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RESUMEN

La enfermedad COVID-19, causada por el virus SARS-CoV-2, ha generado una emergencia
sanitaria mundial debido a su rapida propagacion y significativa mortalidad, especialmente en
pacientes con inflamacion severa mediada por el inflamasoma NLRP3. Este estudio evalua el
potencial terapéutico del miRNA-133b para inhibir la activacion del inflamasoma NLRP3 en
monocitos infectados con SARS-CoV-2. Utilizando técnicas de cultivo celular, lipofeccion y
analisis inmunoldgico, se demostrd6 que el miRNA-133b reduce significativamente la
produccion de caspasa-1, marcador clave de la inflamacion y piroptosis celular.

En un modelo experimental, se logré aislar monocitos humanos de sangre periférica, los cuales
fueron infectados in vitro con SARS-CoV-2. Posteriormente, se evalud la efectividad de la
transfeccion mediante un plasmido portador del miRNA-133b, alcanzando un 40% de éxito. La
medicién de la caspasa-1 mediante ensayos de quimioluminiscencia mostr6 una marcada
reduccion en monocitos tratados con miRNA-133b, con diferencias estadisticamente
significativas respecto al control positivo (p=0.001). Estos resultados corroboran la capacidad
inhibitoria del mMiIRNA-133b sobre la inflamacién mediada por el inflamasoma NLRP3, con una
respuesta comparable a la de monocitos no infectados (p=0.642).

Adicionalmente, se identificd que el gen reportero del plasmido de transfeccion podria interferir
parcialmente en la medicion de fluorescencia, sugiriendo la necesidad de estudios futuros para
optimizar el disefio experimental. Sin embargo, los datos obtenidos evidencian un prometedor
efecto terapéutico del miRNA-133b en la modulacion de procesos inflamatorios severos, lo que
podria extenderse a otras enfermedades caracterizadas por la hiperactivacion del inflamasoma
NLRP3.

Este trabajo contribuye significativamente al entendimiento de los mecanismos inflamatorios
en COVID-19 y sugiere nuevas estrategias de tratamiento dirigidas a reducir la mortalidad
asociada a la inflamacion exacerbada.

Palabras clave: Inflamasoma NLRP3, SARS-CoV-2, miRNA-133b
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ABSTRACT

COVID-19, caused by SARS-CoV-2, has led to a global health crisis due to its rapid spread and
significant mortality, particularly among patients with severe inflammation driven by the
NLRP3 inflammasome. This study investigates the therapeutic potential of miRNA-133b in
inhibiting NLRP3 inflammasome activation in SARS-CoV-2-infected human monocytes.
Employing cell culture, lipofection, and immunological assays, the study demonstrates that
miRNA-133b significantly reduces caspase-1 production, a critical marker of inflammation and
pyroptosis.

Human peripheral blood monocytes were isolated and infected in vitro with SARS-CoV-2.
Transfection with a miRNA-133b-carrying plasmid achieved a 40% efficiency. Caspase-1
levels, measured using chemiluminescent assays, revealed a significant decrease in treated
monocytes compared to the positive control (p=0.001), indicating the inhibitory effect of
miRNA-133b on NLRP3 inflammasome activation. Notably, treated monocytes exhibited
caspase-1 levels comparable to non-infected monocytes (p=0.883), reinforcing the miRNA’s
modulatory potential.

However, fluorescence from the reporter gene in the transfection plasmid partially interfered
with measurement accuracy, underscoring the need for optimized experimental designs in future
studies. Despite this limitation, the results highlight the therapeutic promise of miRNA-133b in
mitigating severe inflammatory responses, with potential applications extending to other
diseases marked by NLRP3 hyperactivation.

This research advances understanding of the inflammatory mechanisms underlying COVID-19
and proposes innovative therapeutic strategies to reduce mortality associated with excessive

inflammation.

Key words: NLRP3 inflammasome, SARS-CoV-2, miRNA-133b
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ABREVIATURAS

1. Angll: Angiotensina Il — Un péptido que desempefia un papel clave en la regulacion de
la presion arterial y el equilibrio de liquidos y electrolitos.

2. ATP: Adenosin Trifosfato — Una molécula energeética crucial para las funciones
celulares.

3. CARD: Domain de Activacion de Caspasa — Parte de las proteinas involucradas en la
sefializacion y activacion de la caspasa.

4. CDC: Centers for Disease Control and Prevention — Agencia de salud publica de Estados
Unidos encargada de proteger la salud de la poblacion.

5. CSG: Grupo de Estudio Clinico — Un equipo organizado para realizar investigaciones
clinicas sobre enfermedades y tratamientos.

6. ECAZ2: Enzima Convertidora de Angiotensina 2 — Receptor celular que sirve de punto
de entrada al virus SARS-CoV-2 en las células humanas.

7. FBS: Suero fetal bovino — Suero derivado de sangre fetal bovina usado en cultivos
celulares.

8. HMNM:. Hiperplasia Micronodular Neumocitaria Multifocal (HMNM) — condicion
pulmonar caracterizada por el crecimiento anormal y disperso de células neumociticas
tipo 11 en multiples noédulos dentro del pulmon. Este trastorno puede interferir con la
funcion respiratoria y contribuir al dafio pulmonar, cominmente asociado a infecciones
o enfermedades pulmonares crénicas

9. IL-1p: Interleucina 1 beta — Una citoquina proinflamatoria involucrada en la respuesta
inmune.

10. IL-18: Interleucina 18 — Citoquina proinflamatoria involucrada en la activacion del
inflamasoma.

11. LRR: Repeticion rica en leucina — Motivo estructural en proteinas implicado en la
interaccion proteina-proteina.

12. MERS-CoV: Coronavirus del Sindrome Respiratorio de Oriente Medio — Un virus que
causa una enfermedad respiratoria grave, similar al SARS.

13. MiRNA-133b: MicroRNA-133b — Un microRNA que regula la expresién génica
involucrada en varios procesos bioldgicos, incluido el control de la inflamacion.
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14. NADPH: Fosfato de nicotinamida adenina — Coenzima involucrada en reacciones de
reduccion en procesos metabdlicos.

15. NLRP3: NLR Family Pyrin Domain Containing 3 — Proteina involucrada en la
activacion del inflamasoma y la respuesta inflamatoria.

16. NF-xB: Factor Nuclear Kappa B — Un complejo de proteinas que regula la expresion
génica en respuesta a diversas sefiales.

17. NOD: Domain de oligomerizacion de nucle6tidos — Estructura de proteinas que participa
en la respuesta inmune innata.

18. OMS: Organizacion Mundial de la Salud — Agencia de la ONU encargada de la salud
publica internacional.

19. PBMCs: Células Mononucleares de Sangre Periférica — Células sanguineas que
incluyen linfocitos y monocitos, fundamentales en la respuesta inmune.

20. PRR: Receptor de Reconocimiento de Patdgenos — Receptores celulares que detectan
patdgenos y activan respuestas inmunes.

21. RBD: Dominio de Unién al Receptor — Parte de una proteina viral que se une a su
receptor en la célula huésped.

22. ROS: Especies Reactivas de Oxigeno — Moléculas altamente reactivas que pueden dafiar
las células y tejidos.

23. SARS-CoV: Coronavirus del Sindrome Respiratorio Agudo Severo — Virus causante de
una enfermedad respiratoria grave, predecesor del SARS-CoV-2.

24. SARS-CoV-2: Coronavirus del Sindrome Respiratorio Agudo Severo 2 — Virus causante
de la pandemia de COVID-19.
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INTRODUCCION

La enfermedad COVID-19 es producida por el virus SARS-CoV-2, el cual fue recientemente
descubierto en la localidad de Wuhan, China. Desde entonces, se ha producido una diseminacion
acelerada de la enfermedad, alcanzando niveles de pandemia. En respuesta al alto nimero de
infectados y el creciente porcentaje de muertos, varios paises han optado por establecer una
emergencia sanitaria y unir esfuerzos para encontrar estrategias para erradicar la enfermedad.
(1) En reportes internacionales, el COVID-19 tiene una letalidad del 4%; las personas
consideradas de alto riesgo desarrollan un proceso marcado por un dafio severo a nivel
pulmonar, asi como por la aparicion de una inflamacién exacerbada; la insuficiencia
respiratoria, acompafada por los dafios causados por dicha respuesta inmune, es lo que puede
Ilevar a la mortalidad del paciente (2). Estudios recientes muestran que un proceso inflamatorio
agudo descontrolado esta relacionado con la severidad de la enfermedad, incluyendo procesos
de respuesta inmune como el inflamasoma NLPR3; que se ha visto también involucrado en otras
enfermedades con un desbalance inmunoldgico, como las alergias, arteriosclerosis, esclerosis
maltiple y algunas enfermedades metabdlicas como la diabetes tipo 2. (3) Por lo tanto, la
posibilidad de controlar la expresion y activacién de dicha via de inflamacion seria una
alternativa de tratamiento importante para reducir la tasa de severidad en pacientes

hospitalizados.

Los miRNAs son moléculas pequefias que son generadas por un organismo para controlar la
expresion de un gen, por medio de la union complementaria de dicho miRNA al mRNA del gen
expresado y en consecuencia reclutando la maquinaria que moderard su degradacion. Este
mecanismo es utilizado actualmente para tratar diversas enfermedades; como el cancer de mama
(4), osteosarcomas (5), enfermedades genéticas como la distrofia muscular (6), y enfermedades
inflamatorias (7). Las ventajas del uso de un tratamiento genético por miRNA son varias; en el
caso del cancer, evita el uso repetitivo de quimioterapia o radioterapia, que son tratamientos no
especificos que pueden dafiar células no cancerigenas circundantes. Ademas, el uso de vectores
bioldgicos como liposomas y nanoparticulas, permite una mayor especificidad (8).
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El presente trabajo busca determinar si es posible controlar la activacion del inflamasoma
NLRP3 por medio de la expresion del miRNA133-b en monocitos de sangre periférica
infectados con el virus SARS-CoV-2. Este estudio tiene impacto académico y social, ya que
contribuye a construir el conocimiento respecto a los mecanismos inflamatorios del COVID-19
y enfermedades con mecanismos similares. De igual manera; su validacion representard una
alternativa de tratamiento para pacientes con patologias graves asociadas a una inflamacion

cronica.
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HIPOTESIS

Dado el inflamasoma NLRP3 esta involucrado en la exacerbacién de la inflamacién en una
infeccion por SARS-CoV-2; es posible que la expresion del miRNA 133-b en monocitos

humanos infectados con el virus inhiba su activacioén in vitro.

