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ABREVIATURAS.

Kb: kilobases.

ARN: 4cido ribonucleico.

ACE2: receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2
ARNm: 4cido ribonucleico mensajero.

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.

gPCR: reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real.
RT: retrotranscripcion.

ADN:: 4cido desoxirribonucleico.

ADNc: 4cido desoxirribonucleico complementario.

Ct: ciclo umbral

AUC: érea bajo la curva.



ABSTRACT

The SARS-CoV2 global pandemic had an impact on public health and has opened
up new ways to study. In this context, microRNAs have emerged as potential biomarkers
for disease detection and understanding pathogenesis. MicroRNAs are small molecules
of genetic material with the ability to regulate gene expression. It has been shown that
miRNAs may be altered in some diseases, including COVID-19.

In the present study, miRNAs were isolated from saliva and serum samples of
COVID-19 cases using a commercial kit. Then a real-time qPCR was performed to
confirm the correct extraction of microRNAs by amplifying stable reference miRNAs. In
addition, miRNAs profiles expression were analyzed in serum and saliva samples from
patients with viral infection (17 subjects) and compared with a control group (9 subjects)
without infection.

The results showed an efficient extraction of microRNAs for all the serum samples
analyzed and for the 70% of saliva. A differential expression of miR-1246, which has
been associated with virus pathogenesis, in serum samples was observed between cases
and controls. On the other hand, in saliva samples, a significant overexpression of miR-
3195, was observed in COVID-19 cases.

In conclusion, miRNAs are efficiently isolated from serum, while an improvement
in the collection method and isolation protocol must be made for their isolation in saliva
samples. Our preliminary results suggest miR-1246 (in serum) and miR-3195 (in saliva)
as potential diagnostic biomarkers of COVID-19 suggesting it’s possible role in the

development of the disease.

1. RESUMEN

La pandemia provocada por SARS-CoV-2 ha generado un impacto en salud publica
y ha abierto nuevas ventanas de investigacion. En este contexto, los microARNs han
surgido como posibles biomarcadores para la deteccion de la enfermedad y la
comprension de la patogénesis. Los microARNs son pequefias moléculas de material
genético con capacidad para regular la expresion de genes de forma enddgena. Se ha
demostrado que los miARNSs pueden estar alterados en diversas enfermedades, incluido
el COVID-19.

En el presente estudio, los microARN fueron aislados de muestras de saliva y suero

en pacientes con COVID-19 utilizando un kit comercial. Después, se realizé la técnica de
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gqPCR para confirmar la correcta extraccion de los microARNs a través de la
amplificacion de miARNSs estables. Ademads, se analizaron los perfiles de expresion de
miARNs en muestras de suero y saliva de pacientes infectados (17 sujetos) en
comparacion con el grupo control (9 sujetos) sin infeccion.

Los resultados revelaron una eficiente extraccion de microARNs en todas las
muestras de suero analizadas, y un 70% en muestras de saliva. En las muestras de suero,
se encontraron diferencias significativas en la expresion de miR-1246, el cual se ha
relacionado con la patogénesis viral. Por otro lado, en las muestras de saliva se observo
una sobreexpresion significativa del miR-3195 en los casos de COVID-19.

En conclusién, los microARNSs se aislan eficientemente en suero, mientras que en
las muestras de saliva se debe mejorar el método de recolecciéon y el protocolo de
asilamiento. Los resultados preliminares sugieren los miR-1246 (en suero) y miR3195
(en saliva) como potenciales biomarcadores de COVID-19, dada su posible implicacion

en el desarrollo de la enfermedad.

2. INTRODUCCION

El brote en 2019 de la enfermedad COVID-19 (del inglés, Coronavirus Disease
2019), en Wuhan, China, se convirtié en una pandemia global con graves repercusiones
en el ambito de salud publica, la sociedad y la economia. (1)

Se identificé como agente causal al virus SARS-CoV-2, perteneciente a la familia
Coronaviridae, especificamente a la subfamilia Orthocoronaviridae, del género
Betacoronavirus. Su genoma es de 26-32 kilobases (Kb) compuesto por ARN
monocatenario de polaridad positiva. Este codifica el material necesario para permitir la
replicacion del virus en la célula huésped (2, 3, 4).

