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1. INTRODUCCION

La Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia — FIDIC ha disefiado y
producido candidatos a vacuna contra la malaria quimicamente sintetizados, que
han llegado a ser probados en monos Aotus vociferans; La COLFAVAC?24 fue la
Gltima combinacion de péptidos vacunales que se probd, mostrando una
proteccion del 81,7% en los primates inmunizados y posteriormente retados con la

cepa FVO de Plasmodium falciparum.

Sin embargo, con el objetivo de lograr un indice de proteccion mayor, se requiere
aun mas entendimiento sobre la activacion de Linfocitos T por las células
presentadoras de antigeno; ya que dependiendo de la subpoblacion que fagocita
el péptido sintético, la respuesta generada variara; por ejemplo, las células
dendriticas de tipo mieloide tienen la capacidad de secretar citoquinas que logran
potenciar la activacion de células T ayudadoras, bien sea de tipo 1 y tipo 2,
mientras que las células dendriticas foliculares y plasmocitoides presentan el
péptido a las células B para diferenciarlas en células plasmaticas productoras de

anticuerpos.

Se establece entonces la necesidad de entender los mecanismos inmunoldgicos
que ocurren en la presentacién y procesamiento de antigeno a cargo de las
células especializadas presentadoras de antigeno, especialmente las células
dendriticas para posteriormente lograr caracterizar la activaciéon de las células T

virgenes, hasta llegar a células T efectoras y de memoria de larga vida.



A pesar de que el modelo en Aotus spp. ha sido usado ampliamente,
comercialmente no existen anticuerpos monoclonales que faciliten la identificacion

de los receptores presentes en las células del sistema inmune de este primate.

Este trabajo, pretende entonces, producir dichos anticuerpos monoclonales que no
estan disponibles comercialmente contra marcadores de superficie de membrana
de las células presentadoras de antigeno del modelo animal recomendado por la
OMS (Aotus spp) para estudios vacunales contra malaria; Y asi, en el marco del
proyecto, lograr evaluar, caracterizar y determinar el mecanismo de accion de las

células presentadoras de antigeno de monos Aotus mediante pruebas in vitro.

Con base a los resultados obtenidos, se podra dar inicio al siguiente paso del
proyecto que permitira determinar si los péptidos sintéticos cumplen con las
caracteristicas para ser un buen candidato a vacuna frente a Plasmodium spp.
mediante la caracterizacion de células presentadoras de antigeno y a la vez sera
posible extrapolar esta informacién, a nuevos estudios vacunales de otras
enfermedades infecciosas, para lograr disminuir la morbilidad y mortalidad en

paises en via de desarrollo.



2. OBJETIVOS

2.1 General

Producir anticuerpos monoclonales que reconozcan marcadores de membrana
BDCA1, CD11lc, CD103 y CD14 sobre células presentadoras de antigeno de
Aotus spp.

2.2 Especificos

Seleccionar mediante herramientas bioinforméaticas las secuencias de los
marcadores de membrana de células presentadoras de antigeno de Aotus

spp. a sintetizar.

Desarrollar el hibridoma a partir del bazo de ratones cepa BALB/c
inmunizados, para producir los anticuerpos monoclonales contra
marcadores de superficie de membrana de células presentadoras de

antigeno.

Evaluar la afinidad de los anticuerpos monoclonales producidos, frente a las

células presentadoras de antigeno de Aotus spp.



3. ANTECEDENTES

Para el desarrollo e investigacién de la vacuna contra la Malaria el estudio de la
respuesta inmune natural del huésped puede proporcionar indicios e informacion
importante durante el desarrollo de la misma. Esto se evidencia en estudios sobre
las etapas sexuales del parasito Plasmodium causante de la malaria, cuya
respuesta inmune constituye la base de las posibles vacunas que bloquean la

transmision del parasito.

Dentro del estudio de la respuesta inmune inducida por la infeccion, los antigenos
de la malaria se pueden considerar como los componentes del parasito presentes
en un huésped humano que inducen dicha respuestal. Y de esta forma se
convierten en estructuras de vital importancia ya que las vacunas van dirigidas

contra dichos antigenos.

Sin embargo, Toro y colaboradores? mencionan algunos obstaculos frente al
estudio del comportamiento del sistema inmune bajo la estimulacién infecciosa de
Plasmodium, haciendo referencia a la existencia de diferentes cepas del parasito,
a los distintos estadios, con antigenos diferentes, y ademas a la variacion
antigénica que se presenta posiblemente por recombinacion genética durante el
estadio sexual que se desarrolla en el vector o por presion inmunolégica durante
el curso de una infeccion, la cual parece inducir mutaciones puntuales o delecion

de genes.



En resumen, se espera que “los estudios sobre inmunidad e inmunopatogénesis
en malaria contribuyan al desarrollo de esquemas inmunopreventivos vy
terapéuticos efectivos contra Plasmodium, sin el riesgo de activar mecanismos

inmunopatogénicos™.

Teniendo en cuenta la alta incidencia de la enfermedad y que sus mayores focos
estan presentes en paises sub desarrollados se hace evidente la necesidad de
fortalecer las herramientas de control y generar nuevos mecanismos que
favorezcan la erradicaciéon de la enfermedad parasitaria; La existencia de una
vacuna contra Plasmodium aseguraria la disminucién de personas infectadas, lo
cual se veria directamente reflejado en la disminucion de la morbilidad en las
poblaciones mas vulnerables; Sin embargo, Taylor Robinson® menciona que, una
de las dificultades que obstaculizan el disefio exitoso de la vacuna contra
Plasmodium es un conocimiento incompleto de los antigenos que generan
inmunidad protectora, los tipos precisos de respuesta inmunitaria a los que
apuntar y como se pueden inducir. Una mayor apreciacion de los mecanismos de
la inmunidad protectora, por una parte, y de la inmunopatologia, por otra, debe
proporcionar pistas criticas sobre como se puede lograr la mejor manipulacién del

sistema inmunitario.

En cuanto al funcionamiento del sistema inmune es importante entender que
existen mecanismos participantes en la inmunidad natural o innata como lo son la
inflamacion y la fagocitosis, la cual, a través de la presentacion del antigeno al
linfocito, establece una interaccion eficaz entre la inmunidad natural y la activacion
de la especifica. Al respecto, menciona Vega* que la inmunidad natural o innata

es la primera linea de defensa e influye de manera importante en la direccién que



seguira el otro tipo de inmunidad: la especifica o adquirida; la cual esta integrado

por la inmunidad celular y la inmunidad humoral.

El principal mecanismo de defensa frente a microorganismos externos esta dado
por la inmunidad humoral, en donde se reconoce al antigeno, y este a su vez
desencadena una serie de mediadores celulares que finalmente desemboca en la
produccién de anticuerpos. Como menciona Villacuesca®, son los principales
efectores de la respuesta humoral del sistema inmune. Como parte del sistema
inmunologico normal, los linfocitos B y las células plasmaticas derivadas de ellos,
producen cientos de miles de anticuerpos que son capaces de reconocer de
manera especifica componentes antigénicos presentes en bacterias, virus u otros

agentes invasores y formar con ellos inmunocomplejos.

Por otra parte, es evidente la necesidad de reconocer la importancia de las células
dendriticas; entonces menciona Romero’, que las células dendriticas (CDs) son
leucocitos que juegan un importante papel tanto en la inmunidad innata como en la
adaptativa, siendo las células presentadoras de antigeno mas potentes que
existen y con la capacidad Unica de activar linfocitos T colaboradores que no han
tenido contacto antigénico previo. Por lo cual se convierte en un punto
investigativo clave en la busqueda para la erradicacion de la malaria. Asi mismo,
como afirma Amorim ¢ y colaboradores, la complejidad del ciclo del parasito y
también los diferentes subconjuntos de DC contribuyen a aumentar el nivel de
dificultad para comprender el resultado de todas las interacciones. Es necesario
un enfoque multidisciplinario para dilucidar los mecanismos involucrados en la
activacion de las CD por Plasmodium. Si entendemos cémo el parasito modula las
CD, es posible manipular esta informacion para desarrollar una vacuna eficaz

contra la malaria.



La existencia de subpoblaciones de CDs, como lo expresa Romero®, se describi6
por primera vez en ratones, mediante la expresion de marcadores superficiales
gue se utilizarian para los linfocitos T, estableciéndose dos grupos principales de
CDs, CD8+CD4- y CD8-CD4+. En humanos, se sabe que existe también este tipo
de subpoblaciones, aunque no se relacionan tanto con su origen, sino con su

madurez o funcionalidad.

La ventaja que supone la disponibilidad de estas células en el cuerpo tanto en
tejidos periféricos como en o6rganos linfoides, y sus subtipos en torrente
sanguineo, se ha dado a conocer en modelos murinos. Naranjo ° expresa que esto
se ha logrado, gracias a la relativa accesibilidad a sus distintos tejidos linfoides
(bazo, ganglios linfaticos, timo) y a la identificacién de la expresion de marcadores
de superficie. Asi marcadores comunes como el CD4 y el CD8 han servido de
herramientas fundamentales para la clasificacion de los subtipos de DCs murinas.
En cambio, los trabajos realizados sobre los subtipos de DCs humanos se han
restringido, principalmente, a sangre periférica.

Los marcadores superficiales de las células dendriticas, permiten identificar y
caracterizar los mecanismos de presentacion de antigeno de las mismas,
haciendo énfasis en la importancia de producir anticuerpos monoclonales que
sean capaces de reconocer estos marcadores. Los anticuerpos monoclonales,
“son herramientas esenciales en el ambito clinico y biotecnolégico, y han probado
ser Utiles en diagnédstico y tratamiento, asi como también en el estudio de las
interacciones patdégeno-hospedero y la marcacion, deteccion y cuantificacién de

diversas moléculas™.

Almeida® y colaboradores, mencionan que la producciéon de anticuerpos

monoclonales se dio a conocer después de que el método del hibridoma fue



descrito por Koéhler y Milstein en 1975, pero el aislamiento de un anticuerpo
especifico que reconoce antigenos raros 0 poco antigénicos siguié siendo un
desafio durante décadas. Esta dificultad ahora se puede entender facilmente
mediante el analisis de los protocolos de inmunizacién clasicos y las técnicas
utilizadas después de la publicacion de su estudio. La emocién en torno a la
tecnologia del hibridoma cegd a los investigadores al hecho de que un gran
namero de epitopos inmunodominantes enmascararia otros menos antigénicos, lo
que tendria el potencial de generar los anticuerpos selectivos y especificos

deseados, especialmente cuando se usan células completas como inmundgeno.

“Los anticuerpos monoclonales son inmunoglobulinas modificadas y disefiadas
especificamente para actuar frente a dianas concretas, con el objetivo de
interrumpir un proceso patologico, estimular una accion celular determinada o

desviar un mecanismo celular hacia una via de interés”.

El conocimiento de esta técnica permitié evidenciar un importante avance en
investigacién, brindando la utilizacion de esta metodologia como fundamento para
subdesarrollar deméas alternativas para la produccion de anticuerpos
monoclonales. Esta investigacion fue producto de “la culminacion de una serie de

estudios experimentales con lineas celulares de mieloma murino™ .