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la capacidad inhibitoria del miRNA 133-b en la activacion del inflamasoma

NLRP3 de monocitos humanos, activado por una infeccion in vitro de SARS-CoV-2.

Objetivos especificos
PRIMERO: Medir la activacion del inflamasoma NLRP3 en monocitos humanos frente
a una infeccion in vitro de SARS-CoV-2, por medio de la expresion de Caspasa-1.
SEGUNDO: Evaluar la efectividad de ingreso del miRNA-133b a los monocitos
humanos por medio de una lipofeccién.
TERCERO: Medir la activacion del inflamasoma NLRP3 inducido por una infeccion in

vitro de SARS-CoV-2 en presencia de un tratamiento con el miRNA-133b.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. El virus SARS-CoV-2

1.1.1. Etiologia

El beta-coronavirus 2 del Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS-CoV-2), es el
agente infeccioso responsable de la COVID-19, la cual fue reportada por primera vez en
la ciudad de Wuhan, provincia de Hubei, China; en el afio 2019. Su nombre fue acufiado
basdndose en sus caracteristicas bioldgicas y moleculares por el Grupo de Estudio de
Coronavirus (CSG) del Comité Internacional de Taxonomia de Virus, siendo

considerado como un beta-coronavirus. (9)

Los beta-coronavirus son uno de los cuatro géneros de la subfamilia
Orthocoronaviridae, familia Nidovirales de los coronavirus. Su genoma corresponde a
una molécula de RNA de hebra simple, protegido por una capside formada por su
proteina de superficie, organizada en forma de corona. Los primeros organismos
pertenecientes a este género fueron el alfa-coronavirus 229E, y el beta-coronavirus
OC43; ambos causantes de una infeccion del tracto respiratorio superior de baja
severidad, con caracteristicas patoldgicas similares a una gripe coman. (10) Aunque la
mayoria de los coronavirus que infectan a humanos estan asociados a infecciones leves
en personas con sistemas inmunoldgicos débiles; se han registrado recientemente tres
brotes considerados de severidad alta, los cuales son: SARS-CoV, MERS-CoV vy
finalmente SARS-CoV-2. (11)

El inicio de la pandemia tuvo lugar en diciembre del afio 2019, cuando se reportaron
multiples casos de neumonia de origenes desconocidos en centros hospitalarios en
Wuhan, en la provincia de Hubei, China. De acuerdo a las observaciones por los
profesionales médicos, los sintomas presentados habian sido descritos antes en la
enfermedad causada por el SARS-CoV, y el MERS-CoV. Posteriormente, se comprobd
la asociacion del virus a la familia de los coronavirus por medio del secuenciamiento de
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muestras de lavado pleural de pacientes con neumonia, y en enero del 2020, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declar6 la emergencia internacional debido a
la expansion del brote infeccioso. Un mes después, la CSG nombré al nuevo
coronavirus. EIl nivel de casos aumento rapidamente debido a los viajes internacionales
y las festividades por fin de afio, lo que llevo a una diseminacion global. Finalmente, en
el mes de marzo del 2020, la OMS declaré la COVID-19 como una pandemia. (12) La

linea de tiempo correspondiente a los hechos clave en el brote infeccioso se muestran en

la Figura 1.
8 December 2019 28 February 2020
Onset of the first recorded case in WHO risk assessment increased to
Wuhan very high on the global level
I I
31 December 2019 11 February 2020 2 October 2020
First report of 27 cases of pneumonia ICTV named virus SARS-CoV-2 and >34,000,000 cases and

with unknown cause in Wuhan, China WHO named disease COVID-19 >1,000,000 deaths
T

December January February March

9 January 2020 11 March 2020
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a novel coronavirus as the causative as a pandemic
agent of the pneumonia outbreak s
| S 29 January 2020
13 January 2020 20 January 2020 | | The coronavirus |
Case of a traveler from Human-to-human 23 January 2020 spre%vd toall 34 30 January 2020
Wauhan was confirmed | transmission was |—{ Wuhan city was |— provincesacross | WHO declared a
in Thailand confirmed | locked down China | | PHEIC alert

Figura 1: Linea de tiempo de la aparicion de desarrollo de la COVID-109.
Obtenida de: Ben Hu, et al. (2020): doi: 10.1038/s41579-020-00459-7.

Si bien a la fecha el origen evolutivo del virus y su zoonosis al ser humano es
desconocida, el secuenciamiento y analisis bioinformatico del genoma del
microorganismo dan pistas de su posible origen. Inicialmente, se dividi6 a las muestras
de SARS-CoV-2 analizadas en el linaje A y el linaje B, por sus diferencias genéticas. El
alineamiento de las secuencias mostro que, a pesar de compartir el mismo nombre, el
SARS-Co-2 solo presenta una similitud con el SARS-CoV en un 90%, y en su lugar, se
tenia mayor coincidencia similitud al virus RaTG13, un coronavirus encontrado en
murciélagos. (11) Aunque el linaje B fue encontrado en animales de granja, y teorizado
de proceder igualmente del murciélago como huésped primario, las mutaciones que
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posee facilitaron su reproduccion y transmision, siendo el linaje B el que se tiene en la
actualidad, reemplazando al linaje A. En consecuencia, si bien el origen natural es la
teoria méas aceptada, la rapida diseminacién a animales de granjas y humanos,
posiblemente de forma simultanea en diferentes localidades, dificulta su identificacion.
(13)

1.1.2. Epidemiologia

Como se menciond anteriormente, no es posible conocer con certeza al paciente 0 o
punto de origen, sin embargo, existen estimaciones epidemioldgicas y los reportes
clinicos del momento que pueden dar una idea del origen y trayectoria de la enfermedad.
Inicialmente, se tiene un reporte de 27 casos, dentro de los cuales se relacionaba un
mercado de alimentos marinos en Huanan, Wuhan, donde también manejaban otros
productos vivos, tanto domésticos como salvajes. Por este motivo, se sospecho de dicho
centro de abasto como foco inicial de contagio. Sin embargo, muchos otros pacientes
dentro de los primeros 27 no habian tenido contacto con el mercado de Huanan, lo que
sugeria que la enfermedad habia iniciado en otra parte. (10) Posteriormente, se
identificaron de forma oficial 933 casos, los cuales fueron separados en tres etapas de
infeccion. La primera etapa corresponde a 317 casos de los cuales 29 no presentan
récords oficiales. Para la segunda etapa, 99% de los casos eran importados,
principalmente de Europa. Finalmente, en la tercera etapa, adicionalmente a los casos
domeésticos, 296 casos fueron reportados fuera de China. (13) Estos valores solamente
consideran casos confirmados y diagnosticados, por lo que es posible que el valor sea

mayor considerando a los pacientes asintomaticos.

Por otro lado, la infeccion por SARS-CoV-2 es auto limitante, pudiendo presentarse en
una forma asintomatica, moderada, severa y critica. De estas categorias, la forma
sintomatica moderada es la mas frecuente (80.9%), mientras que la menos frecuente es
la critica (4,7%). (10) Gracias a los estudios subsecuentes, se sabe que la edad media de
infeccion es de 50 afios. Los niveles de severidad antes descritos también dependen de
la edad, siendo las personas mayores de 60 afios y con enfermedades cronicas o
comorbilidades las mas susceptibles a desarrollar las formas severas y criticas de la
enfermedad. (12)
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A partir de los primeros pacientes reportados, se encontrd que los sintomas mas comunes
son fatiga, tos, fiebre y mialgia; acompafiado de una posible produccion de esputo y
hemoptisis. Un pequefio porcentaje presentd diarrea (3%) y algunos pacientes reportaron
la pérdida de olfato y gusto. (10, 12) Adicionalmente, se calcula que el tiempo promedio
de incubacion se encuentra en las 5.2 semanas. Otros signos significativos son una
leucopenia, siendo méas marcada la linfocitopenia. una gran mayoria de pacientes (98%)
mostré compromiso bilateral de los pulmones; y pacientes en UCI mostraron areas sub-
segmentadas y consolidacion.(10) Zhu y colaboradores reportaron la caracteristica
opacidad “tipo vidrio” en la parte superior de los pulmones en pacientes con
sintomatologia moderada, convirtiéndose asi en un método de diagnostico de la
enfermedad. (14)

Respecto a su infectividad; se estimé un RO de 2.5 en promedio, un valor cercano al RO
de 3 presentado para SARS-CoV. Sin embargo, la transmision no fue principalmente
nosocomial; esto podria relacionarse a la apta transmisibilidad para el SARS-CoV-2, el
cual podria deberse a sus cambios genéticos y estructurales. Por ejemplo, en el caso del
virus reportado en 2002, su transmisién ocurre principalmente después del inicio de la
enfermedad y llega a un &pice junto con su severidad. A diferencia de este, las muestras
obtenidas del tracto respiratorio superior mostraron que la infectividad del SARS-CoV-
2 se presenta mayoritariamente durante la primera semana de sintomas. (12) De hecho,
fue reportado que pacientes asintomaticos podrian liberar virus infecciosos, y que
pacientes recuperados aln presentan una respuesta positiva a la prueba de RT-PCR; es

decir, una carga viral considerada como positiva para una persona enferma. (10)
1.1.3. Caracteristicas bioldgicas
1.1.3.1.  Estructura

El virus SARS-CoV-2, al pertenecer al género de los coronavirus, posee una forma
esférica, donde su capside esta recubierta de su proteina de union a la célula, la proteina
Spike (S), dando la apariencia de una corona. Cada particula virica tiene un diametro de
100 nm, el cual contiene un RNA de cadena simple de aproximadamente 29,8 kb. Su
genoma codifica proteinas estructurales, proteinas no estructurales, y marcos de lectura

abiertos de los cuales alin se desconoce su funcion. 14 marcos abiertos de lectura o
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ORFs, y hasta 29 proteinas virales. Contando desde el extremo 5°, se tiene el inicio del
RNA del virus, en el cual se encuentran dos secuencias que se sobreponen entre ellas,
denominadas ppla y plab. Estas lipoproteinas son cortadas, y dan lugar a 16 proteinas
no estructurales o NSPs, que son esenciales para la replicacion viral y proceso de
transcripcion. EI material restante del genoma corresponde a los genes estructurales: Las
proteinas Spike (S), de membrana (M), envoltura (E) y nucleocédpside (N);
adicionalmente, se presentan las proteinas HE, 3 a/b y 4 a/b. (15) A continuacion se

mencionan las funciones de las proteinas estructurales mas importantes:

1.1.3.1.1. Proteina Spike: es una glicoproteina que se une al receptor de la
Enzima Convertidora de Angiotensina 2 (ECA2); que es el punto de
anclaje necesario para la internalizacion del virus en la célula huésped.
la estructura primaria de Spike estd compuesta por los dominios N
terminal (NTD), el dominio de unién al receptor (RBD), el motivo de
unién al receptor (RBM), el sub-dominio 1 (SD1), el subdominio 2
(SD2), el péptido de fusion (FS), la reaccion de conexion (CR), la hepta-
repeticion (HR1), una hélice central (CH), una horquilla beta (BH), el
subdominio 3 (SD3), la hepta-repeticion 2 (HR2), el dominio

transmembrana (TM) y la cola citoplasmatica (IC). (11)

1.1.3.1.2. Proteina de membrana: constituida por tres hélices
transmembrana y un dominio C terminal intravirico. Esta sirve de
anclaje para el reclutamiento de otras proteinas estructurales una vez el
virus haya internalizado en la célula y se encuentre en proceso de
ensamblaje de las nuevas particulas virtuales. Ademas, la unién
especifica de las proteinas M y N es esencial para la formacion correcta
de las particulas virales, asi como el empaquetado del genoma de RNA.
(16)

1.1.3.1.3. Proteina de envoltura: es otro componente clave en la
estructura del virus. Esta formada por 75 aminoacidos y tiene carga
positiva; su estructura primaria aun no ha sido dilucidada. Dentro de la

célula la proteina E forma un canal a través del aparato de Golgi,

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

mediante la vesiculacion de las particulas virales y su liberacion al

exterior. (17)

1.1.3.14. Proteina de nucleocapside: es el componente proteico mas
prominente de la envoltura virica. La proteina N es la responsable de la
uniéon entre el genoma del virus y su encapsulamiento dentro del
complejo de ribonucleoproteinas (RNP). Adicionalmente, estudios han
encontrado que la proteina N interfiere con los RNA de interferencia,
como un supresor de la respuesta antiviral celular. Respecto a su
estructura, la proteina N consiste de tres regiones: el extremo N terminal,
la relacién de union central (LKR), el dominio estructural N (NTD), el

dominio estructural C (CTD) y la terminaciéon C. (17)
1.1.3.2.  Ciclo de vida y patologia

El SARS-CoV-2 es altamente infeccioso; su nimero de reproduccion basica (R0), oscila
entre 1.4 y 3.9; lo que indica que, por cada persona infectada, hasta 3 0 4 personas pueden
contagiarse con la enfermedad. Ademas, el periodo de incubacion se extiende hasta los
8 primeros dias después del contacto y su presencia no genera sintomas visibles en
personas jovenes. A pesar que se han reportado estudios donde se observa que el SARS-
CoV-2 podria transmitirse por medio de heces, o flujo aéreo; el medio mas efectivo de

ingreso es el tracto aéreo-digestivo superior. (10)

El coronavirus tiene dos formas de ingresar a las células del huésped. La primera es a
través de la interaccion directa con las células huésped por medio del receptor ECA2. El
segundo mecanismo involucra la interaccién entre la proteina de union del virus y el
receptor de superficie humano ECAZ2; este proceso inhibe vias inflamatorias innatas,
deteniendo el proceso de reclutamiento de células inmunes y disminuyendo la
produccion de citoquinas proinflamatorias como IL-1. Al mismo tiempo, el bloqueo de
la via renina-angiotensina a la que esta asociado ECA2 impide la regulacion de los
niveles de Angiotensina Il, lo que induce a dafio pulmonar, fibrosis e hipertension. El
dominio RBD de la proteina Spike es el punto de anclaje, que se une al receptor ECA2

y permite el ingreso del virus a la célula huésped. Una vez en el interior, el RNA viral
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se une a los ribosomas del huésped, los cuales son traducidos en dos poliproteinas. El
corte posterior de las mismas por medio de las proteinas tipo papaina (PLpro) y la
proteasa principal (Mpro) permite la separacion de las proteinas estructurales, y la

replicacion viral. (11)

Patolégicamente, el virus tiene un desarrollo diferenciado en pacientes dependiendo de
su condicion fisica, enfermedades subyacentes, sexo y edad. En sus etapas tempranas,
asintomaticas, o poco sintomaticas; se presentan una serie de cambios inespecificos
dentro de los cuales pueden observarse: edema pulmonar, hiperplasia micronodular
neumocitaria multifocal (HMNM) e infiltrado inflamatorio. A medida que la severidad
aumenta, se ha observado la formacion de una membrana hialina a nivel de los alvéolos
pulmonares, evidencia del dafio tisular. Sin embargo, son los exudados fibro-mucoides
con la obstruccion mucosa de los bronquiolos la que ha sido observada en pacientes con
terapia de oxigeno. Los casos mas severos presentan un Sindrome de Distrés
Respiratorio Agudo (ARSD), sindrome de disfuncion madltiple de 6rganos y alta
mortalidad. (2)

1.1. El inflamasoma NLRP3

1.1.1. Definicién y estructura

La inflamacion es parte de los mecanismos de defensa del organismo, necesario para la
activacion de respuestas inmunolégicas celulares y humorales. Sin embargo, un estado
de inflamacion continua puede llevar a dafio tisular y fibrosis de tejidos, por lo que el
sistema inmunoldgico buscara la desinflamacion del sistema pasado el proceso agudo de
la enfermedad. Por este motivo, diversas enfermedades estan asociadas a una
inflamacién cronica. Dentro de la respuesta inmunolégica, la inmunidad innata es
activada inicialmente por el contacto de patrones asociados al patdgeno con células
inmunes como los macrdfagos y las células dendriticas. La respuesta inflamatoria inicial
conlleva a la activacién de la inmunidad adaptativa. Esta activacion es mediada por la
produccion de citocinas y quimiocinas, que activan a otras células inmunitarias
circundantes y reclutan més leucocitos al sitio de infeccion. (19)

Dentro de los mecanismos de inflamacion se encuentra el Inflamasoma proteina 3 con
dominios NOD, LRR y pirina (NLRP3). El inflamasoma NLRP3 pertenece a los
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receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) de la inmunidad innata. Este complejo
pertenece a la familia de los receptores tipo NOD (NLR) y promueve la respuesta
inmunoldgica contra infecciones microbianas. NLRP3 es un mediador del
procesamiento y maduracion de citoquinas proinflamatorias como la IL-1p y de la
Caspasa-1, la cual induce la muerte celular como respuesta a patdgenos intracelulares.
(20) Aunque existen diversos tipos de inflamasoma, el inflamasoma NLRP3 es uno de
los més estudiados y también de los mas especificos e importantes en la mediacion de la

respuesta del huésped ante una infeccion viral.

Estructuralmente, el inflamasoma NLRP3 esta formado por tres proteinas: la NLRP3, la
proteina ASC y la procaspasa-1. La proteina NLRP3 presenta tres dominios: PYD-NOD-
LRRs, los cuales son indispensables para la formacion del inflamasoma. El proceso se
desarrolla de la siguiente manera: primero se forma un homo-oligomero durante su
activacion a través de su dominio NOD, seguidamente interactGa con la proteina ASC
por medio de su dominio PYD. La proteina ASC interactia seguidamente con el
precursor de la caspasa-1 activa, la procaspasa-1, por medio de su dominio CARD,
formando el inflamasoma NLRP3 completo. La activacién del inflamasoma se logra a
partir de dos sefiales: la primera es la activacion transcripcional de NLRP3, procaspasa-
1, y de los genes que codifican los precursores de IL-1p e IL-18. La segunda sefial se da
en respuesta a una infeccion, o sefiales de estrés asociadas a un dafio tisular o celular.
También se ha encontrado que NLRP3 puede ser activado por especies reactivas de
oxigeno (ROS) o NADPH; o por la liberacion de catepsina B debido a la ruptura de
lisosomas celulares. (18)

1.1.2. Vias de Activacion

Actualmente, se conocen tres vias de activacion del inflamasoma NLRP3: la via

canodnica, la via no candnica y la via alternativa.

La via candnica involucra dos pasos: una sefial inicial inducida por la estimulacion de
los macréfagos alveolares mediante las citoquinas IL-1B o TNFa, los cuales son
reconocidos por el receptor tipo Toll (TLR) de macréfago, induciendo la activacion de

NF-kB, promoviendo la expresion de NLRP3. Igualmente, la sefal inicial induce
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modificaciones post-transduccionales de NLRP3, necesarias para su activacion.
Posteriormente, el inflamasoma es activado por diversos estimulos: ATP, nigericina,
gramicidina, toxinas bacterianas y materia inorganica. La regulacion ionica es un punto
clave en la activacion del NLRP3 por via candnica; el flujo de potasio es inducido por
casi todos los estimulos activadores del inflamasoma, y una liberacion del mismo al
medio extracelular conduce a un cambio conformacional del NLRP3 inactivo. Otro
cambio ionico es el influjo intracelular de sodio, aunque por si solo no activa el

inflamasoma.