La sintomatologia de la enfermedad varia ampliamente desde casos asintomaticos,
hasta cuadros respiratorios agudos y potencialmente mortales, ya que existe una gran
heterogeneidad interindividual. La principal via de transmisiéon es mediante aerosoles,
pequefias gotas en suspension que acceden al organismo a través de la boca y fosas
nasales. El mecanismo patogénico se centra en la proteina S, ubicada en la superficie del
virus que, tras su hidrdlisis mediante proteasas, se escinde en dos fragmentos: el
fragmento S2 que permite la entrada a la célula huésped y el S1 implicado en la activacion

del receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2). El receptor ACE2 se



expresa en diferentes tejidos como el aparato cardiovascular, el tracto respiratorio

inferior, los rifiones, y también en el tejido gastrointestinal (2, 4).

Proteina de la envuelta (E)

Proteina de membrana (M)

Proteina de la espicula (S)

Nucleocépsida / RNA

Membrana lipidica

Figural. Estructura del SARS-CoV2. Adaptado de: ADNInstitut

La investigacion acerca de la patogenia viral y su deteccion ha sido fundamental en
la resolucion de la pandemia. Esto ha permitido afrontar la amenaza que supuso el SARS-
CoV-2 ala poblacion, enfocandose en el estudio de posibles biomarcadores que permitan
el diagndstico de la enfermedad, asi como prevenir la progresion de ésta hacia formas
mas severas. (5)

Los microARNs son pequefias moléculas de ARN monocatenario de polaridad
positiva (18 a 22 nucle6tidos). Estas moléculas estdn presentes en el genoma, pero no son
codificantes; no obstante, son un componente epigenético endégeno que destaca por su
capacidad de regular la expresion génica (6, 7). Los microARNs son capaces de unirse
especificamente al ARNm interfiriendo directamente en la traduccién a proteinas. Estas
moléculas de material genético estan implicadas en procesos bioldgicos como la
apoptosis, la diferenciacion celular y el desarrollo tisular (6, 7, 8). En el organismo se
encuentran en diversos tejidos y fluidos corporales, como el suero y la saliva (9).
Actualmente, se estudia su uso como posibles biomarcadores de diferentes patologias,
por ejemplo, el cancer, la osteoporosis, enfermedades cardiovasculares y la diabetes
mellitus tipo 2. (7, 8)

Los estudios sobre microARNs como biomarcadores de la COVID-19 se han
realizado sobre todo en relacidn con las formas severas de la enfermedad. Es posible que

aquellos pacientes que presentan cuadros agudos expresen ciertos microARNs que



promuevan la patogénesis viral, mientras que otras formas leves presenten perfiles

capaces de frenarla (10).

3. OBJETIVOS

Los objetivos principales de este estudio son los siguientes:
e Comparar el rendimiento de la extraccion de microARNs a partir de diferentes
tejidos (suero y saliva) de individuos con COVID-19.
e Validar la eficiencia de la extraccion mediante la determinacion de la expresion
de microARNSs estables (o de referencia) en cada tipo de tejido por qPCR.
e Determinar la expresion de ciertos microARNs potencialmente desregulados en

suero y saliva que puedan ser ttiles como biomarcadores de la enfermedad.

4. MATERIAL Y METODOS.

4.1 SELECCION DE MUESTRAS.

Para el presente trabajo, se incluyeron muestras bioldgicas de un total de 17 sujetos con
diagndstico positivo de COVID-19 mediante PCR. Se incluyeron de cada individuo dos
tipos de muestras de diferentes tejidos: suero y saliva (Tabla 1). También se
seleccionaron muestras de 9 sujetos control, con diagndstico negativo de COVID-19 y
sin infeccidon viral reportada en los dos meses previos. Todas las muestras fueron
conservadas a una temperatura de -20°C para impedir la degradaciéon del material

genético, hasta su posterior analisis.

Tabla 1. Muestras bioldgicas incluidas en el estudio de cada grupo de estudio.

Tipo de muestra Casos COVID-19 (n) Individuos control (n)
Suero 17 9
Saliva 17 9
4 2EXTRACCION DE ARN.

Los microARNs se extrajeron a partir de las muestras bioldgicas utilizando el kit
comercial miRNeasy Serum/Plasma Advanced kit (QIAGEN), siguiendo el protocolo del

fabricante. Se utilizaron de partida 200 uL. de muestra tanto de suero, como de saliva.



