14üa 53

2 cDNA diiuido S1 6 cDNA diluido 55 10 nriRl{A 146a 54

J cDNA diluidc 52 7 miRNA 146a 51 11 miRNA 146a §5

4 cDNA diluido 53 I miRNA 146a 52 1t NTC

r
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degradan enzin:átiearner:te ei ARN acuoso son casi uhi*uas en todas las células y
§on una arnenaza constante de contaminación y degradación de ARN purificado.

En el laboratoriCI de Neuroeiencias Básica, los ultracengeladores presentaron fallas
a pa$ir de noviernbre del 2023, además de problemas en Na corriente eléctriea *n el

edificio de lnvestigación, se asume qure podría ser una de ias posihles causas que

se haya degradado el RNA y sumando que el BioDrop presenta fallas desde enerü
dei 2ü24, por Io tanto los resultados obtenidos no son confiables.
l-cs resultados obtenldos en la qFüR se puede obseryar en la imagen 1 que no

armplificaron los miR-146a y mIR-RNLJ6, debido a rllre ei ARN está d*gradado y que
la concentración utilizada es muy baja, por lo tanto se recofilienda que *n lcs
siguientes experimentos *e utilice una concentración mayür a los 5 nglpl- y psra
cot'nprobar los resultacios obtenidos se realizó ei gel de agarosa que se observa en
la imagen 2, mostrando únicamente el *stándar de ADN 10C pb.

i.:;,;Sa;¡,¡;§{#Pd
No se logró identificar Ia presencia o ausencia del miR-146a en muestras de suero
de sujetos control con COVID largo en concentración de 5 ng/¡:L de ARN total.

o
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