Por otro lado, la via no candnica es indicada por lipopolisacéridos intracelulares (LPS),
que son reconocidos por la caspasa-4 y caspasa-5 en humanos. Esta activacion es
producto de la liberacion de potasio intracelular, como en el caso de la via canonica.
Finalmente, la via alternativa se inicia por la estimulacion con ligandos de los TLRs. Sin
embargo, la via alternativa se diferencia de las otras ya que la activacion del inflamasoma
NLRP3 es independiente del eflujo de iones de potasio. Igualmente, esta estimulacion
parece ser selectiva. Por ejemplo, la estimulacion de los receptores TLR2 y 4, induciendo
la secrecion de IL-1, lo cual no ocurre en macrofagos o células detriticas. La activacion
de NLRP3 por la via alternativa también es activada en infecciones virales via la
Caspasa-8. (19)

1.1.3. Rol en enfermedades

Como mencionado al inicio de este apartado, una inflamacién cronica conlleva a dafio
tisular; y, en consecuencia, muchas enfermedades cronicas estdn asociadas a una
inflamacion persistente. Una activacion incorrecta del inflamasoma NLRP3 puede
contribuir a la aparicién y progresién de enfermedades asociadas con cuadros
inflamatorios cronicos como las alergias, arteriosclerosis, esclerosis multiple y

enfermedades metabdlicas como la diabetes de tipo 2. (3)

1.1.4. Rol en infeccién por SARS-CoV-2

Como se menciond anteriormente, uno de los mecanismos de patogenicidad del COVID
es el dafio tisular a nivel del pulmén, y la disminucion de la produccion de citoquinas
inflamatorias al bloquear receptores celulares como ECA2. Si bien en un principio el

Virus SARS-CoV-2 busca evitar la activacién de la inmunidad innata, estudios
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demuestran que la severidad de la enfermedad estd asociada a una inflamacion
descontrolada que causa dafio en el tejido pulmonar en sindromes como ARDS y ALL.
Uno de los mecanismos asociados es la tormenta de citoquinas, la cual es la sinergia de
varias vias inflamatorias que en consecuencia llenan su proceso exacerbado y . Se
caracteriza por una alta produccion de IL-6 0 TNF-a; a través de las vias metabolicas
asociadas. Una de ellas es El inflamasoma NLRP3, el cual esta asociado a la inflamacion
excesiva durante un sindrome de distrés respiratorio (20) e investigaciones recientes
proponen tres vias de activacion del inflamasoma en una infeccion por SARS-CoV-2: el
flujo de iones de calcio por medio de la proteina E, el eflujo de potasio y produccién de
ROS activada por ORF3a, la acumulacion de Angiotensina 2 debido al bloqueo del
receptor ACE2, la activacion via la cascada del complemento inducida por la proteina

N y la posible interaccion directa del ORF8b con el inflamasoma via su dominio LRR.

Por ejemplo, en el caso de la proteina ORF3a, estudios han demostrado su actividad
transportadora de iones como el potasio. En la célula huésped, provoca la disfuncion de
la actividad lisosomal e inicia la produccion de Caspasa-1 via la liberacion de iones de
potasio. Adicionalmente, se ha observado que la actividad de esta proteina conlleva a la
produccion de IL-1B e induccion de la apoptosis, los cuales son resultados de la

activacion del inflamasoma NLRP3.

De igual manera, la acumulacion de Angll es producida por el bloqueo de la actividad
de ACEZ2, el cual es secuestrado y utilizado para la internalizacion del virus en la célula
huésped via su proteina S, como explicado en un aparato anterior. La acumulacion de
Angll conlleva a la activacién de ATR1, dafio pulmonar, y liberacion de patrones de

dafio mitocondrial, los cuales activan al inflamasoma NLRP3. (21)

1.2. Monocitos humanos

1.2.1. Definicion

Los monocitos son una poblacién de globulos blancos, diferenciados a partir de células
progenitoras linfoides y producidos en la médula 6sea. Posee un citoplasma pobre en
granulocitos, y tiene un diametro de entre 12 y 20 micrometros. Se caracterizan por ser

mononucleares, tener un ndcleo prominente y en forma de rifion. (22) En sangre
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periférica, los monocitos no son abundantes, presentdndose como méaximo 1000 células
por microlitro en condiciones fisiologicas normales. (23) Dentro de sus funciones, los
monocitos estan asociados a la respuesta innata del sistema inmune y son capaces de
fagocitar a patdgenos y procesarlos para ser presentados a células secundarias como
linfocitos. Sus niveles pueden variar a causa de infecciones, trauma, ciertos
medicamentos, enfermedades autoinmunes y neoplasias asociadas a la fraccion linfoide.
Los marcadores de diferenciacién en cluster (CD) especificos para monocitos incluyen
al CD4, CD11B, CD14, CD16 Y CD33. (22)

1.2.2. Rol Inmunolégico

Los monocitos son componentes claves de la inmunidad innata, y tienen funciones
fagociticas y activadoras de otras células inmunoldgicas. Los monocitos poseen TLRs,
los cuales reconocen los patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs) de
patdbgenos como microorganismos invasores. Esta activacion puede llevar a la
diferenciacion en macrofagos, los cuales son capaces de fagocitar y procesar a los
patdgenos circundantes y presentar sus antigenos a linfocitos. Igualmente, migran a la
médula Gsea para activar otros monocitos, entrar en circulacion sanguinea e infiltrar
tejidos. La accion de los monaocitos se da desde las primeras 12 horas post-infeccion.
Igualmente, los monocitos son capaces de producir citoquinas proinflamatorias que
activan la respuesta de otras células de la inmunidad innata como neutrofilos, y células
de la inmunidad adaptativa como linfocitos. Al mismo tiempo, tienen capacidad
reguladora, ya que pueden producir citoquinas antiinflamatorias durante el proceso de

resolucion de la inflamacién y homeostasis. (22)
1.2.3. Monocitos y su activacién en la infeccion por SARS-CoV-2

La infeccion por SARS-CoV-2 induce una hiperactivacion del sistema inmunoldgico,
caracterizada por una sobreproduccién de citocinas proinflamatorias (IL-6, TNF, IL-1B,
entre otras) y quimioquinas (CCL2, CCL3, CXCL10), contribuyendo a un perfil
inflamatorio similar a la "tormenta de citocinas". Los monocitos y macréfagos alveolares
(MNP) desempefian un rol central en esta respuesta. Reconocen patrones asociados a
dafio (DAMP) o patdgenos (PAMP) a través de receptores como TLR2, TLR4 y lectinas,

activando la produccion de citocinas inflamatorias sin permitir replicacion viral efectiva.
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En casos graves de COVID-19, los monocitos activados y movilizados por las
quimiocinas infiltran los pulmones, reemplazando macrofagos residentes por derivados
inflamatorios. Este cambio agrava la inflamacion, promoviendo infiltracion de células
inmunes y dafio tisular. Dentro de los cambios observados en monocitos periféricos, se
observa una reduccién en la expresion del HLA-DR, y la expresion de fenotipos
inflamatorios (CD14+ y CD16+), los cuales han sido asociados con supresion inmune y

aumento de mediadores inflamatorios.

Adicionalmente, estudios en ciencias transcriptomicas revelaron patrones especificos:
pérdida de monocitos no clasicos, expresion elevada de genes inflamatorios en
macrofagos pulmonares (IL1PB, IL6, TNF) y un estado hiperactivo en monocitos
circulantes. Ademas, cambios metabdlicos, como glicdlisis elevado y acumulacion
lipidica, favorecen la replicacion viral y produccion de citocinas. Estos datos destacan
la relevancia de las interacciones huésped-patdgeno y abren vias para intervenciones

terapéuticas dirigidas al control de la inflamacion y metabolismo de las MNP. (24)

1.3. El miRNA-133b
1.3.1. Definicidn

Los miRNAs son un tipo de RNA no codificante, que fueron descritos por primera vez
en Caenorhabditis elegans como reguladores endogenos de genes, los cuales
controlaban el desarrollo embrionario. Posteriormente, se descubri6 que estas secuencias
se encontraban de manera general en organismos eucariotas, como plantas y mamiferos,
y que existian multiples variantes con secuencias diferentes (25). En la actualidad, se
sabe que los miRNAs representan al menos el 1% de los genes predichos en especies

como nematodos, insectos y mamiferos (26).

La estructura de los miRNASs es dinamica. En el genoma, son secuencias que pueden
extenderse hasta los 300 pb, siendo su forma activa de unos 25 pb de largo
aproximadamente (27). De manera similar, la ubicacion de las secuencias de miRNA en
el genoma es variable, pudiendo encontrarse separadas en regiones no codificantes o
dentro de genes en la regién intrénica. Esto implica que los miRNAs son capaces de
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expresarse con o sin la presencia de un promotor, sin necesidad de duplicarlo cerca de
su secuencia (25). Los miRNAs son capaces de regular la expresion de genes y de otros
miRNAs. Al mismo tiempo, un mRNA puede ser regulado por diferentes miRNAS
dependiendo del estimulo que haya inducido la expresion de un determinado miRNA.
De igual manera, un solo miRNA puede modular la expresion de diversos mRNA. Esto
se debe a que el sitio de reconocimiento del complejo de corte para los mMRNA consiste
en motivos conservados evolutivamente, ubicados en la region no traducida (UTR) de
los extremos 3’ y 5” del gen (26). Algunos de estos motivos son denominados Kbox, Brd
box, GY box, entre otros. Ademas, se ha encontrado que los genes con regiones UTR3’
largas tienen una alta densidad de sitios de unién para los miRNASs y estan involucrados

en regulaciones fundamentales del desarrollo (27).

El mecanismo de activacion de los miRNAs comprende la expresion, el plegamiento y
la modificacion postranscripcional de las secuencias para que sean funcionales.
Inicialmente, el miIRNA se transcribe igual a un RNA mensajero, generando una
caperuza 5’ y una cola de poliadenilacion. Posteriormente, se lleva a cabo el proceso de
maduracion, donde el miRNA adquiere una forma bidimensional o plegada, y es cortado
por una ribonucleasa llamada Drosha. La estructura resultante se denomina pri-miRNA,
el cual recibira un segundo corte en la horquilla terminal de la estructura, dando como
resultado una estructura doble cadena de emparejamiento incompleto denominada Dicer.
Finalmente, la secuencia doble de miRNA se separa para formar un complejo con otras
proteinas, denominado el complejo miRISC, el cual se encarga de la degradacion del

RNAmM blanco, evitando su traduccion y modulando la expresién del gen asociado (25).

A pesar de su importancia en procesos bioldgicos y patoldgicos, los miRNAs no son
faciles de predecir o ubicar dentro de una region del genoma (28), y su potencial uso
como menanismo terapéutico ha llevado al disefio de diferentes mencanismos de
inclusion y expresion celular por ingenieria genética, en tejidos donde aparentemente un
determinado miRNA no se produce (29). Actualmente, existen mecanismos
bioinformaticos para predecir la posible generacién de miRNAs para un grupo
determinado de genes; sin embargo, su pequefio tamafio da lugar a una alta tasa de falsos

positivos. Ademas, los mecanismos de activacion de la generacién de estas moléculas
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corresponden a una red compleja de estimulos y proteinas, la cual aun esta en estudio
(27).