Para el proceso de extraccion, se afiadi6 el tamp6n de lisis a la muestra para romper las
membranas celulares y que el material genético quede desprotegido. Después, se
centrifugé para separar los fragmentos de componentes celulares mas pesados. A
continuacion, se extrajeron 200 uL. del sobrenadante que se transfirieron a una columna
de centrifugacion, y se realizaron varios lavados con etanol con el fin de que precipiten
los 4cidos nucleicos. Finalmente, el ARN retenido en la membrana se eluy6 con 20 pL.
de agua libre de nucleasas y se cuantific6 por medio de espectrometria utilizando el
equipo Nanodrop lite (ThermoFisher). Esta técnica utiliza la absorbancia de luz por una
muestra a una longitud de onda especifica (260 nm) que se correlaciona mediante la
ecuacion Lambert-Beer con la concentracion de miARN presente expresada en ng/pl. Se
evalu6 la calidad mediante la relacion de absorbancia a 260 nm y 280 nm (A260/A280),
ésta debe de ser superior a 1,5-1,8. La lectura de absorbancia a 280 nm proporciona
informacion acerca de la presencia de contaminantes, como proteinas o etanol. Luego, se

almacend a -20°C hasta su posterior andlisis.

Muestras de sangre

i
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't'@ — — I.. %M .I — g
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T \ _ v:’/m .y ' A9
s s ¢ | )
\ Columna de microARN
Centrifugacion centrifugacion purificada

Muestras de saliva

Created in BioRender.com bio

Figura 2. Esquema del proceso de extraccion de microARNSs de las muestras de

estudio. Creado en: Biorender.

4 3RETROTRANSCRIPCION.

A continuacion, se procedid con la reaccion de retrotranscripcion que consiste en la
reaccion catalizada por una enzima tipo ADN-polimerasa conocida como transcriptasa

inversa con el fin de obtener ADNc a partir de ARN. Para este proceso se usé el kit
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comercial miRCURY LNA RT kit (QIAGEN). La reaccién se llevd a cabo en un
termociclador del modelo ProFlex (Aplied Biosystems). Las condiciones de reaccion
utilizadas se detallan a continuacion (Tabla2) y los procesos implicados en la

retrotranscripcion (Tabla3).

Tabla 2. Detalle de los reactivos empleados en la reaccion de retrotranscripcion.

Reactivos Volumen por reaccion (ul)
10X Tampon de RT 2
25X mezcla de dANTPs (100mM) 0,8
10X Cebadores Random 2
Transcriptasa MultiScribe™ Reverse 1
H,0 libre de nucleasas 472
Volumen total 10

Los volimenes que se muestran son para una reaccion. A partir de

esta mezcla se dispenso 10 ul a cada tubo.

Tabla 3. Condiciones de termociclado de la reaccion de retrotranscripcion.

Proceso Tiempo Temperatura
Incubacion 60 min 62°C
Inactivacion enzimdtica 5 min 95 °C

Una vez finalizada la reaccion se cuantifico el ADNc obtenido cono el mismo

método descrito en el punto 3.2.

44PCR EN TIEMPO REAL (qPCR).

Los microARNSs a analizar en este trabajo fueron seleccionados a partir de un
estudio piloto realizado por el grupo de investigacion, en el que se determind la expresion
diferencial de miARNSs en pacientes con COVID-19 leve o asintomaticos, mediante una
técnica de secuenciacidon masiva, Next Generation Sequencing (NGS). Esta técnica
permitié detectar aquellos miARNs que se expresan de manera estable en cada tipo de
tejido (suero o saliva), y, por tanto, que se pueden utilizar como instrumento de
comprobacion de la correcta amplificacion del ADNc obtenido en las muestras de suero
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y saliva incluidas. Se detectaron alrededor de 150 microARNs desregulados, de los cuales

18 microARNs en muestras de suero y 1 microARN en muestras de saliva cumplian los

criterios estrictos necesarios para considerar una diferencia de expresion significativa

(p>0.001 y FDR<0.05) entre casos COVID-19 y controles, como candidatos de

validacion por qPCR (trabajo presentado en las Jornadas CIBERINFEC-CIBERES,

Madrid, 2023).