El procedimiento base para su desarrollo, tal como lo menciona Villacuesca®,
comienza con la inmunizacién de un ratén con el antigeno de interés, tras la cual,
se extraen los linfocitos B a partir del bazo del animal y se fusionan con células
neoplasicas de mieloma. De esta manera se obtiene una célula de fusién, un
hibridoma, que combina ciertas ventajas de sus progenitores, la capacidad de
producir grandes cantidades de un Unico anticuerpo, propia de los linfocitos B y la

capacidad de multiplicarse indefinidamente, caracteristica de las células



neoplasicas. A continuacion, se seleccionan los hibridomas capaces de producir
los anticuerpos deseados y se produce la expansion del clon de mayor interés.
Finalmente se procede a la purificacion de los anticuerpos obtenidos. De esta
manera se obtiene una fuente casi inagotable de anticuerpos producidos por un
clon celular, que derivan de un unico linfocito B, y que son por tanto idénticos y

especificos de epitopos individuales.

“‘Actualmente, se han desarrollado procedimientos que permiten obtener
anticuerpos monoclonales completamente humanos, reduciéndose
considerablemente el potencial inmunogénico. El primero de ellos, adalimumab,

fue autorizado en 200310,

Finalmente, “el desarrollo de los anticuerpos monoclonales y la produccion de
vacunas, entre otros, han dado lugar a un gran numero de patentes que,
actualmente, estdn autorizados y comercializados para el beneficio de la

sociedad”s.



4. MARCO TEORICO

4.1 Sistema inmunitario y Respuesta inmune

El sistema inmunitario esta conformado con un gran conjunto de tejidos,
células y moléculas que tienen como funcion principal la proteccion del
organismo contra agentes infecciosos como las bacterias, hongos y parasitos;
asi mismo, el sistema inmunitario tiene gran importancia en los procesos

tumorales.

Para defender competitivamente al cuerpo humano, el sistema inmunitario ha
desarrollado diversos mecanismos, sin alterar el equilibrio del individuo y
preservando “lo propio”. El conjunto de mecanismos y procesos orientados a

mantener y mejorar esta funcion se conoce como respuesta inmune.

La respuesta inmune se basa principalmente en la capacidad del sistema
inmunitario de reconocer efectivamente sefiales de peligro que indican la

presencia, bien sea de agentes infecciosos o procesos tumorales?!?!.

La respuesta que se inicia de inmediato, al primer contacto con un patégeno,
se conoce como respuesta innata, y la que se despliega cuando la innata no



logro erradicar el agente o ingresa por segunda vez o0 mas, se conoce como

respuesta adaptatival?.

La respuesta innata, tiene como funcién principal el reconocimiento rapido de
patégenos y/o tejidos dafiados y la sefializacion de la presencia de sefiales de
peligro a las células involucradas en la respuesta adaptativa?®.

Este tipo de respuesta esta dada por componentes celulares como las células
fagociticas y las células Natural Killer (NK), y también algunos factores de
caracter soluble como el complemento y los interferones de tipo 1 (IFNs ). Las
células que pertenecen a esta respuesta inicial usan también, ciertos
receptores de reconocimiento de patrones que corresponden a estructuras
determinadas que se repiten entre los variados patdégenos y que se conservan
aun a lo largo de su evolucién; unos de los mas importantes receptores se

conocen como los Toll-like receptor (TLRs)!L.

La respuesta adaptativa tiene un caracter altamente especifico, cada linfocito
posee receptores contra algun antigeno especifico; Esta célula se origina por
selecciéon clonal de los linfocitos antigeno-especificos. La memoria
inmunoldgica también es un importante fundamento de este tipo de respuesta,
garantizando una respuesta mas rapida y efectiva frente a patdgenos a los que
el organismo se expuso anteriormente, facilitando asi una inmunidad protectora

de larga duracion.

Las células efectoras de la respuesta adaptativa son los linfocitos T y B. Los
linfocitos T, generan sefiales que determinan la respuesta inmune; existen dos
tipos de linfocitos T efectores: células CD8+ o linfocitos T citotéxicos y los
CD4+ o linfocito T ayudador (T Helper, Th). Estos ultimos se subdividen en Thl

y Th2 en funcién del estimulo recibido y del patrén de citoquinas secretado“.



Los linfocitos Thl se originan en respuesta a la secrecion de los linfocitos
CD4+ de IFN-[1 e IL-2 y facilitan la respuesta inmune celular. Los linfocitos Th2
se activan cuando secreta IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, y promueve una respuesta

inmune mediada por anticuerpos®.

Para que se dé una respuesta inmunitaria adaptativa es indispensable que las
células presentadoras de antigeno (APCs) ejerzan su funcion sobre los
linfocitos T. De esta forma, las APCs se encargan de presentar el antigeno
procesado a través de la via clasica, por medio del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), o por la via no clasica a través de CD1. Dentro de
la denominacién de células presentadoras de antigeno se distinguen dos
grupos: células “no profesionales” donde estan los linfocitos B, los monocitos,
las células endoteliales y los macréfagos: y las células “profesionales” donde

se encuentran a las células dendriticas (DCs)*.

4.2 Células presentadoras de antigeno

Las células presentadoras de antigeno (APCs) son células que tienen la
capacidad y la funcién de capturar, procesar, y presentar antigenos mediante
fragmentos de péptidos expresados en la superficie celular mediante el
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) para su posterior reconocimiento
por parte de los linfocitos T, con el objetivo de lograr una respuesta inmune
efectiva °. Su papel, como células guardia o centinela resulta crucial en la
reaccion del sistema inmunolégico frente la presencia de un agente extrafio o

antigeno 17,



Las APCs fagocitan microorganismos, los hidroliza en pequefios fragmentos
moleculares y los incorpora en sus correspondientes moléculas presentadoras
de antigeno; este grupo celular estd compuesto basicamente por precursores
en la medula Osea: macréfagos y linfocitos B en los tejidos, y células
dendriticas distribuidas practicamente en todos los tejidos y érganos del
cuerpo 8. Se puede observar las caracteristicas mas importantes de las

principales células presentadoras de antigeno en la Tabla 1.

Diversos estudios han evidenciado que una gran variedad de células
provenientes de diferentes tejidos y fluidos también pueden expresan
moléculas de CMH de clase | y ll, generando asi reconocimiento de antigeno
por parte de los linfocitos T; Sin embargo, dicha expresion se da en bajas
concentraciones y bajo condiciones especificas y variadas. Estos tipos de
células incluyen: monocitos, células de Kuppfer, células endoteliales, células
epiteliales intestinales, fibroblastos, queratinocitos e incluso linfocitos T

activados 16.

Feature and cell type Macrophages DC B cells

MHC class II expression low levels induced by bacteria, constitutive constitutive up-regulated upon activation
cytokines

Antigen type exogenous, endogenous exogenous endogenous exogenous, endogenous via specific

Ig receptors

Presentation by MHC MHC class IT MHC class I/1I MHC class 1T
molecules
Co-stimulation low levels induced by bacteria constitutively high levels low levels up-regulated upon activation
(B7 expression) and cytokines
Location lymphoid tissue connective lymphoid tissue connective  lymphoid tissue blood
tissue body cavities tissue epithelium

Tabla 1. Caracteristicas principales de las células presentadoras de antigeno

Tomado de: Makala LHC, Nishikawa Y, Suzuki N, Nagasawa H. Immunology: Antigen-Presenting Cells in the

Gut. J Biomed Sci. 2004;11(2):130-41 16,



4.2.1 Tipos de células presentadoras de antigeno

Diferentes tipos celulares tienen en comun la capacidad de expresar en su
membrana MHC de clase Il, y por dicha condicién también poseen la capacidad de

presentar el antigeno a los linfocitos T CD4+ ayudadores *°.

A continuacion, se dara una descripcion de las principales células presentadoras

de antigeno.

4.2.1.1 Monocito

El monocito que se origina en la médula 6sea, circula por el torrente sanguineo y
pasa a los tejidos donde se expresa como macrofago y prolifera localmente.
Presentan ademas MHC tipo Il ¥°; Sin embargo, las células dendriticas llegan a
expresar de 10 a 100 veces mas el MHC tipo Il 17.

Los macrofagos en reposo tienen pocas o ninguna molécula del MHC tipo Il en la
superficie; la expresion de este Ultimo es inducida después de la ingestion de
microorganismos y el reconocimiento de sus patrones moleculares ajenos.
Presentan el antigeno y activan la célula T por estimulacién, también expresan
MHC tipo I, por lo que también activan los LT CD8+, actian como células
efectoras, son citotoxicas y poseen la capacidad de fagocitar a las células
reconocidas como extrafias (tumorales o infectadas) y a microorganismos ya que
activan el complemento dando lugar a opsoninas, las cuales facilitan dicho

proceso 1°.

Estas células expresan diversos receptores, dentro de ellos el receptor manosa y

receptor secuestrador que reconocen componentes microbianos; Una vez haya



union entre el receptor y el microorganismo se lleva a cabo la fagocitosis para su

posterior degradacion 2°.

A pesar de que muchas de las moléculas expresadas por los macréfagos no se
han caracterizado, se conoce la molécula CD14, la cual tiene la capacidad de
unirse a los complejos de la endotoxina bacteriana, mas conocida como
lipopolisacarido (LPS); Lo cual evidencia su alta capacidad para fagocitar y

presentar antigenos bacterianos 2°.

Los macrofagos liberan también citocinas, que atraen a los neutrdfilos,
aumentando la respuesta inflamatoria y también libera factores que estimulan la
proliferacion de fibroblastos y células endoteliales, colaborando en la reparacion

de tejidos afectados y lesionados *°.

Los monocitos expresan marcadores de superficie de membrana especificos, el
mas conocido e importante, es el CD14, pero también expresan CD2, CD11b,
CD16, CD31, CD56, CD62L y CD115 2,

4.2.1.2 Células B

Las células B cumplen un papel esencial en la respuesta inmune humoral; Durante
la respuesta dependiente de células T, las células B se diferencian en células de
memoria o células plasmaticas que secretan anticuerpos especificos de antigeno
de alta afinidad a través de un complejo proceso que implica la participacion de

células T ayudadores CD4+ 22,



Adicional a la captacion especifica de antigenos a través de sus inmunoglobulinas
de superficie, presenta el antigeno a las células T a través del MHC tipo Il; y solo

en circunstancias especiales presenta actividad coestimuladora *°.

Sin embargo, el papel de estas células como APCs no ha sido muy estudiado y
tenido en cuenta debido a la baja prevalencia de células B que posean un receptor
antigeno especifico, y también su ausencia en tejidos como la piel, y mucosas,

medios por los cuales ingresan la mayoria de patdégenos y antigenos ambientales
23

Los marcadores de superficie de membrana mas significativos expresados por las
células B son CD19, CD20, CD21, CD23, CD23, CD24, CD40, CD72, CD79,
CD138 4,

4.2.1.3 Células dendriticas (DCs)

Son células cuya funcién primordial consiste en servir de enlace entre el sistema
inmune innato y adaptativo. A diferencia de los monocitos, son células que tienen
encargado el trabajo de detectar el patdgeno, procesarlo y trasladarse a los
organos linfoides secundarios mas cercanos para presentar los antigenos. Alli se
encargan de activar los linfocitos T y dirigirles en su diferenciacién hacia una

respuesta defensiva adecuada *8.

Las células dendriticas conforman un grupo bastante heterogéneo de células;
Todas ellas expresan variadas familias de moléculas en su superficie celular, las
cuales les confieren su funcion presentadora de antigeno. Algunas de estas
moléculas son los receptores de patron de reconocimiento de patdgenos
especificos, los TLRs, los receptores de lectinas del tipo C, los receptores Fc y los

receptores de complemento 7.



