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Introducción

Síndrome respiratorio agudo severo coronavirus 2 

(SARS-CoV-2)

6.4 millones

590 millones

35 mil

984 mil

(Gusev et al., 2022) (Jian et al., 2020) (Ministerio de Salud Pública del Ecuador, 2022) 

(Organización Mundial de la Salud, 2022).

ARNmc (+) con envoltura

Género: Betacoronavirus

29 proteínas 

Ómicron (B.1.1.529) y Delta (B.1.617.2) 
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3

RBD



Introducción

(Arshad et al., 2022) (Coico & Sunshine, 2015) (Rich et al., 2019). 

Respuesta inmunitaria

4
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Introducción

198 

Ensayos preclínicos

169 

Ensayos clínicos

Fácil procesamiento

Seguridad

Epítopo inmunogénico

Requiere adyuvante

(Ghattas et al., 2021) (Organización Mundial de la Salud, 2022)

EpiVacCorona-N

OMS

Vacunas
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Introducción
Expresión génica in vivo

Técnicas moleculares

(Graham, 2021) (Mullis, 2022) (Vitale, 2017).

PCR

RT-PCR

qPCR

Homología

Adaptación

Fácil manipulación

Normativa 

Bioética

BALB/c

Modelos animales
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Justificación Hipótesis

El procesamiento de ARN 

extraído a partir de tejido de bazo 

de ratón BALB/c inoculado con la 

proteína espiga y el dominio de 

unión al receptor recombinantes 

del SARS-CoV-2 (PrS1 y 

PrRBD1), mediante RT-qPCR

cuantitativa, revela niveles de 

expresión significativos de CMH-

I, CMH-II, CD4 y CD8 asociadas 

a la respuesta inmune adaptativa 

celular.
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Objetivos

Extraer ARN a partir de tejido de 

bazo de ratón BALB/c 

previamente inoculado con la 

proteína S y RBD 

recombinantes del virus SARS-

CoV-2 (PrS1 y PrRBD1).

Cuantificar la expresión génica 

del complejo mayor de 

histocompatibilidad (CMH-I y 

CMH-II) y moléculas CD4 y CD8 

responsables de la respuesta 

inmune adaptativa mediante RT-

qPCR cuantitativa. 

Evaluar los niveles de 

expresión de CMH-I, CMH-II, 

CD4 y CD8 durante la 

respuesta inmune adaptativa en 

ratones BALB/c infectados con 

PrS1 y PrRBD1.

Objetivo General

Objetivos Específicos

Evaluar la respuesta inmune adaptativa mediante la 

expresión génica en un modelo de ratón BALB/c post 

infección de la proteína espiga (S) y el dominio de unión al 

receptor (RBD) del SARS-CoV-2.
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Materiales y métodos

Tratamientos aplicados a los modelos de experimentación 

(Orozco-Vega, 2022)

Generación de anticuerpos neutralizantes contra 

SARS-CoV-2 como prospecto de desarrollo de vacuna

Unidad experimental

700 uL de Trizol

- 80°C

Órgano linfático 

secundario  donde se 

desencadena la activación 

del linfocito T Dosis → 5 μg de PrS1 o PrRBD1 en 200 μL

Ensayo corto plazo

15 días
Ensayo largo plazo

42 días

Día 0
Día 0

Día 28

CD4 CMH-II

CMH-ICD8

TCR

CD4

TCR

Linfocito T
Célula 

dendrítica
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Elaborado en el software BioRender

Materiales y métodosExtracción de ARN

Síntesis de ADNc
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PCR punto final y densitometría

Elaborado en el software BioRender

Materiales y métodos 13



Elaborado en el software BioRender

qPCR
Materiales y métodos 14



Introducción

Objetivos de investigación

Materiales y métodos

Resultados y discusión

Conclusiones

Recomendaciones

Contenido 15



Resultados y discusión
Extracción de ARN

Gel de agarosa al 1.5% con colorante SYBR Safe

Integridad

(Boesenberg et al., 2012) (Padhi et al., 2018). 

260/280 ~ 2.04 

ARN

Rango óptimo de pureza

260/280 ~ (2.0 a 2.2)
80 - 85% → ARNr

1 - 5% → ARNm

1285.58 ± 158.52 a

6237.36 ± 1224.45 

(ng/µL)

Ratio de pureza

Rango de concentración
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Resultados y discusión
PCR punto final

Ensayo corto plazo
CMH-II

~244 pb

CD8

~236 pb

CMH-I

~235 pb

CD4

~222 pb

TCR

~175 pb

β - Actina 

~121 pb

(Fraga et al., 2014).

Primers Temperatura
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Resultados y discusión
PCR punto final

Ensayo largo plazo

CMH-II

~244 pb

CD8

~236 pb

CMH-I

~235 pb

CD4

~222 pb

TCR

~175 pb

β - Actina 

~121 pb

(Antiabong et al., 2016)
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Mayor expresión de 

todos los genes luego de 

dos dosis de tratamiento. 

Análisis densitométrico

F

E

D

C

B

A

(Coico & Sunshine, 2015) (Lázaro et al., 2022) (Orozco-Vega, 2022) (Svingen et al., 2015).

CMH-II mayor a CMH-I, 

pero no significativo entre 

tratamientos. TCR más estimulado durante 

ensayo a largo plazo por PrS1.

Expresión de β-Actina uniforme 

entre ensayos y tratamientos.

Tratamientos con adyuvante 

más eficaces en la inducción 

de la respuesta celular.

Resultados y discusión 19
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Resultados y discusión
Cuantificación de la expresión génica mediante qPCR

Cuantificación absoluta

Pendiente=-3.1 y -3.6

R2 ~ 1

%E= 90 a 110%

(Bio-Rad Laboratories, 2019) (Prieto et al., 2003) 

A

B

C

D

E

F

Modelo lineal

Pendiente=-3.3 a -4.3

R2 ~ 1

%E= 70.12 a 101.91% 
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Resultados y discusión
Cuantificación de la expresión génica mediante RT-qPCR

Expresión de β-Actina uniforme 

entre tratamientos.

Memoria inmunitaria de linfocitos T 

CD4+ detectada hasta 12 meses.

Expresión de TCR, CD4 y CMH-II 

fue la más alta, respecto a las 

demás moléculas estudiadas. 

(Minervina et al., 2021) (Nguyen et al., 2021) (Orozco-Vega, 2022) (Taus et at., 2022) (Vogel et al., 2021) 

(Wragg et al., 2022)  

PrS1 más estimulante que PrRBD1 

en combinación con adyuvante. 

Menor estimulación de CD8 y 

CMH-I en todos los tratamientos.
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Conclusiones

Dos dosis de PrS1 con adyuvante, estimularon 

significativamente a los linfocitos T (TCR), de tipo CD4+

cooperadores y CMH-II, cuya expresión fue 

aproximadamente 2, 3 y 4 veces más que el gen endógeno.

Expresión de 237, 285, 340, 104 y 40 copias de TCR, 

CD4, CMH-II, CD8 y CMH-I respectivamente; inducidas 

por PrS1+PBS+Adv en el ensayo a largo plazo.

Concentración de ARN 1285.58 a 6237.36 ng/µL 

Ratio de pureza 260/280 = 2.04
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Recomendaciones
Investigar vacunación heteróloga y epítopos 

frente a nuevas variantes

IL-12 

IL-2 

CD45RO

Linfocitos T de memoria 
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Continuar con los ensayos 

preclínicos y clínicos de desarrollo

Estudio de citoquinas 
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