La gqPCR es una técnica de biologia molecular, altamente sensible, utilizada para
detectar secuencias especificas. También, permite cuantificar los niveles de expresion
génica y realizar un andlisis comparativo de las expresiones relativas entre dos grupos.
Existe un parametro de medida conocido como ciclo umbral (Ct) que aporta informacion
acerca de los ciclos necesarios para que la muestra amplificada alcance un umbral de
deteccidn cuya sefal sea significativamente superior al ruido de fondo. Por consiguiente,
este valor depende principalmente de la cantidad de ADN inicial.

En el presente trabajo, se realizo:

1. Una qPCR en tiempo real para comprobar la eficiencia de extraccién en cada tipo de
muestra. Para ello, se utilizaron microARNs que se expresan de manera estable, es
decir, aquellos genes cuya expresion sea relativamente constante en cada tipo de
muestras y presenten menor desviacion estandar. Estos genes son de gran relevancia
para la normalizacion de los datos y la comparacion de las expresiones génicas. Estos
fueron miR-26a-5p en suero y miR-3195 en saliva.

2. Ademas, se evalud la utilidad de dos posibles microARNs (uno en suero y otro en
saliva) como biomarcadores de la enfermedad. Para ello, se comparé la expresion de
un gen candidato respecto a uno de referencia (gen de expresion estable). En este
estudio, se determind la expresion relativa de los miARNs: miR-1246 en suero junto a
miR-26a-5p como referencia, asi como la expresion de miR-3195 en muestras de
saliva junto a miR345-5p como referencia. La validacion se realiz6 en el grupo de
sujetos con COVID-19 y sujetos control incluidos en este trabajo.

Para la reaccion de qPCR se utiliza el kit miRCURY LNA Sybr Green PCR Master
Mix (QIAGEN Inc, Alemania) en una mezcla de reaccion final de 10 pl, que contiene:
los cebadores especificos a 200nmol/L, 1X de la enzima polimerasa y el fluorocromo, y
3ng de la muestra de ADNc a amplificar. El compuesto quimico SYBR Green, actiia
como fluorocromo que se intercala en las moléculas de ADN pudiendo indicar la cantidad
de material genético amplificado a través de fluorescencia. Los reactivos utilizados se
recogen en la Tabla 4.
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Tabla 4. Reactivos utilizados en la reaccion de qPCR

Reactivos Volumen por reaccion (ul)
Tampén con SYBER + ROX 5,5
Cebadores 0,5
H,O0 libre de nucleasas 1
ADN molde 3
Volumen total 10

La reaccion de qPCR se realiza en un termociclador StepOnePlus real-time PCR

system (Applied Biosystem, USA) en las siguientes condiciones (Tabla 5):

Tabla 5. Condiciones de reaccion de la qPCR para la determinacion de la expresion génica.

Proceso Tiempo Temperatura
Desnaturalizacion ADN 15 min 95°C
Desnaturalizacion ADN 15 seg 94 °C

40 CICLOS Hibridacion de cebadores 30 seg 55°C
Amplificacion secuencia 30 seg 72 °C

Etapa 1: Sintesis de la primera hebra (RT)

miRNA maduro

B — AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
—AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
-TATATTTTTITTT
<+— \
ancla degenerada de 3' etiqueta universal de 5'

Etapa 2: Amplifibacic’m por PCR en tieAmpo real

Cebador directo especifico de miR

® ————> _TITTITTITITTI

Cebador inverso especifico de miR

— _____ (VPN

Figura 3. Reaccion de 1- Retrotranscripcioén y 2-qPCR para la
amplificacion de miRNAs especificos utilizando SybrGreen.
Adaptado de: Ensayos LNA RT miRCURY microARN (QIAGEN)
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En primer lugar, se realizaron las qPCR con miARNs de expresion estable para
comprobar la amplificacion del ADNc y posteriormente utilizarse como referencia para
la normalizacion de los datos. Luego, se procedio a trabajar con miARNs diana. Se utiliza
un ensayo especifico que contiene la pareja de cebadores para detectar un microARN
singular en cada reaccién (Figura 2). En la Tabla 6 y Tabla 7 se muestran los ensayos

comerciales escogidos para la amplificacion de los miARNs diana.

Tabla 6. miARNs estudiados en muestras de suero.

SUERO
Gen de referencia Referencia del ensayo (Quiagen)
miR-26a-5p YP00206023
Gen diana
miR-1246 YP00205630

Tabla 7. miARNs estudiados en muestras de saliva

SALIVA
Gen de referencia Referencia del ensayo (Quiagen)
miR-345-5p YP00206006
Gen diana
miR-3195 YP02100869

4 5ANALISIS ESTADISTICO.