Morfolégicamente las células dendriticas se caracterizan por sus prolongaciones
citoplasmaticas denominadas dendritas, las cuales le confieren una gran
capacidad de movimiento, asi como también la capacidad de interactuar con los
efectores de la respuesta innata (Célula NK y NKT), como también con las células
de la respuesta inmune adaptativa (Células T y B). Las células dendriticas fueron
descritas como las células que mejor cumplen el papel de presentar el antigeno ya
gue tiene una alta capacidad para estimular a las células T y también posee la

capacidad exclusiva de inducir la expansion clonal de células T naive *.

Debido a los diversos mecanismos que posee la célula dendritica para capturar
material extracelular, logran presentar antigenos de casi cualquier tipo de agente
patdégeno, y tiene dos rutas disponibles para ello. La primera ruta es a través de
receptores fagociticos como el receptor de Manosa y DEC 205; Dichos receptores
reconocen una gran gama de bacterias y virus. Los antigenos captados de esta
manera, ingresan a la via endocitica, en la cual logran ser procesados y
presentados sobre MHC clase Il para su posterior reconocimiento por células T
CD4+. La segunda via, es el ingreso directo al citosol, especialmente para
patdgenos virales, ya que estos no inducen actividad coestimuladora en otros tipos

de células presentadoras de antigeno 2.

Se diferencian dos clases amplias de células dendriticas: las células dendriticas
convencionales, que son las que participan en forma mas directa en la
presentacion del antigeno y la activacion de células T indiferenciadas, las cuales
son de origen mieloide. Y las células dendriticas plasmocitoides, un linaje bien
definido que produce altas cantidades de interferones de tipo 1, especialmente en

infecciones virales y su origen es linfoide 7.



Los marcadores de superficie de membrana mas relevantes que expresan las
células dendriticas maduras son BDCA-1, CD8, CD11c, CD11b, CD103, CD205,
MHC Il 22,

4.2.1.3.1 Células dendriticas convencionales (cDCs)

Este tipo de célula dendritica se puede encontrar en el organismo en tres areas
diferentes: tejidos periféricos, 6rganos linfoides secundarios y en sangre periférica;
representando del 0.09 — 0.44% de los leucocitos presentes en el torrente

sanguineo L.

En la piel se pueden distinguir dos tipos de cDCs: las células de Langerhans, las

cuales residen en la epidermis; y las células intersticiales, presentes en la dermis
11

Las células dendriticas convencionales (cDCs) que se encuentran en los érganos
linfoides secundarios capturan el antigeno microbiano velozmente y, tras la
estimulacién mediante los receptores que reconocen patrones especificos (Pattern
Recognition Receptors, PRRs), inducen la proliferacién y secrecién de IL-2 de

linfocitos T antigeno especificos 2°.

De tal modo que no solo estan implicadas en la induccion a la inmunidad, sino que
ademas se encargan de la tolerancia inmunoldgica a través de la captura y
presentacion de antigenos propios en ausencia de sefiales de alerta y/o

inflamacion.



Este grupo celular estd ampliamente relaciona con los monocitos; Y en cuanto a
ensayos in vitro supone una ventaja, ya que los monocitos de sangre periférica
gue son estimulados con GM-CSF y IL-4 dan origen a células dendriticas (células

dendriticas derivadas de monocito) 2’.

4.2.1.3.2 Células dendriticas plasmocitoides (pDCs)

Estas células representan del 0.09 — 0.37 % del total de leucocitos presentes en
sangre periférica de humanos . Las pDCs expresan selectivamente los Toll Like
Receptor 7 y 9 (receptores de reconocimiento de patrones tipo Toll), y estan
especializadas en una secrecién masiva y veloz de interferones de tipo | (alfa, beta

y omega), en respuesta a diversos patégenos 28.

Las células productoras de interferones de tipo |, pueden estimular la activacién y
accion de otras células como las Natural Killer (NK), linfocitos B, linfocitos T y las
cDCs 2°.

Las pDCs no son fuertemente inductoras de la proliferacion de linfocitos T; y sus
procesos de captura, procesamiento y presentacion antigénica son mucho menos
eficaces si se comparan con los de las cDCs, ya que expresa niveles inferiores de
MHC Il . sin embargo, se ha demostrado que estas células tienen la capacidad
de fagocitar antigenos solubles, y anticuerpos unidos a antigenos restringidos por
MHC Il (como por ejemplo BDCA-2) 31,



4.3 Capturay procesamiento del antigeno

La relacion que hay entre los monocitos/macréfagos y las células dendriticas se da
por la funcidbn compartida de presentar antigenos. Aunque las dos son
consideradas APCs profesionales, presentan funciones diferenciadas: Los
monocitos/macréfagos destruyen patdgenos e inician la inflamacion, mientras que
las células dendriticas hidrolizar los antigenos para presentarlos a los linfocitos T

colaboradores para inicio a la respuesta adaptativa 8.

La presentacion del antigeno esté dividida en tres fases principales, la captura del
antigeno, el procesamiento del mismo y la presentacion, incorporando los

antigenos a las moléculas de HCM.

4.3.1 Captura del antigeno

Este proceso puede realizarse mediante diversos mecanismos que se exponen a

continuacion.

El primer mecanismo es mediante los receptores de reconocimiento de patrones
presentes en todas las células presentadoras de antigeno, donde los patégenos
son adheridos a la membrana de las APCs mediante estos receptores
representados por los TLR y receptores de lectinas tipo ¢ 32. Alli, mediante la
contraccion de la actina y la miosina y junto al citoesqueleto son capaces de emitir
pseuddpodos, englobar al microorganismo y endocitarlo dando origen a una

vacuola intracelular llamada fagosoma 12,



El segundo mecanismo que se conoce se da mediante los receptores Fc que
reconocen los diferentes isotipos de las IgG; este proceso se denomina
opsonizacion %2, Las igG secretadas por los linfocitos B se unen por medio de sus
regiones variables a los antigenos de superficie de los patdgenos. Asi, las
regiones constantes de estas inmunoglobulinas son reconocidas por los
receptores Fc de los macréfagos, dando lugar a una fagocitosis especifica a cargo

de las Inmunoglobulinas *8.

Por dultimo, las APCs logran capturar el antigeno mediante receptores del
complemento CR1, CR3 y CR4. Este mecanismo se da gracias a que ciertos
microorganismos producen una ruptura de la proteina del complemento C3 en dos
subunidades (C3a y C3b); Asi, la C3b se une de manera covalente a la superficie

de los patdégenos que seran reconocidos por las células al iniciar la fagocitosis 2.

4.3.2 Procesamiento del antigeno

Los antigenos que son capturados por las APCs son procesados en diferentes
compartimientos intracelulares y son cargados en moléculas presentadoras de
antigeno (MHC) 34. Los antigenos proteicos son presentados por medio de la via
clasica (MHC), mientras que los antigenos lipidicos son presentados mediante una

via no clasica (CD1) .

Hay dos vias diferentes para la presentacion de péptidos antigénicos en las
moléculas de MHC; Los antigenos de origen exdgeno son interiorizados por
fagocitosis o endocitosis y, normalmente son procesados y cargados en moléculas
de MHC tipo Il en compartimiento Golgi 34. Mientras que, los antigenos enddgenos

son dirigidos parcialmente por el proteosoma, asociados al transportador TAP



(Transporter Associated with Antigen Presentation) y transferidos al reticulo
endoplasmatico donde finalmente son cargados en moléculas MHC tipo | 3.

Asi, el péptido unido al antigeno del MHC es la estructura reconocida por el TCR,
y la capacidad de respuesta de un linfocito T esta determinada por el ensamblaje

efectivo de este complejo tri-molecular 7.

4.3.2.1 Presentacion a través de la via clasica

Las células presentadoras procesan antigenos de caracter exégeno permitiendo
su asociacion a moléculas del MHC tipo Il; y los antigenos enddgenos son
procesados para ser presentados en moléculas del MHC tipo I. Un tercer
mecanismo se denomina “presentacion cruzada”, la cual permite el procesamiento

de antigenos exdgenos cargados a moléculas del MHC tipo | %,

Los antigenos que son capturados y presentados mediante el MHC Il son
transportados desde el compartimiento lisosomal hacia la membrana celular; Estos
complejos péptido-MHC tienen una alta estabilidad, permitiendo el reconocimiento
por el TCR %,

Adicional a ello, las células dendriticas a diferencia de los macréfagos expresan
bajos niveles de proteasas lisosomales, lo cual se refleja en una degradacion mas
lenta del antigeno, quedando retenido por mas tiempo en los érganos linfoides

favoreciendo la presentacion antigénica 4.



Las moléculas del MHC | representan otra via de presentacion antigénica que es
usada por las células dendriticas; A través de este mecanismo se presentan
péptidos enddgenos, originados a partir de proteinas celulares y péptidos

exdgenos por presentacion cruzada L.

4.3.2.2 Presentacion a través de la via no clasica (familia CD1)

La familia de CD1 hace presentaciéon de antigenos lipidicos a los linfocitos T 42. En
humanos, la familia CD1 estd conformada por 5 miembros CDla-c (grupo 1);
CD1d (grupo 2) y CD1e (grupo 3); Mientras que en ratdén solo se ha descrito el
grupo CD1d 3.

Las moléculas CD1 muestran diferentes patrones de trafico intracelular,
relacionado con el reparto del antigeno en distintos compartimientos celulares. Es
importante resaltar las similitudes entre en MHC Il y CD1, pero asi mismo
diferencias que los hacen sistemas autonomos e independientes. Como por el
ejemplo, que en la presentacion de antigeno por moléculas CD1 la maduracion de

células dendriticas no es significativa ni relevante 44,

4.4 Aotus como modelo animal

Las primeras investigaciones en las cuales se utilizaron primates como modelos
experimentales se iniciaron en 1920. Desde entonces son muchas las especies de

primates utilizadas en el estudio de enfermedades infecciosas y parasitarias #°.



En lo que se refiere al paso del modelo animal al modelo humano, se considera
gue la respuesta inmunolégica de los mamiferos tiene suficientes denominadores
comunes como para poder estudiar una infeccibn determinada en diferentes
especies y luego extrapolar sus resultados a la especie humana. Sin embargo,
entre mas proximo sea el modelo animal desde el punto de vista filogenético, esta

extrapolacion serd mas significativa 46,

Desde que se realizaron las primeras infecciones con Plasmodium vivax y
Plasmodium falciparum, las diferentes especies de Aotus se han utilizado para la
deteccion de farmacos antipaltdicos, el desarrollo de vacunas contra la malaria y
mas recientemente usados como modelos para la fisiopatologia de la malaria. No
todos los parasitos del género Plasmodium logran infectar en monos Aotus; sin
embargo, una vez que una poblacion aislada de parasito se ha adaptado a una
especie, se puede transmitir facilmente a otras 4’.

Los estudios de seguridad y eficacia protectora en modelos animales son pasos
criticos para el desarrollo de vacunas y medicamentos, y los modelos de primates

son probablemente los mas apropiados para este propésito 47.

Aunque dentro del género Aotus existen varias especies susceptibles a
Plasmodium falciparum y Plasmodium vivax, Aotus lemurinus griseimembra
representa el mejor modelo actual de primates para estudios en malaria debido a
su alta susceptibilidad a la infeccion por formas sanguineas y esporozoitos de
ambas especies de Plasmodium. Aunque la validacion final de este modelo
depende de ensayos en humanos, en las ultimas dos décadas, estos monos han
demostrado ser muy Utiles para probar multiples candidatos a vacuna contra la

malaria antes de los ensayos clinicos en humanos 4’.