1.4.2. Estructura del miRNA 133b

Este microRNA se encuentra codificado de forma natural a nivel del cromosoma 6,
orientado del centromero hacia el telomero, tiene una secuencia precursora de 119 pares
de bases y una secuencia madura de 22 pares de bases; y pertenece a la familia de
microRNA 13e. Dentro de los cuales también tenemos a miRNA133al y miRNA133a2.
(30) Igualmente, es parte de los denominados myomiR, miRs canonicos que tiene
funciones cruciales en la regulacion del desarrollo muscular a través de diferentes

especies. (31)

1.4.3. Funciones

La expresion del miRNA-133b ha sido relacionada con diversos procesos patologicos,
tanto en su progresion como en su inhibicion, lo que implica una funcion dual de este
miRNA, dependiendo de los genes blanco y sus respectivas funciones. Diversos estudios
reportan que la expresion del miRNA-133b se encuentra inhibida en la poliposis
adenomatosa (32), cancer pulmonar (33; 34), osteosarcomas (35), carcinoma
hepatocelular (36), cancer colorrectal (37), cancer esofagico (38), cancer de préstata (39)
y carcinoma renal (40). Adicionalmente, el miRNA-133b ha sido descrito en estos
estudios como un potencial biomarcador de severidad, malignidad y como un posible
supresor tumoral (41). De igual manera, se ha relacionado la sobreexpresion de este
miRNA con la proliferacion celular, especialmente en pacientes sometidos a
procedimientos quirdrgicos terapéuticos como hepatectomia (42), trasplante de células
mononucleares de médula 6sea para el tratamiento de paro isquémico (43), asi como con

la modulacidon de la expresion de hormonas como la testosterona (44).

Por otro lado, el miRNA-133b ha sido asociado con la regulacién de procesos
inflamatorios patologicos, modulando la expresion de proteinas relacionadas con
procesos de inflamacion. Por ejemplo, mientras se ha encontrado que el miRNA-133b

contribuye a la patogénesis de la esclerosis sistémica (45), la expresion de miRNA-133b
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mediante estrategias de ingenieria genética ha demostrado mejorar los sintomas
asociados a enfermedades inflamatorias como patologias asmaéticas (46), fibrosis
cardiaca (47) y rinitis alérgica (48), lo que sugiere que, en el contexto de inflamacion, el

miRNA-133b podria tener actividad inmunomoduladora.
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CAPITULO 11
METODOLOGIA

2.1. Ubicacion espacial y temporal

2.1.1. Ubicacion espacial:

Laboratorio H-400 en la Universidad Catdlica de Santa Maria — Arequipa.

2.1.2. Ubicacion temporal:

El estudio se realizo entre los afios 2022 y 2024

2.2. Unidades de estudio
Monocitos de sangre periférica provenientes de voluntarios sanos, cultivados en

laboratorio; transfectados para la produccion del miRNA 133-b, e infectados con el

virus SARS-CoV-2, para observar su respuesta inflamatoria.

2.3. Metodologia

2.3.1. Aislamiento, cultivo y mantenimiento de virus SARS-CoV-2

2.3.1.1.  Consideraciones de bioseguridad:
El aislamiento, cultivo y manipulacion del virus SARS-CoV-2, fueron realizados
dentro del area BSL3 del laboratorio H-301 de la Universidad, siguiendo las
consideraciones de bioseguridad de acuerdo a los lineamientos de la OMS.
Brevemente, los materiales de cultivo humano y trabajos de biologia molecular se
realizaron fuera del ambiente BSL-3. Para el aislamiento y cultivo de los monocitos
primarios, la transfeccion celular y el ensayo del inflamasoma, se trabajé en
esterilidad, utilizando una cabina de bioseguridad Nivel 2. Para el cultivo,

aislamiento y tratamiento, se trabajo en un ambiente de seguridad nivel 3, en el cual
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se busco proteger al operario completamente, utilizando un respirador con filtro,
presion negativa y los equipos de proteccion necesarios para una amenaza
bioldgica. El virus fue tratado y neutralizado antes de que pudiera salir del ambiente
BSL-3 para los estudios de IFA, la lectura de placas fluorescentes y lectura de
playas de lisis con Hipoclorito de sodio al 5% o Paraformaldehido al 4%,

dependiendo del protocolo.

2.3.1.2.  Aislamiento del virus SARS-CoV-2:
Para la obtencion del virus SARS-CoV-2, se tomé la muestra nasofaringea de un
paciente con diagndstico positivo para COVID-19, la cual fue inoculada en el
cultivo primario de células pulmonares obtenidas a partir de una muestra de liquido
pleural, e incubadas en medio de cultivo (DMEM, FBS 10%) a 37°C, 5% CO2. Se
mantuvo a las células infectadas en observacion constante, hasta evidenciar los
dafios histopatologicos asociados a la enfermedad. La presencia de virus se verifico
por RT-gPCR, y el virus se mantuvo activo mediante la lisis de las células y pasaje

a un cultivo nuevo. (48)

2.3.1.3.  Obtencién de stock viral:
Para la creacion del stock viral, se tomo el lisado de células pulmonares infectadas.
Para la separacion del debris celular, se realiz6 una centrifugacion a 7000 rpm por
5 minutos y se recuperd el sobrenadante. Se realizaron alicuotas de 500 uL del
sobrenadante y se colocaron en tubos Eppendorff de 1,5 mL de capacidad estériles,
los cuales fueron conservados a -80°C hasta la determinacion de MOI o su uso en

los ensayos subsiguientes. (34)

2.3.1.4.  Determinacion de MOI:
Para el uso del virus, es necesario establecer la cantidad de particulas infecciosas
en relacion al nimero de células, o MOI. El MOI fue determinado por una titulacion
viral, utilizando la técnica de playas de lisis. (31) Para ello, se tomo una de las
alicuotas de stock viral, se descongeld en un thermoblock a 37°C y se realizaron
diluciones seriadas (1/10%, 1/10%, 1/10°, 1/10%, 1/107) con medio DMEM, FBS 5%.
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Luego, 100 uL de las diluciones fueron colocadas en una placa de 24 pozos con un
cultivo de células pulmonares a una confluencia del 90%. Para el ensayo, se tomd
100 uL del stock viral como control positivo y dejo una placa sin infectar como
control negativo. Las placas infectadas fueron incubadas por 1 hora a 37°C, CO2
5%. Luego de la incubacion se procedio a eliminar el medio de infeccion, y fue
reemplazado por medio DMEM, suplementado con FBS al 10%, y agarosa al 3%;
seguidamente, la placa se dejo incubar por 4 dias. Para la observacion de las placas
de lisis, se tomo la placa y se agregd formaldehido (PAF) al 4%, se incubo por 30
minutos y se elimind la capa de medio gelificada. Luego se tifi6 el fondo de los
pozos con una solucidn de cristal violeta en PBS al 5%. Las placas de lisis o vacios
de color observados fueron contados, se aplicé la formula para hallar el namero de

unidades formadoras de colonias (PFU) y el MOI correspondiente. (32)

2.3.2. Activacion del inflamasoma NLRP3 por una infeccién por SARS-CoV-2 en un

cultivo primario de monocitos humanos.

2.3.2.1. Aislamiento y cultivo primario de monocitos humanos:
Para la obtencion de monocitos humanos de sangre periférica se tomaron muestras
de sangre humana por puncion venosa a un volumen total de 7 mL en un tubo
Vacutainer con heparina. Las muestras de sangre fueron diluidas con PBS en una
ratio de 3:6. Luego, las muestras fueron colocadas en un tubo falcon de 50mL con
8 mL de Ficoll-Paque (Healthcare) estéril; luego fueron centrifugadas a 3000 rpm
por 10 minutos. Luego, las capas de globulos blancos se separaron en un tubo de
15 mL vy se lavaron con PBS estéril. Las células fueron contadas utilizando una
camara de NewBauer y luego colocadas en placas de cultivo de 6 pozos y
cultivadas con medio RMPI-1640 (Gibco) sin FBS durante 2 a 4 horas.
Seguidamente, se realizaron lavados con PBS estéril para eliminar otras células no
adheridas y se conservd en cultivo de monocitos en medio DMEM (Gibco),
suplementado con 10% FBS inactivado por calor y Estreptomicina durante un

maximo de 48 horas. (20)
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2.3.2.2. Infeccion por SARS-CoV-2:
Para la infeccion, tanto de las placas de 6 pozos para el IF1 y las placas de 96 pozos

para la determinacion de produccion de caspasa-1, se utilizo un MOI de 0,01 para
un promedio de 2.0 x10° células. Seguidamente se verificé el proceso de infeccion

a través de la observacion de efectos citopatologicos y por medio de IFI en caso

de las placas de 6 pozos. (49)

2.3.2.3. Evaluacion de la expresion de ACE2 y Spike por inmuno-
fluorescencia indirecta (IFI):
Otros autores han demostrado que los monocitos pueden ser infectados por el virus
SARS-CoV-2, ya que expresan la proteina ACE2 en su superficie. (24) En ese
sentido, se realiz6 un ensayo de inmuno-fluorescencia indirecta para el marcaje del
ACE?2 perteneciente a los monocitos, asi como la proteina Spikel al momento del
ingreso y proliferacion del virus. Para ello, se cultivaron monocitos humanos sobre
laminas portaobjetos dentro de una placa de 6 pozos. Seguidamente, estos fueron
infectados por SARS-CoV-2 a un MOI de 0.1 con una incubacion escalonada de 1
a 2 horas. El proceso de ingreso se detuvo agregando PAF al 4%, se dej6 incubar
por 30 minutos y luego se lavé con PBS.
Las ldminas fijadas fueron extraidas del BSL-3 y marcadas inmunoldgicamente.
Las laminas se incubaron en primer lugar con una solucion de permeabilizacion,
luego con una mezcla de anticuerpos primarios especificos para cada proteina;
finalmente, se hizo un marcaje con anticuerpos conjugados con una molécula

fluorescente para su observacion al microscopio ZOE de BioRad.