A continuacidn, para determinar los valores de expresion relativa de cada miARN
estudiado se utilizé el método AACt que permite comparar la variaciéon de la expresion

del gen de interés con respecto al gen de referencia. Se aplica la siguiente formula:

ACt (muestra) = Ct (gen de interés) — Ct (gen de referencia)

Tras la comparacion de los Ct en estudio, se obtiene una ratio de expresion entre
ambos miARNSs al que se le aplica logaritmo para la normalizacion de los datos para
disminuir su dispersion (9). Después, se realiza el andlisis de los datos para estudiar la

expresion génica relativa aplicando la siguiente ecuacion:

ACt-2Ct.

Para el analisis estadistico de los datos se utilizé el programa estadistico SPSS

Statistics v.26 asumiendo un valor de significacion de p<0,05 en cada prueba.
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Se utiliz6 la prueba estadistica t-Student o la no paramétrica Mann-Whitney U,
segun la normalidad en la distribucion de los datos, para determinar si existen diferencias
significativas en la expresion génica de dos grupos de estudio, casos de COVID-19 frente
a controles negativos.

Ademas, se empled el analisis de curvas ROC (del inglés, Receiver Operating
Characteristic) para evaluar la utilidad de los microARNs como biomarcadores. Esta
herramienta estadistica proporciona una representacion grafica de la sensibilidad y la
especificidad a diferentes porcentajes. En la que la sensibilidad (verdaderos positivos)
conforma el eje Y, mientras que la especificidad (falsos positivos) se representa en el eje
X. En este estudio, las curvas ROC se construyeron a partir de los resultados de expresion
obtenidos de los microARNs en muestras de suero y de saliva en los dos grupos de
estudio: individuos positivos y negativos para SARS-CoV?2. El drea bajo la curva (AUC)
(del inglés, area under the curve) ROC es una medida cuantitativa que permite conocer
la eficacia de la prueba diagndstica, es decir, la capacidad discriminativa de la prueba. Un
valor de AUC cercano a 1 indica que la prueba diagndstica tiene una alta capacidad
discriminativa. Sin embargo, valores cercanos a 0,5 significa que la prueba esta

aleatorizada.

S RESULTADOS

5.1 EXTRACCION DE miARNs Y RETROTRANSCRIPCION.

Después del aislamiento de los miARNSs, se determiné tanto la cantidad, como la
calidad mediante espectrometria. Los resultados de concentracién y pureza de miARNs
obtenidos de las muestras de suero y saliva, tanto de pacientes positivos en COVID-19
como de controles negativos, se recogen en la Tabla 8 y Tabla 9.

En cuanto al rendimiento de extraccion de microARNs en muestras de saliva y suero, se
consiguieron cantidades e indice de pureza similares entre los dos tipos de muestra, sin
embargo, el indice de pureza es ligeramente mayor en muestras de saliva, ya que se

encuentra en un rango entre 1,1-1,71, mientras que en las de suero estd entre 0,62-1,24.
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Tabla 8. Resultados de la extraccion de Tabla 9. Resultados de la extraccion de

miARN en muestras de suero. miARNSs en muestras de saliva.
Muestras COVID-19 Muestras COVID-19
N°de Concentracion Pureza N°de Concentracion Pureza
muestra (ng/ul) (abs 260/280) muestra (ng/ul) (abs 260/280)
204 14 .4 0,77 204 16,2 1,48
205 113 0,77 205 7.8 1,22
207 144 0,89 207 16,8 1,35
211 9,6 0,78 211 10,7 1,31
223 12,1 0,95 223 53 1,25
224 16 1,03 224 9 122
225 19 0,85 225 7,7 1,61
226 14,6 1,01 226 10 12
228 11,3 0,84 208 10,6 14
230 11,3 0,91 230 93 1,49
233 13,6 0,78 233 9.1 1,39
236 12,5 0,63 236 198 15
237 11,3 0,98 237 274 1,75
239 15.1 0.66 239 179 1,39
241 10,5 0,62 24] 85 171
244 25.6 1,14 244 18,4 1,52
246 e (] 246 20,6 1,52
Muestras control Muestras control
N°de Concentracion Pureza N°de Concentracion Pureza
muestra (ng/ul) (abs 260/280) muesira (ng/uL) (abs 260/280)
7255 11,8 0,93
7258 149 124 3312 11,9 1.1
7464 6.5 0.84 5664 72 1,33
7465 33 075 1001 8.8 141
7470 15.1 0.99 1002 11,9 1,35
8023 8.1 0.81 1003 10,7 1,54
8024 8 0.56 1004 15,6 1,62
8524 72 091 1005 17,6 1,64
4259 17 0,94 1006 13 1,39
1007 132 1,55