Parte de las limitaciones en el uso del modelo de Aotus en la investigacion de la
malaria es la falta de herramientas disponibles para la evaluacién de la respuesta
inmune. Se ha invertido un gran esfuerzo en la evaluacion de reactivos humanos
que pueden reaccionar de forma cruzada con las proteinas de Aotus y la

caracterizacion molecular para evaluar la similitud con las moléculas humanas #’.

Por otro lado, se suma a los conflictos del uso del modelo de monos Aotus la
inconformidad que manifiestan organizaciones encargadas de proteger los
derechos de los animales 4°. Muchos de estos conflictos se ven generados por
aspectos como la extincion de especies, que son respaldados por gobiernos en los
que se ha estipulado estamentos para regular y controlar la captura y/o utilizacion

de animales silvestres, en este caso, para uso cientifico 4’.

Por lo anterior, es importante el conocimiento de normatividad y percepciéon de la
sociedad frente al tema, pues debe ser un punto a tener en cuenta en el desarrollo

de alternativas experimentales.

4.5 Produccion de anticuerpos monoclonales

Los mAbs se pueden clasificar en funcibn de sus objetivos o funciones
respectivas. La técnica de hibridoma consiste en inyectar primero un antigeno
especifico en un ratén y obtener las células plasméaticas especificas de antigeno
del bazo del ratéon 8. La célula plasmatica aislada se fusiona con una célula
inmune cancerosa para la inmortalidad. Esta célula hibrida se clona para producir
muchos clones hijos idénticos, que producen continuamente el anticuerpo
monoclonal de interés. Inicialmente, con esta tecnologia solo se producian

anticuerpos monoclonales murinos (derivados de un solo ratén). Como estos



anticuerpos murinos desencadenaron fuertes reacciones inmunes en humanos,
especialmente en la administracion repetida, se crearon otros tipos de mAb

mediante ingenieria adicional y tecnologia recombinante “°.

A pesar de las ventajas inherentes a la fabricacion de mAb humanos naturales, la
baja eficiencia del proceso de aislamiento del hibridoma histéricamente fue un
inconveniente técnico que fue demasiado grande para superar, y en su lugar se
han utilizado muchos otros métodos para producir mAb humanos en los ultimos
aflos para satisfacer la demanda de generacion de anticuerpos terapéuticos. La
principal desventaja del método de hibridoma es la baja eficiencia de fusién. Sin
embargo, durante las Ultimas décadas, este problema se ha superado lentamente

a través de mejoras en varias caracteristicas técnicas del proceso °.

El paso mas dificil y critico en la produccion de hibridomas humanos es la
capacidad de fusionar eficientemente las poblaciones deseadas de linfocitos con
un comparfiero de mieloma. Existen tres técnicas basicas utilizadas para generar
hibridomas con el proposito de producir mAb: (i) el uso de agentes quimicos como
PEG, (ii) virus fusogénicos y (iii) citofusién eléctrica. La técnica mas comun, sin

embargo, implica la fusién quimica con PEG 0.

El paso final en la generacion de un hibridoma humano es aislar productos de
fusion exitosos como clones derivados de células individuales, un proceso a
menudo denominado clonacion biolégica. Hay varias ventajas en aislar los
hibridomas individuales temprano y hacerlos crecer de manera clonal. Con
frecuencia, se crean poblaciones mixtas de hibridomas productores de mADb
después de la fusion. Dependiendo del experimento, puede haber cientos o
incluso miles de clones diferentes producidos. La clonacidon celular es un paso

esencial para garantizar que finalmente se genere un anticuerpo monoclonal °.



Finalmente, la producciéon de mAbs completamente humanos fue posible a través
de dos tecnologias: exhibicién de fagos y ratones transgénicos 4°.

4.6 Normatividad y condiciones éticas en murinos

La investigacidbn con animales experimentales es tan antigua como la ciencia
misma, razon por la cual, en la medida en que se han definido condiciones de
trabajo en el area, se han ido ajustando las politicas en investigacion abriéndose
asi un campo de conocimiento y capacitacién que brinda soporte a la investigacion
biolégica y biomédica que requiere su uso. Gracias al uso de los animales, se han
hecho grandes descubrimientos para un gran nimero de afecciones los cuales

han sido constantemente reportadas 5.

Estos descubrimientos o aportes nos conducen racionalmente a asumir una
postura de excepcional aceptacion del uso del animal en condiciones de trato y

protecciéon humanitaria para la investigacion 5.

La experimentacién es valida si es reproducible, es una premisa universal de la
investigacién cientifica y que debe ser aplicada en el campo de la experimentacion
con animales. Por ello el esfuerzo que hace el equipo investigador por conocer los
comportamientos normales, adaptativos, el dolor, el malestar, el miedo, la angustia
y la molestia minimas para favorecer la permanencia de un equilibrio entre las
condiciones biolégicas y etolégicas del animal se vera expresado en el resultado

de su ensayo o investigacion 5.



La primera condicion del investigador que trabaja con animales de laboratorio es el
respeto por la vida, por el dolor o el sufrimiento a que éstos pueden ser sometidos

en los trabajos bajo su responsabilidad >,

Las ventajas del ratdn sobre otros animales experimentales incluyen la posibilidad
de manipular informacion genética nueva dentro de la célula y transmitirla a la
linea germinal. Por otro lado, el ratén tiene un ciclo reproductivo muy corto con
tamafo de camadas grandes; es un animal pequefio, manejable, resistente, bien
caracterizado en cuanto a su biologia y muy usado en el laboratorio. Es
relativamente barato en comparacién con otros animales experimentales y su

mantenimiento, aun en condiciones de alta seguridad, es relativamente sencillo 2.

Algunos de los aspectos mas importantes para cualquier proyecto que involucre la

utilizacion de modelos animales serian: °2

e Los experimentos que involucren animales vivos deben ser realizados por o
bajo la supervision de cientificos calificados, es decir con conocimiento y
experiencia en etologia y cuidado animal.

e El cuidado de los animales de experimentacién debe ser supervisado por
un veterinario u otro cientifico entrenado que conozca fisiologia en
ambientes cerrados y patologias propias de los bioterios.

e El experimento se debe basar en el conocimiento previo de la enfermedad o
problema en estudio.

e Se debe evitar todo el dafio y sufrimiento innecesario en los animales
durante los experimentos.

e Si es necesario sacrificar algun animal de experimentacién, el
procedimiento debe ser realizado "humanitariamente" Ningun animal debe

ser descartado hasta que se esté seguro de su muerte 52,



4.6.1 Estamentos normativos y éticos

Los ratones son mantenidos siguiendo las normas de bioética conforme a lo
indicado en la Ley 84 de 1989 %3, la resolucion 8430 de 1993%4, emitida por el
Ministerio de Salud de Colombia y la guia para el cuidado y uso de animales de
laboratorio, octava edicién, del Instituto Nacional de Salud °°. También se
considero lo estipulado por la Asociacion Americana Medica Veterinaria (AVMA)
en el panel de Eutanasia en 2013. Todos los animales son mantenidos con comida
Rodent Diet 5010 y agua.

Esta investigacion cuenta con el aval del comité de ética de la Universidad de
Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A regulado por el acuerdo No. 285/2008,
capitulo VII %6, (Anexo 1)

5. DISENO METODOLOGICO
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Para el estudio fueron utilizados los esplenocitos obtenidos de 12 ratones hembras
de cepa BALBI/c, péptidos producidos sintéticamente de receptores de membrana
de células presentadoras de antigeno de Aotus spp. y monocitos derivados de

sangre periférica de humano y Aotus spp.

Estos ratones son procedentes de la Universidad Nacional de Colombia,

presentaban pesos entre 10 a 15 gramos, y tenian aproximadamente 6 semanas



de edad. Se mantuvieron en el bioterio de la Fundacion Instituto de Inmunologia
de Colombia, el cual cuenta con un ambiente estandarizado acorde a las
necesidades de las especies que alli se alojan, garantizando el bienestar de los
animales y la seguridad del personal que trabaja en la institucion. Todos los
animales se encuentran a temperatura ambiente, son alimentados con comida
Rodent Diet 5010 y agua.

Se dispusieron los ratones en grupos de tres para cada una de las cajas, las
cuales fueron previamente rotuladas con la informacion de los animales y el grupo
funcional al que pertenecian. Adicional a esto, el aseo de las cajas en donde se
mantienen fue realizado tres veces por semana, incluyendo el cambio de comida y

agua.

Lo anterior, cuenta con el aval del comité de ética de la Universidad de Ciencias
Aplicadas y Ambientales U.D.C.A regulado por el acuerdo No. 285/2008, capitulo
VII.

5.2 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS
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Prediccion “in silico” de secuencias peptidicas
1
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Obtencidn de células dendriticas humanas
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mediante [FI
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Figura 1. Flujograma del esquema general de procedimientos utilizados.

5.2.1 Prediccion in silico de secuencias peptidicas

La seleccion de los péptidos necesarios en la inmunizacion del modelo murino se
realizaron haciendo uso de herramientas bioinformaticas. Para ello, se tomaron las
secuencias de las proteinas BDCA-1, CD103, CD11c y CD14 de Aotus spp,
obtenidas mediante formato FASTA haciendo uso de la base de datos NCBI
Protein; con dicha secuencia se predijo cual era la porcion de la proteina
disponible en membrana mediante el programa TMHMM Server. Esta predicciéon
permitio identificar las regiones de cada una de las proteinas que se encontraban



expuestas extracelularmente y, por ende, podrian ser potencialmente identificadas

por los anticuerpos a generar.

Una vez obtenida la porcibn de membrana se conocio la presencia y localizacion
del péptido sefial de las secuencias mediante SignalP 4.0 Server. Una vez
determinadas las regiones extracelulares y luego de retirar el péptido sefal, se
identificaron los epitopes reconocidos por las células B y células T mediante el
programa IEDB Analysis Resource; por ultimo, mediante un alineamiento BLAST
entre las secuencias de Mus musculus, Homo sapiens, y Aotus spp descritas en el
GenBank, se seleccionaron los péptidos a sintetizar e inmunizar en ratones,
siendo criterio de seleccién que las secuencias difieran en el 50% o mas entre

Mus musculus y Aotus spp.

5.2.2 Sintesis de las secuencias peptidicas

Las secuencias proteicas seleccionadas (Tabla 2) se sintetizaron quimicamente
por el grupo funcional de sintesis quimica de la Fundacién Instituto de Inmunologia
de Colombia (FIDIC), mediante el sistema de fase sélida mdultiple usando la
aproximacion de ter-butoxycarbonyl (t-Boc) °’. Los péptidos se hidrolizaron con
TFA/TIS/H20 (95%/2,5%/2,5%), siendo purificados mediante RP-HPLC, con
posterior liofilizacién y andlisis mediante espectrometria de masas (Maldi-TOF)
para confirmar su peso molecular. Adicionalmente, se realizd dicroismo circular
(que es una aproximacion de la composicion estructural de las proteinas en
disposicion de las hojas alfa, beta hélices y polipropinil); el espectro se registro a
20°C utilizando un espectropolarimetro Jasco J-815 acoplado a un sistema Peltier
PFD-425S para el control de la temperatura. Se utilizaron soluciones de péptido en

0,1 mg/mL en diferentes porcentajes de 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) 8. Los



espectros se recogieron de 195 a 260 nm, utilizando una celda de cuarzo de 1 mm
(los parametros utilizados fueron: velocidad de exploracion de 100 nm / min), el

tono de datos 0,2 nm, la respuesta 2s, 1 nm ancho de banda y 3 scans).