2.3.2.4. Determinacion de la activacion del Inflamasoma NLRP3:

Con el objetivo de definir la activacion del inflamasoma NLRP3, se contabilizé la
produccidn de caspasa-1 a partir de la procaspasa-1, el cual es un producto del
proceso de inflamacidn y participa en el proceso de piroptosis y muerte celular.
Esta medicién se realizé por medio de una prueba de ELISA. En primer lugar, los
monocitos humanos se aislaron y cultivaron en una placa de 96 pozos, se hizo una

infeccion con SARS-CoV-2 por 2 horas, y una incubacion por 12, y 24 horas. La
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medicién de ELISA fue realizada de acuerdo al protocolo correspondiente al
sistema Glo 1-inflammasome assay (Promega) y leido en el lector de placas
Varioscan-Lux (Thermofisher). (42) Se utilizé la activacion por ATP+LPS como

control positivo. (50)

2.3.3.Evaluacién del efecto del miRNA-133b en la activacion del inflamasoma

NLRP3 causada por una infeccion por SARS-CoV-2

2.3.3.1. Preparacion del miRNA 133-b:

La secuencia del miRNA 133-b fue obtenida de la base de datos NCBI. Se
disefiaron primers para la obtencion de maultiples copias del mismo por PCR. El
producto de PCR fue entonces purificado y tratado con enzimas de restriccion, y
con la ligasa T4, para su adecuacion e ingreso en el plasmido pCMV-MIR (51), el
cual contiene un promotor de alta expresion, asi como el sistema de expresion para
miRNAs, acoplado a una etiqueta fluorescente verde (IRES-GFP). El plasmido fue
transformado por thermoshock en bacterias E. coli TOP-10 competentes, y luego
se hizo una seleccidn de clones positivos que contengan el plasmido correctamente
ensamblado. La seleccion se realizo por una resistencia a kanamicina, y la
verificacion de clones positivos se realizo por PCR de colonias. (52)
Seguidamente, el plasmido fue concentrado por medio de una MiniPrep: se realiz
un cultivo de una cepa positiva ideal y se extrajo el plasmido por extraccion de
DNA plasmidico (53).

2.3.3.2. Transfeccion de linfocitos humanos con el miRNA 133-b por medio
de lipofeccion:
Para la transfeccion de los monocitos humanos se utilizo la técnica de lipofeccion.
(54) Se incubaron macroparticulas lipidicas (Lipofectamine ThermoFisher) con el
plasmido que contiene la maquinaria de expresion del miRNA 133-b. Se hizo un
cultivo primario de monocitos como descrito anteriormente. Se realiz6 una mezcla
entre el 0,5 ug del plasmido con 5 uL de la Lipofectamina en 50 uL de medio de
cultivo sin FBS, se agregd un adicional de 200 uL para la transfeccion. Se agregd
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los 200 uL de la mezcla de transfeccion a las células e incubar las células durante
4 horas. En una primera instancia, se verificd la transfeccion exitosa por la
presencia de la etiqueta GFP, se realiz6 una optimizacion para obtener al menos

un 80% de células transfectadas.

2.3.3.3.  Infeccion de linfocitos transfectados con SARS-CoV-2 y medicion de
Caspasa-1:
Finalmente, para determinar la efectividad del miRNA 133-b en la activacion del
inflamasoma NLRP3, se hizo una infeccion de las células transfectadas con el virus
SARS-CoV-2 a un MOI de 0,01. Después de una incubacién de 12 y 14 horas, se
realizd una medicion de la produccion de la Caspasa-1 por medio de una lectura
de ELISA descrita anteriormente. Los datos obtenidos se compararon con los datos

obtenidos ante una infeccion sin la presencia del miRNA 133-b.

2.3.4. Andlisis estadistico de los datos
Los datos fueron recolectados como unidades de fluorescencia, las cuales se
compararon con los valores del control positivo y negativo por medio de la prueba
estadistica Mann-Whitney para pruebas no paramétricas (55), con un nivel de
significancia del 95% en el programa estadistico SPSS v.25 (IBM, USA).
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CAPITULO I11
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Aislamiento y cultivo primario de monocitos humanos:

El aislamiento de monocitos a partir de sangre periférica se basa en la separacion de PBMCs
por su baja densidad frente a una gradiente de Ficoll. Para separar los monocitos primarios
viables se hizo uso de su capacidad de adhesién (37), se sembraron por 2 horas en placas
de cultivo y se realizaron lavados hasta eliminar los eritrocitos y linfocitos remanentes.
Adicionalmente, se realiz6 una optimizacion del proceso de extraccién y lavado a partir de
la viabilidad de las células obtenidas. Se evalu6 el volumen de siembra para una placa de
96 pozos; volumen de 100 y 200 uL; y la solucion de extraccion: PBS 1X y medio RMPI
sin FBS. La viabilidad se evalu6 utilizando azul de trypan en células fijadas por PAF al 4%
como descrito por (40). Se compararon dos parametros: volumen de lavado y solucion de

sustraccion para aumentar la viabilidad.

A partir de esos resultados, se realizo el anlisis estadistico para la para optimizar el proceso
de extraccion en funcion de la viabilidad (Tabla 1). Para determinar la naturaleza normal
de los datos, se realizd el test de normalidad de Shapiro Wilk (42) dando como resultado
un valor P de 0.062, el cual es mayor al valor limite de 0.05, por lo que se demuestra que la
poblacion tiene una distribucion normal. Seguidamente se realizé una prueba de t-student

para comparar los parametros de extraccion.

Tabla 1: Anélisis estadistico de los parametros de optimizacion para la extraccién de

monocitos primarios a partir de sangre periférica. Fuente: elaboracion propia

Datos Normalidad Normalidad Significancia
Estadistico Valor-p
Volumen 0.936 0.062 No significativo
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Medio 0.938 0.075 No significativo
Comparaciones | t-student Valor P Significancia
100 uL x 200 uL | 2.34 0.026 Significativo
PBS x RMPI -3.61 0.001 Muy significativo

Para la comparacion entre los volumenes de siembra de las células, se obtuvo un valor P de
0.026 por lo que se determiné que existia una diferencia estadisticamente significativa en la
viabilidad de los monocitos primarios en funcidn del volumen de siembra. EI volumen de
siembra de 100 uL por pozo presentd un promedio de viabilidad mayor, por lo que se considerd

como el pardmetro optimizado (Figura 1).
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Figura 2: Comparacion de volumenes de siembra de monocitos primarios Fuente:
elaboracion propia
Para la comparacion entre los medios de extraccion, se obtuvo un valor p de 0.001 por lo que
se determind que existia una diferencia significativa en la viabilidad de monocitos primarios
en funcién del medio de extraccion. La solucion de PBS 1X presentd un promedio mayor
que el medio RPMI incompleto, por lo que se consideré como el pardmetro optimizado
(Figura 2).
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Figura 3: Comparacion de medios de extraccion para monocitos primarios Fuente:

elaboracion propia

3.2. Aislamiento, cultivo y mantenimiento de virus SARS-CoV-2

3.2.1. Obtencion de stock viral:

Para la obtencion del Stock viral de Sars-CoV-2, se requirié de un cultivo celular
susceptible para infeccion, traspase y mantenimiento. Debido a que la linea celular
VeroE-6 es una linea de origen animal la cual es regulada estrictamente por
disposiciones de DIGESA (43); por lo que solamente se consideraron lineas celulares a
partir de muestras humanas que expresan el gen ACE2 y hayan mostrado signos cito-
patologicos ante una infeccion de SARS-CoV-2. El estudio de Bartolomeo et al; evaluo
diferentes lineas celulares en las cuales se pudiera cultivar el virus SARS-CoV-2. Se
encontro que la linea MCF-7, derivada del cancer de mama tenia una respuesta positiva
a la infeccién (56); por lo que se decidid usar dicha linea por su disponibilidad. En la
figura 3, puede observarse la comparacion entre un cultivo sano (Figura 3.A) y un
cultivo infectado por SARS-CoV-2 con signos de patogenicidad (Figura 3.B).
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CoV-2 a 3 dias de la infeccion. Fuente: elaboracion propia

Para la obtencién de los stocks rivales, se cultivd una cepa aislada previamente en el
laboratorio de trabajo a partir de un paciente positivo para COVID-19. El stock viral
previo se descongeld 37 °C y se inocul6 en una paca de MCF.7 con una confluencia del
80%. Al observar signos fitopatologicos se recuperaron las células por raspado y se
congelaron en un medio de conservacion con glicerol al 15%. Después de.
Congelamiento de. Stock viral, se procedi6 a la determinacion de MOI por ensayo de
placas.

3.2.2. Determinacion de MOI:

Para la determinacion de MOI, se realizé una infeccion en una paca de 6 pozos con
células MCF-7 con una confluencia del 90% utilizando uno de los viales de stock viral
obtenido anteriormente, seguidamente se realizaron diluciones seriadas 1:10 para la
inoculacion de cada pozo. Después de la fijacidn y tincion, se realizo el conteo de playas
de lisis de las cuales se obtuvieron 47 playas en la dilucion de 10°. Con este resultado
se pudo calcular la concentracién de PFU/mL y el MOI con las férmulas descritas para
su efecto en literatura (57).
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Férmula 1: Determinacion de PFU/mL

PFU _ # de playas de lisis X Factor de Dilucion

mlL Volumen de inoculacion

PFU 47 x 10°
mL 1

PFU PFU
—— =4500000——
mL mL

Férmula 2: Determinacion de MOI

h PFU
"~ #de celulas inoculadas

4500000
~ 1200000

MOI = 3.75

MOI

MOl

Para el stock viral realizado, se obtuvo una concentracion de PFU de 4 500 000 PFU/mL;
tomando este valor y sabiendo que se tienen un aproximado de 1.2 x 10° células por pozo
se tiene un valor de MOI de 3.75. Los ensayos subsiguientes se trabajaran con un MOI
de 0.1.

3.3. Evaluacion de la expresion de ACE2 y Spike por inmuno-fluorescencia indirecta
(IF1):

De acuerdo a los trabajos realizados por (58, 59); el virus SARS-Cov-2 puede infectar a
monocitos primarios obtenidos de sangre periférica. Esto se verifico a través de una tincion
de inmuno-fluorescencia indirecta (IFI). Para la tincién de SARS-CoV-2, se utilizo el
anticuerpo primario Spike-P en una concentracion de 1:500, y un anticuerpo secundario
AlexaFuor 594 a una concentracion a 1:1000; la tincion de los nucleos celulares se dio con
el colorante Hoechst a una concentracién 1:2000. En la Figura 4; puede observarse
monocitos primarios marcados con el colorante nuclear junto con el color rojo que evidencia

la presencia de virus SARS-CoV-2 dentro de los monocitos. Estos resultados se asocian
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positivamente con el trabajo de Junqueria et al (60), por lo que se asegura el uso de los

monocitos partir de sangre periférica.

Figura 4. : Cultivo de monocitos primarios obtenidos a partir de sangre periférica

infectados por SARS-CoV-2 a 3 dias de la infeccion. Fuente: elaboracion propia

3.4. Transfeccién de linfocitos humanos con el miRNA 133-b por medio de
lipofeccion:
3.4.1. Caracteristicas del plasmido pCMV-MIR 133B:
El plasmido pCMV-MIR 133B es un vector desarrollado para la expresion del MIR-
133b en células animales, descrito por primera vez por Zeng et al. (61). Este vector tiene
un tamafio aproximado de 7 Kb incluyendo la secuencia precursora del miRNA-133b.
La expresion y replicacion en células animales es posible gracias al promotor CMV y
SV40 ori respectivamente. La replicacion en bacterias se da gracias al origen de
replicacion Fi ori, lo que permite la clonacion del plasmido para su uso en la
transfeccion de las células animales. Finalmente, se tienen los antibioticos de seleccion

kanamicina en bacterias, y neomicina en células animales.