A continuacion, y tras la retrotranscripcion, se comprobo la calidad y concentracion
del ADNCc obtenido de las muestras de estudio. Los valores de cantidad y pureza fueron
similares en todos los tipos de muestra, mostrando concentraciones adecuadas, con
valores en un rango entre 178,2-222,1 ng/ul, y grados de pureza aceptable para sus ADNc,

entre 1,62-2. Los datos se recogen en la Tablal y Tabla 2 del Anexol.
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5. 2DETERMINACION DE LA EXPRESION DIFERENCIAL DE LA
EXPRESION DE miRNAs POR gPCR. VALIDACION.

Se determind la expresion del miARN de referencia, miR26a-5p, y miR345-5p en
muestras de suero y saliva respectivamente.

El resultado del experimento de qPCR genera una curva de amplificacion que
muestra la acumulacién de producto (ADN) con respecto al nimero de ciclos. Se pudo
observar que se generaron curvas de amplificacion para los dos miARNs de referencia en
todas las muestras de suero (Figurad4) y en la mayoria de las muestras de saliva (70%)
analizadas (Figura5).

Amplification Plot
100

0.212462

ARN

0.01

0.001

0.0001

|
0.00001 “

0.000001

Cycle

Figura 4. Curva de amplificacién para miR26a-5p en suero.
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Figura 5. Curva de amplificacién para miR345-5p en saliva.
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e  miARNs diferencialmente expresados en muestras de suero.

Se determind la expresion del miARN de referencia, miR-26a-5p y el miARN diana
miR-1246 resultantes del estudio preliminar de NGS.

Se observé que ambos microARNs amplificaron en todas las muestras de suero,
tanto en los casos como en los controles. Las curvas de amplificacion de las muestras de
suero para el gen de referencia miR-26a-5p mostraron un Ct medio de 30,67. En cuanto
al miR-1246, los resultados obtenidos presentan un Ct medio de 34,35. El andlisis
estadistico permiti6 determinar la existencia de diferencias significativas en la expresion
del miR-1246 entre individuos con diagndstico positivo de COVID-19 y el grupo de

controles negativos (Figura6).
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Figura 6. Representacion de la expresion relativa del miR-1246

en suero de pacientes infectados con SARS-CoV-2 y controles negativos.

e miARNs diferencialmente expresados en muestras de saliva.

Los miARNSs determinados en muestras de saliva fueron los siguientes: el miR-
3195 como miARN diana y el miR345-5p como miARN de referencia.

Se observd que un pequefio subconjunto de ellas no mostré amplificacion en la
reaccion de qPCR para el miARN de referencia. Las muestras de pacientes con infeccion
viral que no amplificaron fueron las siguientes: n°223, n°224, n°225, n°226,n°233, n241.
En cuanto al grupo control, tampoco se detectaron curvas de amplificacion en tres
muestras (n°1001, n°1002). La falta de amplificacion en estas muestras puede deberse a
varios factores, como, por ejemplo, el rendimiento de la extraccion y la calidad del ARN

obtenido. Es importante destacar que, la mayoria de las muestras en las que no se obtuvo
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un resultado satisfactorio, se obtuvieron concentraciones inferiores a 10 ul tras el proceso
de extraccion y purificaciéon de los microARNS.

El resto de las muestras mostraron una curva de amplificacion exponencial lo que
indica una buena eficiencia en la reacciéon qPCR. Las curvas de amplificacion para el gen
de referencia miR-345-5p, mostraron un Ct medio de 32,13. En este caso el andlisis
estadistico determin la existencia de diferencias significativas en la expresion del miR-

3195 entre individuos con COVID-19 y el grupo control (Figura 7).
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Figura 7. Representacion de la expresion relativa del miR-3195 en

saliva de pacientes infectados con SARS-COV?2 y controles negativos.