Como resultado de la sintesis quimica de las secuencias peptidicas de interés,
fueron entregados los péptidos en estado liofilizado, uno por cada proteina de
membrana (BDCA-1, CD11C, CD103 y CD14).

5.2.3 Protocolo de Inmunizaciéon de ratones

En este estudio, se utilizaron 12 ratones hembras destetadas de raza BALBc,
procedentes de la Universidad Nacional de Colombia, que presentaban pesos
entre 10 y 15 gramos. Para la inoculacién de los péptidos se prepararon en una
proporciéon de 30 ug de péptido en 50 uL de PBS + 50 pL de adyuvante incompleto
de Freund. Los ratones fueron divididos en 4 grupos, el grupo 1 fue inoculado con
el péptido BDCA-1 (ratén 0, 1 y 2), el grupo 2 con el péptido CD11C (ratén 3, 4y
5), el grupo 3 con el péptido CD14 (raton 6, 7 y 8), y finalmente el grupo 4 con el
péptido CD103 (ratébn 9, 10 y 11). Con el fin de obtener el suero pre-inmune,
mediante puncién de la vena facial, se realiz6 una sangria previa a la primera
inmunizacion. Cada raton se inmuniz6 en una oportunidad inicial via subcutanea y
las dos posteriores por via intraperitoneal (dias 0, 14 y 28), obteniendo luego de
cada inmunizacion muestras de sangre para la obtencién de suero (post segunda

y post tercera inmunizacion).

Un mes después de la ultima inmunizacion, con el fin de obtener los esplenocitos
necesarios para la fusion celular en la realizacién del hibridoma, los ratones fueron

inmunizados (boosting) con el péptido sin adyuvante de 4 a 5 dias antes de la



eutanasia. Para ello los ratones fueron sacrificados mediante método fisico por
dislocacion cervical con previa sedacion haciendo uso de Ketamina + Xilacina
teniendo en cuenta consideraciones éticas de bienestar animal. Finalmente, se

hizo recoleccion de muestra de sangre pos sacrificio mediante puncion cardiaca.

| Diao | | Dia1s | | Dia 28 | | Dia 42 | | Dia 44 | Dia 77
Eleccion del raton con 2
mejor reactivad frente a BOOSTING ;::Iaocri‘dyn

- - L 4 cada péptido haciendo
uso de ELISA. 6

Inmunizacion con péeptido (30 pg/ml) y
adyuvante incompleto de Freund. Via
subcutanea — intraperitoneal.

Sangria pre y post
inmunizaciones.

Figura 2. Esquema y linea de tiempo sobre inmunizaciones, sangrias y eleccion de ratones aptos para

sacrifico.

5.2.4 Obtencion de los esplenocitos

Para este procedimiento, realizado tras el sacrificio, se delimito un area especifica
previamente desinfectada junto con el material requerido. Se inicié confirmando la
ausencia de los signos vitales del raton y posteriormente este fue ubicado en
posicién cubito dorsal con fijacion de los miembros en una superficie rigida. Se

identifico en la cavidad abdominal especificamente la linea alba y sobre esta, se



procedio a realizar una incisibn de aproximadamente 2 a 3 centimetros. Los
musculos de la cavidad abdominal fueron retraidos para exponer las visceras,

ubicar el bazo y proceder a su extraccion.

Después de extraido el bazo, éste fue puesto en medio de cultivo IMDM completo
en donde se obtuvieron los esplenocitos sometiendo el érgano a perfusion. Por

ultimo, se realiz6 recuento celular de los mismos utilizando camara de Neubauer®.

5.2.5 Valoracién de la inmunogenicidad por ELISA

Con el fin de lograr determinar el raton que en cada uno de los grupos presento
mejor respuesta frente al péptido inoculado y proceder a la eutanasia para
obtencion de esplenocitos, se realizaron dos ensayos. Primero, mediante ELISA
se determin6 la reactividad frente al péptido, y segundo, mediante
Inmunofluorescencia indirecta (IFI) se evalué la afinidad de los anticuerpos frente

a las células que se encuentran dirigidas.

Una vez obtenidos los sueros preinmune, post segunda y post tercera
inmunizacion se analizaron para determinar su reactividad, realizando ensayos de
ELISA, para lo cual se utilizaron placas Nunc Maxisorp (BioLegend, Cat: 423501)
de poliestireno de 96 pozos de fondo plano, las cuales fueron cubiertas con los
péptidos sintetizados a razén de 1 pg/pozo. En cada pozo se coloco el suero de
los ratones (1:100 en PBS con leche descremada 5%), las placas fueron
incubadas por dos horas a 22°C. Los anticuerpos especificos fueron detectados

usando IgG anti-ratdbn conjugado a fosfatasa alcalina (Sigma Aldrich, Cat:



SAB3701085) como segundo anticuerpo, la reaccion fue revelada utilizando como
sustrato fosfatasa alcalina (P-nitrofenil fosfato).

Se consideraron como positivos aquellos valores superiores al promedio de la

reactividad del suero pre-inmune, mas dos desviaciones estandar.

5.2.6 Produccién del hibridoma

Para dar inicio a la produccion del hibridoma, con anterioridad se cultivé células de
mieloma (PAI, que no produce anticuerpos), donadas por el Doctor Gerd Pluschke
del Swiss Tropical Institute, hasta alcanzar una concentracion de veinte millones.
Para la fusién, las células se mezclaron en una proporciéon de 1 célula de mieloma
por cada 5 de bazo mediante el uso de polietilenglicol (peso molecular 1.400-
1.800, Sigma Aldrich cat: 10783641001). Se adicion6 un 1 mL polietilenglicol
durante un minuto (gota-gota); inmediatamente, se diluyo con 1 mL de medio
IMDM incompleto, adicionandolo también gota a gota. Después de este paso, se
llevaron las células hibridas a 10 mL, se centrifugaron y fueron resuspendidas a
una concentracion de 1’000.000 de células/ mL de medio HAT-20% de suero fetal
bovino (HAT: Hipoxantina, Aminopterina y Timidina). Estos hibridomas fueron
cultivados en placas de 96 pozos e incubados durante 16 dias a 37° en una
atmésfera con CO2 5%.

Con el fin de seleccionar los clonos, después de 12 dias de incubacion, se realizo
ELISA analizando los sobrenadantes de las células hibridas. Los clonos positivos
fueron pasados a cajas de cultivo de 24 pozos. Los pozos que empezaron a
presentar colonos fueron analizados por inmunofluorescencia. De estos, los clonos

positivos, fueron clonados por dilucion limite y después de 12 a 15 dias, los pozos



gque empezaron a mostrar crecimiento clonal en el cultivo se analizaron por

inmunofluorescencia.

5.2.7 Obtencion de células dendriticas

Para dar inicio al cultivo de células dendriticas humanas, fue necesario partir de
muestras de sangre periférica. Esta fue una muestra obtenida de un donante
voluntario de la institucion, anti coagulada con heparina, de la cual se obtuvo
después de un gradiente de Ficoll-Hypaque una capa de células mononucleares.
Estas células fueron lavadas 3 veces con medio IMDM completo y cuantificadas

en camara de neubauer® con azul de tripan.

Después de la cuantificacion y dependiendo la caja de cultivo que se iba a utilizar,
se realizaron calculos para determinar la cantidad de células que se pondrian por
pozo. Se agregaron las células con medio IMDM completo, y se verificO su
presencia mediante microscopia. Se llevaron a la incubadora por 3 horas a 37° en
una atmosfera con CO2 5%. Teniendo en cuenta que los monocitos son células
adherentes, después de este tiempo se encontraron adheridas a la caja de cultivo,
y toda aquella célula que no era monocito quedd en el sobrenadante, el cual se
retir6. Se adicion6 nuevamente medio de cultivo IMDM completo y fue llevado a la
incubadora a 37° en una atmosfera con CO25%.

Se realizaron tres estimulos de maduracion después de la siembra, estos fueron

en el dia 1, 3y 6. Los dos primeros estimulos se realizaron con IL4 (100-200ng/ml)



y GM-CSF (50ng/ml), mientras que el estimulo realizado el dia 6 se hizo con
lipopolisacarido (100ng/ml) y sobrenadante de células P388-D1 (productoras de
IL1 B e IL6). El proceso de maduracion se evidencio a través de las caracteristicas
morfolégicas vistas por microscopia, evidenciandose la presencia de sus

numerosas proyecciones de membrana.

Posteriormente entre los dias 2 y 3 después del ultimo estimulo, se colecto el
sobrenadante de los cultivos y luego se procedidé a la recoleccion de las células,
para lo cual estas se sometieron para su desprendimiento a la incubacién con
tripsina, llevandolas a incubadora de 5 a 10 minutos a 37° en una atmadsfera con
CO2 5%, se verificé su desprendimiento mediante microscopia, posterior a esto,
las células fueron lavadas 3 veces con medio IMDM completo, se centrifugaron y

finalmente se cuantificaron en camara de neubauer® con azul de tripan.

5.2.8 Inmunofluorescencia indirecta

A partir de las células que fueron obtenidas en el cultivo de células dendriticas, se
tomaron 25.000 células diferenciadas que fueron sembradas en cada uno de los
pozos de una ldmina de vidrio cubierta con poli-L-lisina. Se dejaron durante 20
minutos a temperatura ambiente con el fin de que se precipitaran y se adhirieran a
la lamina. Posteriormente, se retiré el sobrenadante y se dejaron secando durante
toda la noche. Al dia siguiente, las laminas fueron recogidas y se guardaron en el
congelador a -70°C. Se descongelaron Unicamente las laminas necesarias en el

momento que se iba a realizar andlisis de los anticuerpos monoclonales.

Para iniciar la inmunofluorescencia, las laminas fueron bloqueadas con leche al

1% en PBS 1X, o albumina bovina al 1%. Se dejaron incubando durante 30



minutos, y posterior a este tiempo se lavaron 3 veces, cada lavado durante 5
minutos con PBS 1X. Se elimin6 el exceso de PBS y se adicionaron los
anticuerpos monoclonales de interés. Se dejé incubando la lamina durante 1 hora
en camara humeda a temperatura ambiente. Después de transcurrido este tiempo
se realizaron 5 lavados de 5 minutos cada uno con PBS 1X y se elimina el exceso.
Se adiciond el segundo anticuerpo marcado con FITC (anti-ratén IgG FITC, Sigma
Aldrich cat: FI-2000) en dilucién 1:100 y se dejé incubando durante 30 minutos en
camara humeda a temperatura ambiente y oscuridad. Se realiz6 después de este
tiempo 5 lavados de 5 minutos cada uno con PBS 1X, retirando el exceso, y se
agrego finalmente DAPI (0.5Mg/mL) durante 5 minutos en oscuridad a temperatura
ambiente. Se realizaron 5 lavados con PBS 1X de 5 minutos cada uno, y se retird
el exceso de PBS. Finalmente, se dejaron secar en oscuridad y se agreg6 solucién
de montaje, se cubrieron los pozos con una lamina cubre objetos y se ley6 en el

microscopio de fluorescencia.



6. RESULTADOS

6.1 Prediccidén “in silico”

Para la prediccién “in silico” de los péptidos correspondientes a los receptores de
membrana de las células presentadoras de antigeno, en especial células
dendriticas; se requiri6 obtener las secuencias de las proteinas de interés en
Aotus spp.; las utilizadas para el analisis fueron obtenidas mediante NCBI Protein

y se observan en la tabla 2.

