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de raton BALB/c inoculado con la
proteina espiga y el dominio de
union al receptor recombinantes
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Objetivo General

Objetivos

(Evaluar la respuesta inmune adaptativa mediante la
expresion génica en un modelo de raton BALB/c post
infeccion de la proteina espiga (S) y el dominio de unién al
receptor (RBD) del SARS-CoV-2.

J

Objetivos Especificos

/“Extraer ARN a partir de tejido de
bazo de raton BALB/c
previamente inoculado con la
proteina Sy RBD
recombinantes del virus SARS-

\COV-Z (PrS1y PrRBD1). )

£

Cuantificar la expresion génica
del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH-1y
CMH-II) y moléculas CD4 y CD8
responsables de la respuesta

Inmune adaptativa mediante RT-

gPCR cuantitativa.
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/Evaluar los niveles de
expresion de CMH-1, CMH-II,
CD4 y CDS8 durante la
respuesta inmune adaptativa en
ratones BALB/c infectados con

PrS1y PrRBD1.
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Generacion de anticuerpos neutralizantes contra
SARS-CoV-2 como prospecto de desarrollo de vacuna
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Materiales y métodos 11

Unidad experimental

LABORATORIO Organo linfatico
DE INMUNOLOGIA Y VIROLOGIA secundario donde se
’ ' desencadena la activacion
- del linfocito T
/' ‘ 700 uL de Trizol
j - 80°C
TCR \\\ /‘/}

Tratamientos aplicados a los modelos de experimentacion

Tratamiento Ensayo corto plazo

Ensayo largo plazo

Prs1 + PBS + Adv n=6 n=95
PrRBD1 + PBS + Adv n=6 n=5
Prs1 + PBS n=6 n=5
PrRBD1 + PBS n=6 n=5
PBS + Adv n=9 n=4
PBS n=4 n=2

(Orozco-Vega, 2022)
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gPCR s |
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Resultados y discusion £

Extraccion de ARN W',
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Resultados y discusion

PCR punto final
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PrRBD1+PBS+Adv

Geles de agarosa al 1.5 %
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Analisis densitométrico eSUItadOS y diSCUSién
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(Coico & Sunshine, 2015) (Lazaro et al., 2022) (Orozco-Vega, 2022) (Svingen et al., 2015).
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Cuantificacion absoluta (ng)
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Resultados y discusion

Cuantificacion de la expresion genica mediante gPCR

Cuantificacion absoluta

A B-Actina E cD8

40~ ¥ =-4.0737 X +32.393

40 40—
Y =-3.6465 X + 22 297 Y =-3.6438 X + 30.542 2= 0.9967
R%=0.9708

R*= 0.9909 30

. . G ES o %E= 75.99%
%E= 88.03% %E= 88.12% o

G 20 = .\.\\\. 6 20 [&]

C cD4

10 104 b
0 T T T 1 . ! T T ! 0 T T T 1
A 0 1 2 3 ! ’ Log}SQ} ’ ’ ! ' LUGISQ} 2 ’
Log(sQ)
CMH-I
B TCR D CMHHI F
40- Y = 32769 X + 29 941 40— 407 Y = -4.3338 X + 28 666
R*= 0.9879 Y =-36512 X +26273 R*= 0.9829
30 .\H“\‘ 30 RZ= 09963 304
%E= 101.91% ‘\.\\\WT 70.12%
5 20 G 20 ““\‘ HESrag 5 20+
10 104 10
0 T T T | 0 1 I 1 1 0 T T T 1
4 0 1 2 3 - 0 ! 2 3 -1 0 1 2 3
Log(SQ) Log(SQ) Log(sQ)

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

Pendiente=-3.1y -3.6
R2~1

0
%E=90a110% * g5 “

Pendiente=-3.3 a -4.3

R?2 ~1

%E=70.12 2 101.91%
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Resultados y discusion 2

Cuantificacion de la expresion génica mediante RT-gPCR 5 _ _
Expresion de B-Actina uniforme

entre tratamientos.

500 - — — -

3 ,_ % Expresion de TCR, CD4 y CMH-II
- 400= 2 . - @ fue la mas alta, respecto a las
T 3 § e i e demas moléculas estudiadas.
o 300- §
o) il 5
&) g 3 :
g 200= . N PrS1 mas estimulante que PrRBD1
o E 5 en combinacion con adyuvante.
o
£ 100= 2 z
3 I g
< 0 - Menor estimulacion de CD8 y

- o CMH-I en todos los tratamientos.

K
va » Q?
eN
Qﬂ
ns p <0.1
*  p<0.033
**  n<0.002
*** p<0.001
Tratamientos
B Memoria inmunitaria de linfocitos T
[ | [}—Actlna mm TCR mm CD4 mm CMVHII mm CDS8 s CMH I CD4+ detectada hasta 12 meses.
A?-
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Conclusiones 22

Concentracion de ARN 1285.58 a 6237.36 ng/uL
Ratio de pureza 260/280 = 2.04 APC

N A
MHC | [B
class Il

« | Expresion de 237, 285, 340, 104 y 40 copias de TCR,
s 4 i+ ) CD4, CMH-II, CD8 y CMH-I respectivamente; inducidas
por PrS1+PBS+Adv en el ensayo a largo plazo.

TCR

V% Dos dosis de PrS1 con adyuvante, estimularon

. ) significativamente a los linfocitos T (TCR), de tipo CD4* Tfh = Humoral
%@f of cooperadores y CMH-II, cuya expresion fue Memoria inmunitaria

N aproximadamente 2, 3y 4 veces mas que el gen enddgeno.
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