Los resultados obtenidos en el estudio ROC mostraron que el AUC para miR-1246 en
muestras de suero presenté un valor de 0,8 (IC=0,67-0,89; p=0,001). Por otro lado,
aunque con menor nimero de muestras analizadas, el AUC del miR-3195 en muestras de

saliva es de 0,9 (I1C=0,76-1,00; p=0,02).
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6 DISCUSION.

e Extraccion de miRNAs de muestras de suero y saliva. Retrotranscripcion.

En relacion con rendimiento de extraccion se consiguieron cantidades similares de
miRNAs en los dos tipos de muestra. En cuanto al indice de pureza, todos los valores
obtenidos fueron inferiores a 1,5-1,8, y ligeramente mayor en muestras de saliva en
comparacion con las de suero. Se ha mencionado en algunos estudios que la
espectrofotometria suele sobreestimar la cantidad de miARNSs detectando otros dcidos
nucleicos o proteinas derivadas del proceso de extraccion (12). Ademas, relacionaron los
niveles de pureza obtenidos con la cantidad de células presentes, por lo que el bajo indice
de absorbancia 260/280 puede deberse a una baja concentracion de miARNs. Por ello, el
uso de Nanodrop se utiliza como un método orientativo para determinar la cantidad y
pureza de la extraccion de microARNs. No obstante, tras la RT los resultados obtenidos
de la cuantificacion de ADNc muestran valores optimos de absorbancia a 260/280nm,
esto indica que los indices de absorbancia no se deben a contaminacién de las muestras,
en cambio, son producto de la baja concentracion de miARNSs.

No obstante, a pesar de los resultados satisfactorios en la RT, algunas muestras de
saliva no amplificaron los miARNSs estables en la reacciéon de qPCR, mientras que todas
las muestras de suero amplificaron correctamente. La presencia de componentes como
proteinas, enzimas y lipidos en muestras de saliva, pueden saturar la membrana de la
columna durante la extraccion, y, de no ser eliminados correctamente pueden actuar como
inhibidores. Con lo cual, su utilidad estd influenciada por estos factores y afectard al
rendimiento de la reaccién. Para superar este inconveniente, se podrian utilizar métodos
que incluyan procesos de eliminacion de inhibidores antes de la extraccion de
microARNs. De la misma manera, la utilizacién de un kit de extraccion de microARN
especifico para muestras de saliva permitiria maximizar el rendimiento, sin embargo, ain
son escasos en el mercado. Otro factor limitante que puede influir en el rendimiento es

la colecta y conservacion de la muestra.

e Validacion por gPCR de miRNAs desregulados, potenciales biomarcadores.

Los resultados revelaron perfiles de expresion diferencial para los microARNs
analizados en cada tipo de muestra, lo que sugiere una posible implicacion de estas

moléculas en la respuesta bioldgica frente al virus. Estas diferencias pueden ser reflejo de
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las caracteristicas fisiolégicas, la composicion celular y sobre todo la respuesta
inmunitaria de los individuos infectados.

En el caso de las muestras de suero, se encontraron diferencias significativas en el
perfil de expresion del miR-1246, estando sobreexpresado entre los casos con COVID-
19 en comparacion con los sujetos control sin infeccidon. El miR-1246 se ha estudiado en
el contexto de diversas enfermedades, y se ha documentado su repercusion en varios tipos
de céncer (13). También se ha relacionado con la modulacién de la expresion del receptor
de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2), el cual estd implicado en la
patogénesis del virus SARS-Cov-2. Diferentes estudios in sillico han observado que la
sobreexpresion del miR-1246 disminuye la expresion del receptor ACE2; éste actiia como
diana celular y permite el ingreso del virus en la célula. Por consiguiente, una menor
expresion del receptor ACE2 puede disminuir la infectividad del SARS-CoV?2 limitando
su via de entrada a la célula, influyendo, probablemente, en la gravedad y/o progresion
de la enfermedad, lo que podria correlacionarse con la severidad de la sintomatologia en
los pacientes infectados (14,15). Ademas, segun los resultados preliminares, el analisis
de las curvas ROC de este microARN muestra criterios de sensibilidad y especificidad
que lo avalan como una potencial herramienta de diagndstico. No obstante, a pesar de que
esta hipdtesis estd soportada por otras publicaciones, se deben realizar estudios
funcionales in vitro para confirmar su mecanismo de accién, asi como evaluar su
expresion en cohortes mds amplias.