3.4.2. Clonacién del Plasmido en Bacterias E. coli competentes
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Para la obtencion de mayor cantidad de copias del plasmido pPCMV-MIR 133b, se
realizd una clonacion en bacterias E. coli competentes. Se utilizé una cepa de E. coli
TOP-10 las cuales se sometieron al proceso de competencia por cloruro de calcio
(Referencia); seguidamente fueron transformadas por Shock térmico en presencia de
0.1 ug/uL de plédsmido. Las bacterias transformadas se sembraron en un agar nutritivo
suplementado con kanamicina a una concentracion de 25 ug/mL y se incub6 por dos
dias a 37°C. Las colonias obtenidas fueron seleccionadas y sometidas a una PCR de
colonias utilizando los primers VP15 (GGACTTTCCAAAATGTCG), y XL39
(GGACAAGGCTGGTGGG) para determinar las colonias positivas. En la figura 5 se
puede observar los resultados donde el fragmento de amplificacion que incluye al
inserto formado por el precursor del miRNA-133b esta a 1500 pares de bases en

comparacion con el marcador de peso molecular.

L
S92 BBN[BRS

FEEIT

Figura 5: PCR de colonias de las bacterias transformadas por shock térmico. Fuente:

elaboracion propia
3.4.3. Optimizacion de la transfeccion con lipofectamina

Para la optimizacion del proceso de transfeccion se consideraron los dos volimenes de
lipofectamina por muestra sugeridos en el extracto dado por el proveedor

(Thermofisher), los cuales fueron 0.15 uL y 0.3 u por pozo para una placa de 96 pozos.
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Tomando en cuenta este parametro, se evalud la efectividad de la transfeccion
considerando un valor constante de 50 ng de pldsmido por pozo. El % de células
positivas se determind contando el nimero de células fluorescentes gracias al fragmento
EGFP presente en el plasmido pPCMV-MIR133b. De esta manera, una seleccion con
neomicina a 100 ug/mL permitié conocer las células que internalizan el plasmido
obtenido. EIl andlisis estadistico mostré que la poblacion de resultados era de tipo
normal (Test Shapiro-Wilk, valor p: 0.44) por lo que se procedio a realizar un test de
ANOVA para las muestras. En el caso de la comparacion de 0.15 uL y 0.4 uL de
volumen de lipofectamina se obtuvo un valor p de 0.788, por lo cual se concluyé que
no existia diferencia estadistica en la transfeccion de monocitos periféricos utilizando
estos volumenes. Finalmente se optd por utilizar el menor volumen como optimizacion.
Adicionalmente se evaluaron otros parametros como el tiempo de incubacion entre 24
y 48 horas; y el estado de los monocitos aislados entre suspension y adhesién a la placa
de cultivo. En estos dos ultimos ensayos se encontré que no existia diferencia
significativa en sus comparaciones, por lo que se concluyé utilizar los métodos con
mayor eficiencia de trabajo, siendo en este caso una incubacién a 24 horas en células

adheridas a los pozos. Los resultados en conjunto pueden visualizarse en la tabla 2.

Tabla 2: Optimizacién de la transfeccion con lipofectamina. Fuente: elaboracion

propia
Datos Normalidad Normalidad Significancia
Estadistico Valor-p

24 horas (0.3 y | 0.951 0.442 No significativo
0.15uL)

48 horas (0.3 y | 0.951 0.448 No significativo
0.15uL)

Comparaciones | ANOVA Valor P Significancia
0.3uL x0.15uL | 0.075 0.788 No significativo
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Suspension x| 3.054 0.102 No significativo
adhesion
Incubacion 24 x | 0.318 0.755 No significativo
48 horas

3.5. Evaluacion de la activacion del inflamasoma NLRP3 por una infeccion por
SARS-CoV-2 en un cultivo primario de monocitos humanos.

Para el analisis de la activacion del inflamasoma ante una infeccion con el virus SARS-CoV-
2 y posteriormente la evaluacion de la capacidad inhibitoria del miRNA133-b se utilizo el kit
de deteccidn de inflamasoma Caspase Glo de Promega (Promega, USA) el cual se basa en la
medicion de un substrato quimio luminiscente en funcion de su corte por la Capsasa-1,

producto directo de la activacion del inflamasoma.

En primer lugar, los monocitos aislados de sangre periférica y cultivados en placas de 96
pozos con cobertura opaca fueron infectados con 20 uL del Stock viral SARS-CoV-2 a un
MOI de 0.01 e incubados por 2 horas antes de la remocion del medio de cultivo (DMEM,
10% de SFB), y reemplazo por medio nuevo. Posteriormente se procedio a la incubacion de
24 y 48 horas. Para la medicion de Caspasa-1. se siguieron las instrucciones del fabricante.
El medio fue reemplazado y se procedio a agregar la mezcla del inhibidor MG-132 y YVAD-
CHO a un volumen por pozo de 100 mL. seguidamente, este se agrego a los pozos y se incubd
a oscuridad durante 30 minutos para la lectura. Se realizaron tres mediciones cada 30
minutos, escogiendo la medicion méas estable de controles positivos y negativos como
medicién final. Los valores obtenidos por el blanco, compuesto Unicamente por medio de
cultivo y reactivos de deteccidn, se rest6 de los valores de medicion.

Dentro de la medicién obtenida, se observo actividad en los pozos con el inhibidor YVAD-
CHO (Figura 6), por lo que se procedi6 a restar este valor a los obtenidos en los pozos de
analisis. Los resultados de la activacién del NLRP3 por infeccion de SARS-CoV-2 en
linfocitos humanos se evidencian en la Tabla 3. Se observa una produccién de luminiscencia
alta para el control positivo compuesto por LPS y ATP. (50) Por otro lado, se conserva una

produccion baja en el control negativo y una produccion media para la infeccion por SARS-
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CoV-2. Un andlisis estadistico fue realizado para corroborar que la generacion de
luminiscencia en los monocitos infectados era diferente de aquella del control negativo, pero
similar a la del control positivo. El test se realiz6 con la prueba no paramétrica de U de Mann
Whitney, debido al tamafio de la muestra. Los resultados se observan en la tabla 4, donde se
observa que la produccién de luminiscencia en el control positivo es estadisticamente
diferente al control negativo y a la infeccion por SARS-CoV-2 a las 24 y 48 horas de
incubacion (p=0.021). Sin embargo, al haber diferencia significativa entre el control negativo
y la infeccion (P=0.021) se puede afirmar que hay una activacion del inflamasoma NLRP3 y
produccion de caspasa-1 en los monocitos infectados, pero que es inferior a la activacion
producida por la mezcla de LPS y ATP; esto puede deberse al valor de MOI utilizado para la
infeccion, por lo que se decidio a proceder con el siguiente experimento a un MOI de 0.1.
Estos resultados guardan congruencia con los encontrados en otros trabajos donde se evalué
la activacion de la Caspasa-1 en inflamaciones asociadas a SARS-CoV-2, utilizando el Kit
Caspase Glo. Kucia et al reportaron una generacion de 6000 unidades relativas de
luminiscencia (RLU) (62), mientras que de Almeida et al reportaron 8000 RLU (63), y
Rodrigues et al 1300 RLU. (64) Finalmente, contrario a estos resultados, en el trabajo
realizado por Zeng et al; se reportd 800 RLU. Sin embargo, al ser estadisticamente diferente
al control negativo, se consideré como una activacion del inflamasoma NLRP3. (65) de Por
otro lado, la comparacion estadistica entre los resultados obtenidos para la infeccion de 24 y
48 horas de incubacion no es estadisticamente significativa ((p=0.083) por lo que se
considerd para los anélisis posteriores solamente la incubacion a 24 horas para preservar la

viabilidad de los monocitos a transfectar.

Tabla 3: Evaluacion de la activacion del inflamasoma NLPR3 por una infeccion por SARS-

CoV-2 en un cultivo primario de monocitos humanos. Fuente: elaboracion propia

Control positivo

) ) Infeccion por SARS-CoV-2
Variable Control negativo
LPS+ATP

24 horas 48 horas

Blanco 11027.5| 8643.4| 3156.0| 2039.0/ 6363.0| 9249.0| 10292.0| 10529.0
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100.7 8701.9| 7180.9| 3496.0| 2443.0f 8454.0| 6497.0| 7038.0| 7556.0

YVAD-CHO|  3465.0| 23740| 20440| 1707.0| 2840.0| 2433.0| 2038.0| 2900.0

7562.5| 6269.4| 1112.0 332.0| 3523.0| 6816.0| 8254.0| 7629.0
Valores

ajustados 5236.9| 4806.9| 1452.0 736.0| 5614.0| 4064.0, 5000.0| 4656.0

Tabla 4: Analisis estadistico de la activacion del inflamasoma NLPR3 por una infeccion

por SARS-CoV-2 en un cultivo primario de monocitos humanos. Fuente: elaboracion

propia
Prueba de Mann Whitney
P-value
Variable Media | Mediana i i
Control | Infeccion | Infeccién
LPS+ATP /
Negativo 24hr 48 hr
Control
positivo LPS- | 8596.47 8380.7 0.021 0.021 0.021
ATP
Control
) 908.5 924.5 0.021 0.021 0.021
negativo
Infeccién
5004.25 4839.00 0.021 0.021 0.083
24 hr
Infeccidn
8h 7879.75 79415 0.021 0.021 0.083
r
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Figura 6: Activacion del inflamasoma NLPR3 por una infeccion por SARS-CoV-2 en un

cultivo primario de monocitos humanos. Fuente: elaboracién propia

3.6. Evaluacion de la actividad inhibitoria del miRNA-133b en la activacion del
inflamasoma NLPR3 por una infeccién por SARS-CoV-2 en un cultivo primario de

monocitos humanos.