CELULA DE RECEPTOR DE NUMERO DE ACCESO (NCBI LONGITUD (aa)

ORIGEN MEMBRANA Protein)

CELULA BDCA-1 XP_12305169.1 345
DENDRITICA

CELULA CD11c XP_012325376.1 1161
DENDRITICA

CELULA CD103 XP_021526954.1 1618
DENDRITICA
MONOCITO CD14 XP_012324561.1 375

Tabla 2. Resumen de los receptores de membrana de células presentadoras de antigeno escogidas para la

prediccion “in silico”, codigo de acceso de la base de datos NCBI Protein, y longitud (aa: aminoacidos).

Sobre las secuencias anteriormente mencionadas, se determind el fragmento
extracelular, asi respecto a la secuencia correspondiente a BDCA-1 se establecio
que su fragmento extracelular estaba entre las posiciones 1 y 308, como se
muestra en la figura 2-A. En cuanto a la secuencia del receptor CD11c se definio
gue su fragmento extracelular esta ubicado entre las posiciones 1y 1105, como se
evidencia en la figura 2-B. Asi mismo, respecto al fragmento extracelular de

CD103 se determind que la secuencia en su totalidad hace parte del dominio




extracelular, como lo indica la figura 2-C. Por altimo, el receptor CD14 también se

asocia en su totalidad al fragmento extracelular, como se puede observar en la

figura 2-D.

fRP_STTIOSIEN.T Langth: 345
A. P xP_9121305169.1 Number o

P XP_012305169.1 Exp numb

I XP_012305169.1 Exp n

P XP_812305169.1 Total pr

1
ThMs: 22.4052

@ WEBSEQUENCE Exp number, first 68 AAs:
# WEBSEQUENCE Total prob of M-in:

® WEESEQUENCE Length: 1181
v WEBSEQUENCE Wusber of predicted THHs: 1
= WEESEQUENCE Exp number of Ads in TiHs: 24,4185

1.51684
8.10622

P
P_012395169.1 THHWZ.0 WEBSEQUENCE  TIMML.@
P_012305169.1 THHWLZ.0 WEBSEQUENCE  ThMZ.@
P_012305169.1 TIHHML.0 IWEBSEQUENCE 2.8
TMHMM pasterior probabilities for XP_012305169.1 TMHMM pasterior probabilities for WEBSEQUENCE
12 12
—-— L
1 o | 1] r o
. o8 . o8
F -]
ﬁ 06 2 s
e =3
2 £
04 04
02z oz
0 A . . .
0 100 150 200 250 300 [} 200 400 600 800 1000
transmembrane inside outside transmembrane inside cutside
# WEBSEQUENCE Length: 1613 # WEBSEQUENCE Length: 375
C. |+ uEBssQuENCE Number of predicted THs: 6 o | # WEBSEQUENCE Number of predicted ThHs: @
# WEBSEQUENCE Exp nusber of AAs in TMHs: ©.8742 # WEBSEQUENCE Exp number of Ads in TMHs: 6.689248000080600601
# WEBSEQUENCE Exp number, first 60 AAs: @ # WEBSEQUENCE Exp number, first 60 AAs: 0.83138
® WEBSEQUENCE Total preb of N-in: 2.20910 # WEBSEQUENCE Total prob of N-ip; 8.8303%
WEBSEQUENCE  THHMMZ2.9 WEBSEQUENCE TMHMM2.8
TMHMM posterior prababilities for WEBSEQUENCE TMHMM pasterior probabilities for WEBSEQUENCE
12 12
1 1
08 o8
= =
F = =
-1
8 oe 4 o
o 8
& &
04 04
02 02
L] L]
0 200 400 600 80O 1000 1200 1400 1600} 50 100 150 200 280 300 380
transmembrane inside outside transmembrane inside —— outside

Figura 3. Prediccion del fragmento extracelular mediante TMHMM Server con la secuencia obtenida en NCBI

Protein. A: proteina BDCA-1, B: proteina CD11c, C: proteina CD103 y D: proteina CD14

Posteriormente, fue necesario conocer la ubicacion del péptido sefial dentro de la

region extracelular de cada proteina para excluirlo de la prediccidn “in silico”,

obteniendo para BDCA-1, CD11c y CD14 la ubicacion del péptido sefial entre las

posiciones 1 a 19 con punto de corte en la secuencia DNA-EE, SLG-FN Y VSA-YY

respectivamente, mientras que para CD103 no se presentaba péptido sefal, como

se evidencia en la figura 3.
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Figura 4. Prediccion del péptido sefial mediante SignalP 4.0 sobre el fragmento extracelular de cada proteina.
A: proteina BDCA-1, B: proteina CD11c, C: proteina CD103 y D: proteina CD14

Una vez obtenidos los fragmentos extracelulares de las secuencias anteriormente
mencionadas y libres del péptido sefal, se procedié a identificar los epitopes B de

interés, como lo muestra la figura 4.

En el caso de la proteina BDCA-1 la ubicacion del epitope B se da entre los
aminoécidos 137 y 147 con una longitud de 11 amino&cidos; la secuencia es
TWVPSPDSGSL. En cuanto a la proteina CD11c, el epitope B tiene una longitud
de 12 aminoacidos y esta ubicado entre las posiciones 35 a la 46; su secuencia es
PHEMTAANQTGG. Por otro lado, para la proteina CD103 su epitope B se ubica
entre las posiciones 1006 a la 1019, con una longitud de 14 aminoacidos; y su
secuencia es QLETPEGQKDCPQP. Por ultimo, respecto a la proteina CD14 se



localizé su epitope B entre las posiciones 336 a la 339, con una longitud de 14
aminoacidos y la secuencia es STLPQEGSTNSGVV.
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Figura 5. Prediccion de los epitopes B mediante IEDB Analysis Resource sobre el fragmento extracelular libre

del péptido sefial de cada receptor. A: proteina BDCA-1, B: proteina CD11c, C: proteina CD103 y D: proteina
CD14

Seguido a la prediccion del epitope B, se procedié a la prediccién del epitope T

para cada proteina, como se muestra en la figura 5, se ubicaron estos epitopes T

justo antes de los epitopes B anteriormente seleccionados.

A | H2Ed | 1 121 | 135 | FQUAFKGVALLNFQN smm 56.33 B.| H2iEd | 1 19 33 GDSVWVQYANSWVWG smm 6303
H2JEd 1 122 136 | QUAFKGVALLNFQNT smm 60.89 I H2.Ed | 1 20 34 DSVVOYANSWVWVGA smm 5159
H2JEd | 1 123 137 | VAFKGVALLNFQNTT smm 70.55 H2IEd | 1 2 35 | SWWQYANSHVWWGAP smm 53.19
H2-IEd | 1 124 138 | AFKGVALLNFQNTTW smm 7016 H2-IEd | 1 2 36 VVQYANSWVVVGAPH smm 46.10

C. | H2Ed 1 990 | 1004 | LHEEDSFSNASTKVS smm 55.38 D. | H2led 1 317 331 | ELPKVDNLILDGNPF smm 7529
H2IEd | 1 991 | 1005 | HEEDSFSNASIKVSY smm 55.09 H2IEd | 1 318 | 332 | LPKVDNLILDGNPFL smm 7578
H2JEd | 1 | 992 | 1006  EEDSFSMASIKVSYQ smm 5562 H2JEd | 1 | 319 | 333 | PKVDNLILDGNPFLV smm 7578
H2JEd | 1 | 993 | 1007  EDSFSNASIKVSYQL smm 61.18 | H2JED | 1 320 | 334 | KVDNLILDGHPFLVP smm 75.78




Figura 6. Prediccion de los epitopes T mediante IEDB Analysis Resource sobre el fragmento extracelular libre
del péptido sefial de cada receptor. A: proteina BDCA-1, B: proteina CD11c, C: proteina CD103 y D: proteina
CD14

Una vez disefiados el epitope B seguido del epitope T para las proteinas CD11c,
CD103 y CD14, se adiciono en el extremo del epitope B un aminoécido a la
secuencia establecida, con el fin de garantizar la sintesis completa de este
epitope, mientras que para BDCA-1 se adicionaron dos aminoacidos en el extremo
del epitope B de dicha proteina para completar el minimo de aminoacidos

utilizados en la sintesis quimica.

Por ultimo, teniendo en cuenta que los péptidos sintéticos provenientes de
secuencias de Aotus spp. iban a ser inoculados en ratones, se realizé un
alineamiento entre las secuencias de Aotus spp., Mus musculus y Homo sapiens,
como lo muestra la figura 6; este proceso se realizé con el fin de evaluar la
homologia entre las proteinas de estudio de estas especies, lo cual garantizaria de
un lado, que al momento de inocular los ratones se generaria una buena
inmunogenicidad en respuesta a los péptidos inoculados (grado de homologia
menor al 50% entre Aotus spp. Yy mus musculus) y ademas que a futuro los
Anticuerpos obtenidos frente a los péptidos de Aotus spp. puedan utilizarse en

ensayos con muestras humanas (alta homologia entre Aotus spp. y Humano).

El alineamiento entre las secuencias de interés demostr6 una homologia entre
Aotus spp. y Mus musculus menor del 50% para todas las proteinas. Para BDCA-1
la homologia fue del 32.14%, en el caso de CD11c fue del 42.85%, en cuanto a
CD103 fue de 46.66% y por ultimo la homologia entre las secuencias de CD14 fue
del 42.85%.



En lo que respecta al alineamiento entre las secuencias de Aotus spp. y Homo

sapiens; para todas las proteinas se obtuvo una homologia mayor al 80%. En el
caso de BDCA-1 fue de 82.14%, para CD11c de 85.71%, respecto a CD103 del
83.33% y por ultimo, CD14 del 83.87% como se muestra en la figura 6.
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Figura 7. Alineamiento entre la secuencia de interés de Aotus spp. versus las mismas ubicaciones en Mus

musculus y Homo sapiens. A: proteina BDCA-1, B: proteina CD11c, C: proteina CD103 y D: proteina CD14.

Se comprob6 que cada una de las secuencias de marcadores de membrana de

las células presentadoras de antigeno de Aotus spp. disefiadas cumplieron con los

criterios para proceder a su sintesis quimica; las secuencias completas se

mencionan en la tabla 2.

LONGITUD TOTAL LONGITUD DE LA
PROTEINA (aa) SECUENCIA SINTIETIZADA SECUENCIA SINTETIZADA
BDCA-1 308 28 122-QVAFKGVALLNFONTTWVPSPDSGSLAQ-149
CD11c 1105 28 20-DSVVQYANSWVVVGAPHEMTAANQTGGL-47
CD103 1618 29 991-HEEDSFSNASIKVSYQLETPEGQKDCPQP-1010
CD14 375 30 320-KVDNLILDGNPFLVPSTLPQEGSTNGSVVP-350




Tabla 3. Prediccion “in silico” de las secuencias a sintetizar de los marcadores de membrana de las células

presentadoras de antigeno de monos Aotus spp.

6. 2 Evaluacién de lainmunogenicidad de los ratones

Los ratones fueron seleccionados de acuerdo a la respuesta inmune generada
contra el péptido sintético, que se evalu6 mediante la reactividad de los sueros
post segunda inmunizacion; y se titul6 dicha reactividad con los sueros post

tercera inmunizacion.

Los sueros post segunda inmunizacion con el péptido sintético de BDCA-1
mostraron reactividad positiva para los dos ratones, con una mayor reactividad el
raton numero 2 (figura 7-A), con los sueros post tercera inmunizacion se validé
que el raton 2 fue el que mejor respuesta inmune genero, alcanzando titulos hasta

la dilucién 1:3200; como se muestra en la figura 7-B.
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Figura 8. Reactividad por ELISA del suero de los ratones inmunizados con el péptido sintético de BDCA-1
(ratén 1y 2). A: ELISA directa — suero post segunda inmunizacion y B: ELISA seriada — suero post tercera
inmunizacion.