Por otro lado, los resultados obtenidos en las muestras de saliva demuestran que la
expresion del miR-3195 se encontrd incrementada en los casos con COVID-19 frente a
los controles. La sobreexpresion de este microARN se ha asociado con céncer de prostata
(16) y con la severidad en casos de dafio cerebral (17). Sin embargo, el miR-3195 es un
microARN poco estudiado, por lo que ain no se comprende completamente su funcion.
No obstante, los resultados preliminares obtenidos en el andlisis ROC su uso como
biomarcador que refleja la presencia del virus en vias respiratorias superiores. Aun asi, se
deberian de realizar mas estudios para validar su expresion en cohortes de mayor tamafio,
asi como para conocer con precision la funcidn de este microARN y su posible relacion

con la patogénesis del virus.
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7 CONCLUSIONES.

e [a extraccion microARNs a partir de muestras de suero y saliva por el método
descrito, resultaron en un rendimiento adecuado, principalmente en suero, que
permitieron su posterior analisis por RT y qPCR. Respecto a la pureza, se concluye
que su medicion por espectrofotometria tiene un caracter orientativo debido a la poca
cantidad de estos pequefios ARNSs en este tipo de fluidos.

e [.a falta de amplificacion de los miARNSs de referencia, en ciertas muestras de saliva
nos lleva a recomendar una mejora de los métodos de colecta y/o protocolos de
extraccion de estas moléculas en este fluido.

e La concentracion y pureza obtenidas tras la retrotranscripcion indican que la RT
presentd un alto rendimiento en ambos tipos de muestras.

¢ Se confirm6 mediante qPCR que los microARNs estables amplificaron en todas las
muestras de suero, estos resultados respaldan la estabilidad y la idoneidad de los
miARNSs seleccionados como genes de referencia para la normalizacion de los datos.

e [a expresion diferencial del miR-1246 observada en muestras de suero, el cual se
relaciona directamente con el mecanismo patogénico de SARS-COV-2, sugieren este
miARN como potencial biomarcador diagndstico en la progresion de la infeccion.

e En relacién con el miR-3195 en muestras de saliva, se concluye que este microARN
mostré una expresion significativa y potencial utilidad en el diagndstico de la
COVID-19. Esto sugiere que el miR-3195 puede desempefar un papel importante en
la regulacion de la expresion génica y podria tener implicaciones en la patogénesis
viral.

e Estudios posteriores a nivel funcional y de validacion en cohortes mas amplias son

necesarios para corroborar los presentes hallazgos.
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ANEXO 1

Los resultados de la cuantificacion de ADNc después de realizar la retrotranscripcion.

Se detallan los valores de concentracion y pureza.

Tabla 1. Resultados obtenidos tras la RT en Tabla 2. Resultados obtenidos tras la RT en
muestras de suero muestras de saliva
Muestras COVID-19 Muestras COVID-19
N°de muestra Concentracion Pureza N°de muestra Concentracion Pureza
(ng/ul) (abs 260/280) (ng/ul) (abs 260/280)
204 2155 1,8 204 195 1,83
205 2044 1,8 205 198 1,85
207 1974 1,82 207 203,1 1,86
211 196.,6 1,85 211 2221 1,88
223 213,8 1,81 223 210,3 1,84
) , 225 2032 19
226 202, 1,75 226 1995 19
228 2146 1,91 228 213.7 1.83
e —
’ 2 233 212 1,88
e —
2 2 237 2144 1,97
239 2049 1,8
239 216 2
241 208.,8 1,87 241 215
J 1,97
244  207.,5 1,84
246 2143 1,63 244 2035 191
: 2 246  206,5 1,85
Muestras control Mauestras control
N°de muestra  Concentracion Pureza . -
) (abs 260/280) N°de muestra  Concentracion Pureza
(ng/ul) (abs 260/280)
7255 1946 1,78
7258 191 178 3512 178 1,78
7464 2018 179 664 IR L0
7465 2082 186 1001'| 197,1 1,86
7470 192 177 1002 2009 1,88
8023 2009 1 84 1003 205.3 1.89
8024 206 1.8 1004 2039 1,88
8524 202 1.8 1005 2004 1,79
4259 1938 1,66 1006 | 178,2 1,76
1007 1856 1,78
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