Para el experimento se consideré como control positivo una infeccion por SARS-CoV-2, y
como controles negativos el cultivo de monocitos de sangre periférica sin tratamiento, y los
monocitos de sangre periférica transfectados con el plasmido pCMV-MIR133b. El ensayo
se realiz6 con los cambios en el periodo de incubacion y la concentracion MOI de infeccion
de acuerdo a los hallazgos de la Tabla 3y 4. El experimento se realiz6 en dos repeticiones
y para la obtencién de datos de luminiscencia se realizaron 3 mediciones de las cuales se
tomo aquella con mayor luminiscencia. Seguidamente, a los valores obtenidos se resto el
promedio del blanco, asi como la medicion obtenida en los pozos con YVAD-CHO, dando
como resultado valores ajustados que fueron comparados por medio de la técnica estadistica
no paramétrica de Mann Whitney para determinar la diferencia o semejanza estadistica entre
los grupos de infeccion y los controles. Los resultados del ensayo se desglosan en la Tabla
5. Al respecto, se observa que existe una menor quimioluminiscencia y por lo tanto menor
produccion de caspasa-1 en presencia del miRNA-133b. Ademas, se observa la generacion

de quimioluminiscencia en el control que contiene Unicamente a monocitos transfectados,
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por lo que se sospecha que el gen reportero del plasmido utilizado, que contiene una
molécula fluorescente verde para la seleccion de clones positivos, interfiera en cierta medida

con la deteccion de luz en la muestra.

Tabla 5: Evaluacion de la actividad inhibitoria del miRNA-133b en la activacién del
inflamasoma NLPR3 por una infeccion por SARS-CoV-2 en un cultivo primario de

monocitos humanos. Fuente: elaboracion propia

Control | Control | Control miRNA Infeccion por SARS-CoV-2
negativo | positivo 133b Repl Rep2
1918.0 7314.2 5400.0 2333.0 | 2638.0 | 2308.1 | 1709.0
1921.1 6949.2 2340.0 1858.1 | 1794.1 | 2135.4 | 1589.0
Blanco
2709.0 7466.2 5153.0 2427.0 | 2751.1 | 2133.0 | 1863.1
108.15
2009.0 7053.2 2356.0 1978.0 | 2019.0 | 2140.2 | 1513.1
1456.0 | 1978.0 | 1460.0 | 2318.0
YVAD-CHO 1588.0 464.2 2187 1584.0 | 1617.0 | 1535.0 | 1370.0
330.0 6850.0 3213.0 749.0 | 1021.0 | 773.1 | 339.0
333.0 6485.0 153.0 2741 | 177.1 | 6004 | 219.0
Valores
) 1121.0 7002.0 2966.0 843.0 | 1134.1 | 598.0 | 493.1
ajustados
421.0 6589.0 169.0 394.0 | 4020 | 605.2 | 143.1
86.0 | 361.0 0 948.0

Tabla 6: Andlisis estadistico de la actividad inhibitoria del miRNA-133b en la activacién
del inflamasoma NLPR3 por una infeccion por SARS-CoV-2 en un cultivo primario de

monocitos humanos. Fuente: elaboracion propia

Ensayos Mann Whitney (p-value)
Media Mediana

Valor U p-value Combinacion

Variables
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Control Control
) 551.25 377.00 8.000 1.000 )
negativo miRNA-133b
o Control
Control positivo | 6731.5 6719.5 0.000 0.021
miRNA-133b
Control
1625.25 1567.50 N.A.
mMiRNA-133b
Control
34.00 0.642
miRNA-133b
Control
) 524.85 545.50 40.00 1.000 )
Tratamiento negativo
Control
0.000 0.002 -
positivo

Con estos resultados se procedié al analisis estadistico, el cual se evidencia en la tabla 6. En
primer lugar, se presenta una diferencia significativa entre los monocitos infectados por SARS-
CoV-2 tnicamente, y aquellos transfectados para expresar el miRNA133-b (p=0.002); lo que
indica un efecto inhibidor en la generacion de la molécula producto de la activacion del
inflamasoma NLRP3. Estos resultados guardan relacion con la comparacion entre los
monocitos infectados productores del miRNA y el control negativo, con el cual no presenta
diferencia significativa (p = 0.642). Este resultado indica una similitud entre los valores de
monocitos no infectados y aquellos en tratamiento, evidenciando la capacidad inhibitoria del
miRNA 133-b. Como descrito en el trabajo de Xiao y colaboradores, el miRNA 133b mostro
capacidades inhibitorias en procesos alérgicos, en los cuales la activacion del inflamasoma
NLRP3 es importante para el proceso inmunolégico. (33)

Sin embargo, es necesario resaltar la produccién de quimioluminiscencia en el control
miRNA133b, el cual corresponde a monocitos transfectados Unicamente. El anélisis
estadistico muestra una diferencia significativa entre dicho control y el control positivo. Sin
embargo, no presenta diferencia significativa con los monocitos transfectados. Esto podria
indicar una sefial de interferencia correspondiente a la fluorescencia generada por el gen
reportero del plasmido de transfeccion. A pesar de ello, se observa que no hay diferencia

significativa entre los valores obtenidos en el control negativo y aquellos de los monocitos
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transfectados (p=1.000), por lo que esta generacion de luminiscencia no tendria un impacto en
los resultados. No se han encontrado trabajos con un disefio experimental similar, por lo que
este resultado podria ser explorado con mayor profundidad por medio de una transfeccidn que
permita la recombinacion del cassette de expresion del miRNA133b en el monocito en lugar
de una expresion transitoria, con el objetivo de eliminar el gen reportero de la célula y observar
los resultados sin dicha interferencia.

Por otro lado, se observa una quimioluminiscencia leve causada por YVAD. La molécula
YVAD es un inhibidor de Caspasa-1 ampliamente utilizado en literatura (66). Su funcién en
el kit de Caspase-Glo es determinar si el corte del substrato quimio luminiscente se debe a la
accion de Caspasa-1 en caso de que toda la luminiscencia sea inhibida. De acuerdo al
proveedor, el inhibidor de proteasas MG-314, es utilizado junto con el sustrato para impedir
el corte del mismo por otras enzimas que cumplan dicha funcion. En el caso de los resultados
observados en latabla 3, se tiene que los controles presentan luminiscencia con o sin YVAD,
lo que sugiere la activacién de méas de una caspasa en el proceso. Existen otras investigaciones
las cuales utilizaron el kit de quimioluminiscencia para determinar la produccion de Caspasa-
1 y activacion de NLRP3. En el trabajo de Kim et al; se observan resultados similiares,
cercanos a las 600 unidades relativas de quimioluminiscencia (RLU) para el inhibidor YVAD-
CHO. (67) Los otros trabajos, sin embargo, no mencionan el uso del inhibidor. Deacuerdo al
fabricante, su uso podria obviarse en caso de utilizar cultivos celulares o lineas transfectadas
y caracterizadas, donde la produccion de Caspasa-1 es deliberada y no requiere de una
calibracion. (68) Como en este estudio se utiliz6 monocitos como cultivo primario, es que no
se puede obviar el uso del inhibidor, y la activacion residual de otras caspasas es congruente

con otros estudios.

Dentro de los hallazgos del proveedor al crear el kit de deteccion, demostré que la mayor
expresion de luminiscencia se daba en caso de la caspasa-1, pero otras caspasas como la
caspasa-5 de inflamacion, y las caspasas 3 y 6 de apoptosis lograban cortar el sustrato, y no
eran afectadas por YVAD, dando valores similares de luminiscencia, aunque inferiores. (69)

Numerosas investigaciones han encontrado asociacion entre la activacion de caspasas

diferentes a la capsasa-1 frente a una infeccion por SARS-CoV-2. El estudio de Ye et al,
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muestra la activacion de la caspasa-3 generando una apoptosis mediada por JNK en funcién
de la expresion de la proteina de SARS-CoV-2 ORF-6 (70). De igual manera, otra via
apoptotica en células infectadas con SARS-CoV-2 es la de la caspasa-6, la cual corta parte de
la nucleocapside en antagonistas del INF-A, prolongado el ciclo de vida del virus y
promoviendo procesos de inflamacion. (71). Igualmente, la activacion del inflamasoma
NLRP3y la produccion de Caspasa-1, conlleva a su vez a la activacion de la via apoptdtica de
la Caspasa-3 en células deficientes en Gasdermina D (69), lo que explicaria los resultados
encontrados en el presente trabajo. Cabe resaltar que en estudios anteriores relacionando la
activacion del inflamasoma NRLP3, se utilizaron técnicas enfocadas en la deteccion directa
de Caspasa-1 como Western Blot (72), por lo que no se pudo verificar en esos trabajos la
presencia 0 ausencia de otras vias de inflamacion y/o apoptosis derivadas de la infeccion y
mediadas por la generacion de Caspasa-1. En ese sentido, este trabajo sugiere la presencia de
mas vias relacionadas que pudieran tener un papel importante en la formacion de la tormenta

de citoquinas que conlleva a una inflamacion exacerbada.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES

PRIMERA:
Se concluye que existe una activacion del inflamasoma NLRP3 en monocitos humanos
obtenidos a partir de sangre periférica infectados con el virus SARS-CoV-2, el cual se evidencia

en la produccién y medicion de la Caspasa-1.

SEGUNDA:
Se concluye que se tuvo una efectividad del 40% en la transfeccion de los monocitos
humanos obtenidos a partir de sangre periférica con el plasmido pCMVMIR-133b utilizando la

técnica de lipofeccion.

TERCERA:
Se concluye que la expresion del miRNA-133b en monocitos humanos transfectados por
lipofeccidn ejerce un efecto inhibitorio en la activacion del inflamasoma NLRP3 debido a una

infeccion por SARS-CoV-2 en funcion de la medicion de Caspasa-1

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

RECOMENDACIONES

PRIMERA: se sugiere realizar estudios asociados a encontrar de forma aislada o especifica la
activacion de las otras caspasas presentes en los resultados de quimioluminiscencia, ya sea por
WesternBlot o un método similar, para determinar la relacion entre la activacion del

inflamasoma NLRP3 y otras vias de inflamacion o vias apoptoticas.

SEGUNDA: se sugiere hacer mas ensayos en funcién de las ultimas variantes de SARS-CoV-2
que han demostrado tener resistencia a los efectos mitigantes de las vacunas contra la misma,

para definir los mecanismos de inflamacion diferentes que puedan activarse en esos casos.

TERCERA: se sugiere generar una transfeccibn en monocitos con mecanismos de
recombinacion y expresion constitutiva no transitoria del miRNA133-b, para evidenciar los
resultados obtenidos en ausencia del gen reportero GFP perteneciente al plasmido de

transfeccion.
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