En cuanto a la respuesta generada frente a CD11c, los sueros post segunda
inmunizacién mostraron reactividad positiva en los tres ratones, con una mayor

reactividad el raton nimero 3, como se muestra en la figura 8-A. Con los sueros



post tercera inmunizacion se validé que el raton 3 generaba la mas alta respuesta
al péptido, alcanzando reactividad hasta la dilucion 1:3200; como se ve en la figura

8-B.
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Figura 9. Reactividad por ELISA del suero de los ratones inmunizados con el péptido sintético de CD11c
(ratén 3,4 y 5). A: ELISA directa — suero post segunda inmunizacion y B: ELISA seriada — suero post tercera
inmunizacion.

Con relacion a la proteina CD103, los sueros post segunda inmunizacion
mostraron reactividad positiva para los tres ratones, con una mayor reactividad el
ratbn numero 8, como lo muestra la figura 9-A; con los sueros post tercera
inmunizacion se validoé que el ratdbn 8 generaba la méas alta respuesta, alcanzando

su titulaciéon hasta la dilucion 1:3200; como se evidencia en la figura 9-B.
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Figura 10. Reactividad por ELISA del suero de los ratones inmunizados con el péptido sintético de CD103
(ratén 6,7 y 8). A: ELISA directa — suero post segunda inmunizacion y B: ELISA seriada — suero post tercera
inmunizacion.

Por altimo, los sueros post segunda inmunizacion de los 3 ratones inoculados con

el péptido correspondiente a CD14 mostraron reactividad positiva, siendo el ratén



11 el que expreso valores mas altos, como se observa en la figura 10-A; con los
sueros post tercera inmunizacion se valido que el raton 11 alcanzo los titulos mas

altos, hasta la dilucion 1:800, como lo soporta la figura 10-B.
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Figura 11. Reactividad por ELISA del suero de los ratones inmunizados con el péptido sintético de CD13

(ratén 9,10 y 11). A: ELISA directa — suero post segunda inmunizacion y B: ELISA seriada — suero post tercera

inmunizacion.

6.3 Fusién celular

Una vez realizada la fusion celular entre células de mieloma PAI y los esplenocitos
de los ratones seleccionados para cada proteina se realizaron observaciones al

dia cero, doce y dieciséis.

Al observar el cultivo de la fusion al dia cero donde aun no habia presencia de
clonos, se observaron células de mayor tamafio, con membrana bien definida y
refringente que correspondian a las células de mieloma PAI; y células de menor
tamafio, con membrana bien definida y refringente que correspondian a los
esplenocitos, como se observa en la figura 11-A. En cuanto a la observacion del
dia doce, se evidencio la presencia de la fusion e hibridacion celular observando
grupos celulares en crecimiento, que se caracterizaban por su tamafio y por la
proximidad entre ellas, lo que indicé la formacién de clones, como se evidencia en
la figura 11-B. Finalmente, al dia dieciséis se confirmé la presencia de clonos

productores de anticuerpo mediante la observacion de grupos celulares grandes,



caracterizados por su homogeneidad de crecimiento y perdida de refringencia
progresiva por su alta celularidad, como se muestra en la figura 11-C.

Figura 12. Fotografia del cultivo de fusion celular en objetivo de 40X en microscopio de contraste. A: cultivo al
dia cero; en circulo rojo células de mieloma PAIl y en circulo azul esplenocitos. B: Cultivo al dia quinto; en
circulo azul grupo celular indicativo de formacion de clon. C: Cultivo al dia doce; en circulo azul clonos
definidos.

6.4 Evaluacion de inmunogenicidad de los clonos

Una vez se observo la formacion de clonos para cada proteina, se procedio a
darle un nimero de identificacion a cada pozo con presencia de clonos, respecto a

su ubicacion dentro de las cajas de cultivo.

Dichos clonos fueron probados sobre el péptido sintético para definir cuales
realmente estaban produciendo anticuerpos que reconocieran las proteinas de

interés.

En el caso de los clonos probados para BDCA-1 se obtuvo un total de 34 pozos
con presencia de clonos, y se determin6 que 25 sobrenadantes generaban
reactividad positiva y reaccion frente al péptido, como se muestra en la figura 12.
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Figura 13. ELISA directa de los sobrenadantes de los pozos con clonos positivos probados sobre el péptido
sintético de BDCA-1.

En cuanto a la proteina CD11c fueron probados 11 sobrenadantes de los pozos
gue contenian presencia de clonos, de los cuales 8 fueron reactivos frente al

péptido de origen sintético (Figura 13).
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Figura 14. ELISA directa de los sobrenadantes de los pozos con clonos positivos probados sobre el péptido
sintético de CD11c.
Posteriormente, para CD103 fueron probados 10 sobrenadantes productores de
anticuerpos, de los cuales 6 fueron reactivos frente al péptido correspondiente a

dicha proteina (figura 14).
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Figura 15. ELISA directa de los sobrenadantes de los pozos con clonos positivos probados sobre el péptido
sintético de CD103.

Por ultimo, fueron probados 19 sobrenadantes frente al péptido sintético de CD14,

con un total de 7 de ellos reactivos (figura 15).
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Figura 16. ELISA directa de los sobrenadantes de los pozos con clonos positivos probados sobre el péptido
sintético de CD14

6.5 Cultivo de células dendriticas

Una vez pre-seleccionados los clonos productores de anticuerpos contra el
péptido sintético, fue necesario evaluar la afinidad de estos anticuerpos sobre la

célula objetivo, por lo cual se realiz6 cultivo de células dendriticas para probar los



anticuerpos producidos contra BDCA-1, CD11c y CD103; y en el caso de los
anticuerpos contra CD14 fueron probados sobre monocitos.

Las obtenciones de células dendriticas derivadas de monocito tuvieron 3
momentos importantes durante su cultivo; uno en el dia cero, otro tras su primer

estimulo, y por ultimo con el estimulo final de maduracién.

En el cultivo al dia cero, se observaron células redondas, de membrana definida y
refringentes que correspondian a monocitos, como lo muestra la figura 16-A.
Luego, al dia quinto, después de haber expuesto el cultivo a los primeros
estimulos, se observaron al microscopio células con indicios de prolongaciones y
aumento de tamafio relacionando dichas caracteristicas morfolégicas con células
dendriticas, como se evidencia en la figura 16-B. Por ultimo, completados los doce
dias del cultivo, y tras los estimulos de maduracion, se observaron al microscopio
células con numerosas proyecciones de membrana que se extendian de forma
similar a las dendritas de las neuronas, caracteristicas morfolégicas tipicas y

principales de las células dendriticas, como se observa en la figura 16-C.
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Figura 17. Cultivo de células dendriticas observadas al microscopio de contraste en objetivo de 40X.

A: cultivo dia cero. B: cultivo al dia quinto. C: cultivo dia doce.



6.6 Evaluacioén de la afinidad de los clonos frente a las células

Ya desprendidas y fijadas sobre laminas de inmunofluorescencia las células
dendriticas y los monocitos obtenidos, fueron utilizadas para comprobar que los
clonos también reconocian su célula objetivo; este paso fue de alta exclusion ya
que la disposicion conformacional de cada proteina en la membrana de la célula
no esta bien definida; por lo cual a pesar de que varios clonos fueron reactivos
frente al péptido sintético, son pocos los que realmente se unieron a su célula

diana.

Respecto a los clonos positivos frente al péptido sintético de BDCA-1, se evidencio
que 4 de ellos reconocieron a las células dendriticas, siendo el clon 1G3 el que
presento la menor fluorescencia y el clon 3E4 la mayor fluorescencia, como lo

muestra la figura 17.

CONTROL NEGATIVO CONTROL POSITIVO CLON BDCA-1 163
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Figura 18. Inmunofluorescencia de células dendriticas probadas con los clonos para BDCA-1, observadas en

el microscopio de fluorescencia con magnificacion 5X. En azul los nucleos de las células con DAPI y en verde

los anticuerpos reconocidos por Anti ratén FITC. A: control negativo. B: control positivo. C: Clon 1G3. D: Clon
1H1. E: Clon 1H11. F: Clon 3E4.

En cuanto a los clonos positivos para CD11c, fueron 3 los que reconocieron

satisfactoriamente las células dendriticas; siendo el clon 6E1 el que mayor



fluorescencia expreso y el clon 2G11 el de menor fluorescencia, como se observa

en la figura 18.
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Figura 19. Inmunofluorescencia de células dendriticas probadas con los clonos para CD11c, observadas en el
microscopio de fluorescencia con magnificacion 5X. En azul los nucleos de las células con DAPI y en verde
los anticuerpos reconocidos por Anti ratén FITC. A: control negativo. B: control positivo. C: Clon 2G11. D:
Clon 4E4. E: Clon 6E1.

Asi mismo, con respecto a los clonos que generaron reactividad a la proteina
CD103, fueron 3 los que generaron reconocimiento sobre las células dendriticas;
donde en los 3 se observo una fluorescencia similar, como se observa en la figura
19.
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Figura 20. Inmunofluorescencia de células dendriticas probadas con los clonos para CD103, observadas en el
microscopio de fluorescencia con magnificacion 5X. En azul los nicleos de las células con DAPI y en verde
los anticuerpos reconocidos por Anti ratén FITC. A: control negativo. B: control positivo. C: Clon 1F5. D: Clon
3B11. E: Clon 3F7.

Por altimo, de los clonos reactivos frente al péptido sintético de CD14, fueron 5 los
gue reconocieron satisfactoriamente a los monocitos, evidenciando una mayor

fluorescencia en los clones 4H5 Y 2A7, como lo muestra la figura 20.
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Figura 21. Inmunofluorescencia de células dendriticas probadas con los clonos para CD14, observadas en el
microscopio de fluorescencia con magnificacion 5X. En azul los nucleos de las células con DAPI y en verde
los anticuerpos reconocidos por Anti raton FITC. A: control negativo. B: control positivo. C: Clon 2A7. D: Clon
2B2. E: Clon 2C8. F: Clon 4H5. G: 8D2.

Después de evaluar los clonos que presentaron reactividad frente al péptido y
adiconal a esto se unieron a su célula diana, se determinaron aquellos que
superior a 3 semanas fueron estables en cultivo. Se probaron mediante

inmunoflorescencia de monocitos de Aotus spp.

En cuanto al péptido sintético de BDCA-1 los clonos que mostraron positividad en
el reconocimiento de las células dendriticas fueron 4. El clon 3E4 presento menor
fluorescencia, mientras que el clon 1G3 mostro la mayor fluorescencia, como lo

muestra la figura 21.



Figura 22. Inmunofluorescencia de monocitos de Aotus spp probados con los clonos para BDCA-1,
observadas en el microscopio de fluorescencia con magnificacion 5X. En azul los nacleos de las células con
DAPI y en verde los anticuerpos reconocidos por Anti ratén FITC. A: control negativo. B: control positivo. C:

Clon 1H11. D: Clon 1G3. E: Clon 3E4. F: Clon 1H1.

Respecto a los clonos positivos frente a CD11c, fueron 3 los que reconocieron
satisfactoriamente los monocitos. El clon 2G11 presento la mayor fluorescencia,

mientras que el clon 6E1 presento la menor fluorescencia, como lo evidencia la

figura 22.

Figura 23. Inmunofluorescencia de monocitos de Aotus spp probados con los clonos para CD11c, observadas

en el microscopio de fluorescencia con magnificacion 5X. En azul los nacleos de las células con DAPI y en
verde los anticuerpos reconocidos por Anti ratén FITC. A: control negativo. B: control positivo. C: Clon 2G11.
D: Clon 6E1. E: Clon 4E4.



De la misma manera, los clonos que presentaron reactividad frente a la proteina
de CD14 fueron 3. De los clonos que presentaron reconocimiento sobre las células
monociticas, el clon 2C8 presento la mayor fluoresencia mientras que el clon 2A7

presento la menor fluorescencia, como se observa en la figura 23.
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Figura 24. Inmunofluorescencia de monocitos de Aotus spp probados con los clonos para CD14, observadas en el

microscopio de fluorescencia con magnificacion 5X. En azul los nucleos de las células con DAPI y en verde los anticuerpos

reconocidos por Anti ratén FITC. A: control negativo. B: control positivo. C: Clon 8D2. D: Clon 2C8. E: Clon 2A7.

Por ultimo, los clonos que mejor reconocieron los monocitos frente al péptido
CD103 fueron 3. La mayor florescencia la presento el clon 3B11, mientras que el

clon 1F5 presento la menor florescencia, como lo evidencia la figura 24.

Figura 25. Inmunofluorescencia de monocitos de Aotus spp probadas con los clonos para CD103, observadas en el
microscopio de fluorescencia con magnificacién 5X. En azul los nucleos de las células con DAPI y en verde los anticuerpos

reconocidos por Anti raton FITC. A: control negativo. B: control positivo. C: Clon 3F7. D: Clon 1F5. E: Clon 3B11.



7. DISCUSION

Las células dendriticas cumplen un papel fundamental dentro de la respuesta
inmune desencadenada por la presencia de un patdégeno o alérgeno, ya que son
células que cumplen un papel fundamental intermediando entre la respuesta
inmune innata y la adaptativa, mediante la captura y presentacion de antigeno.
Son consideradas las células que mejor desempefian el papel de presentadoras
de antigeno por diversas razones como su capacidad para presentar antigeno
mediante CMH tipo 1y 2, y asi mismo reconocer antigenos tanto exégenos, como

enddgenos.

Por lo descrito anteriormente ha sido de gran utilidad caracterizar la actividad de
estas células tras la estimulacion con candidatos vacunales, y el mecanismo que
mejor resultados evidencia para lograrlo es mediante anticuerpos monoclonales,

ya que es una herramienta que supone mayor especificidad a pesar de su costo.

Cuando se requirié entender la manera en que las células dendriticas participan
durante la respuesta inmune, y su papel dentro de la determinacion de si el
candidato a vacuna genera proteccion y memoria frente a Plasmodium, surgio la
necesidad de producir anticuerpos monoclonales capaces de reconocer estas
células para analizar la respuesta inmune desencadenada por los candidatos en
monos Aotus spp., modelo animal aprobado por la OMS actualmente para dichos

estudios.



La prediccion de secuencias correspondientes a los marcadores de membrana de
las células presentadoras de antigeno de monos Aotus spp., requirieron de
aminoacidos adicionales a los de interés para asegurar que durante el proceso de
sintesis quimica no se perdiera parte de la secuencia esperada y no disminuyera
drasticamente el porcentaje de recuperacion; método validado en el trabajo de
Rivero y col.>% en el cual agregaron 2 o 3 aminoacidos para completar un minimo

de 28 aminoacidos.

Fue también importante disminuir el grado de error mediante el alineamiento de
las secuencias de interés en las tres especies involucradas durante el estudio
(Aotus spp., Mus musculus y Homo sapiens); Teniendo como punto de partida que
la homologia entre Aotus spp. y Mus musculus debia ser menor del 50%, y entre
Aotus spp. y Homo sapiens mayor del 80%. Dichos porcentajes han sido utilizados
en diversos estudios como el de Cubides®®, donde las proteinas que predijo
cumplian con este mismo criterio, a pesar de que el alineamiento correspondia a

receptores de membrana de linfocitos T de monos Aotus spp.

A pesar, de que la prediccion de los péptidos a sintetizar mediante herramientas
bioinforméticas genera una mayor especificidad, y que dentro de su estructura
fueron utilizados epitopes que suponen alta inmunogenicidad, fue necesario
potencializar la accion del mismo mediante su acople a KLH, como el realizado por
Dillman y col®!, donde explican que el KLH es una excelente proteina vehiculo
actuando como determinante antigénico que garantiza mayor inmunogenicidad y
la produccion de anticuerpos de alto rendimiento actuando como sitio de union en

células T.



Por otro lado, se considerd importante inmunizar a tres ratones con cada uno de
los péptidos de interés, al tener en cuenta la variabilidad de respuesta inmune que
puede surgir aleatoriamente entre los ratones; hipotesis que se comprobd en el
trabajo desarrollado por Amin-Blanco y col.??, donde se validé que efectivamente
la reactividad frente al péptido variaba entre cada raton del mismo grupo. Sin
embargo, en trabajos como el desarrollado por Barnstable®3, usaron solo un ratén

para la proteina contra la que produjeron anticuerpos monoclonales.

En cuanto al disefio experimental del protocolo de inmunizacién, se tuvo en cuenta
la ruta, dosis y esquema propuestos para la generacion de anticuerpos
monoclonales de alta afinidad como el realizado por Guerrero y Villarraga®, con
algunas modificaciones teniendo en cuenta la efectividad del adyuvante utilizado.

Asi mismo, la técnica ELISA se estableci6 como una herramienta sencilla y
apropiada para lograr evaluar la reactividad de los sueros de los ratones debido a
la alta especificidad y sensibilidad, comentado en el trabajo de Vanasco y col.®®,
quienes concluyen que es la técnica mas apropiada para el monitoreo dentro de la

produccion de anticuerpos monoclonales.

Respecto a la fusién e hibridacion, fue usada la linea celular de mieloma PAI, que
ha demostrado excelentes resultados debido a su capacidad expansiva como lo
mencionan en el trabajo de Dreyer y col.%6, quienes aseguran que esta linea
celular cuenta con una excelente estabilidad y homogeneidad en sus resultados.
Respecto a los tiempos de obtencion de los clonos productores de anticuerpo se
han manejado diversos protocolos en diferentes estudios, como el realizado por
Zhan y col®’; esto ocurre ya que la respuesta e interacciéon entre los esplenocitos y
las células de mieloma difiere notablemente por las relaciones en las que se

fusionan, el medio de cultivo utilizado y otros factores influyentes.



Las células madre de las fusiones fueron estables durante casi un mes de cultivo
produciendo anticuerpos monoclonales, indicando que estas células pudieron
adquirir el gen de la inmunoglobulina dentro de su genoma. Las subclonaciones
por dilucion limiten se usaron con el fin de obtener el nimero de células por pozo
deseada. El principio basico de la misma, es la preparacion de diluciones a partir
de una suspension celular inicial, de tal manera que la probabilidad de que dos
células se encuentren en el mismo pozo de una placa de microtitulacion al
distribuir la misma se haga despreciable. Por otro lado, la clonalidad del hibridoma
se asegura con dos clonajes sucesivos; la probabilidad final de que existan
mezclas de dos clones en un mismo pozo es practicamente nula, tal como lo
reporta Cubides®® en su trabajo. Con estas sublocaciones se dio respuesta a la
teoria monoclonal, la cual postula que cada linfocito tiene una especificidad de
receptor Unica y, por lo tanto, estaba comprometido a producir solo un anticuerpo
después de la estimulacién apropiada, segin lo mencionado por James W68,
donde también explica que al igual que las células B, cada célula T tiene una
reorganizacion Unica de sus genes receptores de antigeno, pero a diferencia de
las células B, las células T no tienen mutacibn somatica después de

comprometerse con su especificidad inicial.

Igualmente, para este trabajo fue indispensable el cultivo de células dendriticas,
las cuales se obtuvieron a partir de los monocitos de sangre periférica. Primero, se
obtuvieron células dendriticas inmaduras con la ayuda de IL-4 y GM-CSF
asegurando que los monocitos no se diferenciaran a macréfagos; estimulos

anteriormente descritos en diferentes estudios como el reportado por Cuellar®?,

Adicional a esto, fue necesario para su maduracién el uso de sobrenadante de
células P388, las cuales son productoras de IL1 B y IL6. En estudios como el de

Renee y col.?® en donde compararon la produccion de hibridomas utilizando



diferentes lineas celulares, donde también hicieron uso de P388 observando que
aumenta el porcentaje de hibridomas sobrevivientes y mejora la eficacia de la
clonacion, lo que llevo a estos autores a afirmar que las citoquinas producidas por
las células P388 son utiles dentro de la diferenciacion celular y estimulacion de

diferentes tipos de cultivos celulares.

A medida que se evalud la reactividad de los clonos frente a péptidos sintéticos,
células dendriticas de origen humano y células dendriticas de monos Aotus spp.
fue disminuyendo la cantidad de clonos positivos, donde al final de los ensayos se
obtuvo en el caso de BDCA-1 que el 16% de los clonos positivos frente al péptido
sintético fueron también positivos sobre células dendriticas tanto humanas como
de Aotus spp.; asi mismo para CD11c con un 37%, CD103 un 50% y por ultimo
para CD14 un 57%.

Lo anterior se relaciona y se apoya teniendo en cuenta que los anticuerpos
monoclonales reconocen entre 4 y 6 aminoacidos, sin embargo, las secuencias
sintetizadas tienen una longitud minima de 28 aminoacidos y se requeriria de
espectrometria de masas para identificar a que fragmento especifico se unié el
anticuerpo producido como la realizada por Lesmes’. Por lo tanto, cuando se
enfrente el anticuerpo al péptido sintético se espera reactividad de un mayor
namero de clonos debido a su disposicion lineal y, por el contrario, disminuye
notablemente la cantidad de positivos cuando se prueba con las células
dendriticas y monocitos debido a la disposicion conformacional de los péptidos

sobre la membrana celular.

Se plantea como perspectiva del presente trabajo, continuar con la evaluacion de
la estabilidad y afinidad de los anticuerpos producidos, para posteriormente lograr

caracterizar la actividad de las células dendriticas y su rol en la presentacion de



antigeno evaluando la aplicabilidad de las microesferas como vehiculo de los
péptidos candidatos a vacuna, tanto monomeéricos como poliméricos frente

a Plasmodium spp.



8. CONCLUSIONES

El andlisis “in silico” de los marcadores de membrana de células
presentadoras de antigeno de monos Aotus spp., de las proteinas BDCA-1,
CD11c, CD103 y CD14, permitio predecir las regiones mas inmunogénicas
(Epitopes B).

Una vez generados los hibridomas se obtuvieron clones positivos frente a
los péptidos sintéticos y las células diana probados mediante ELISA e

inmunofluorescencia.

Se logré obtener células dendriticas humanas a partir de monocitos de
sangre periférica de un donante voluntario tras una primera estimulacion
con IL-4 y GMCS-F; y una segunda estimulacién con células P388D1
productoras de IL-6 e IL - 1 3.

Los anticuerpos monoclonales obtenidos reconocieron el péptido sintético y
las células presentadoras de antigeno tanto de humano como de primates
no humanos Aotus spp.

Los anticuerpos monoclonales obtenidos podran ser utilizados en ensayos
funcionales para evaluar la cinética de la degradacion de las microesferas

con péptidos sintéticos dentro de las células dendriticas de Aotus spp.
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