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INTRODUCCION

El paludismo es una cnfermedad causada por un pardsito protozoario del géncro
Plasmodium, sc transmite al hombre por 1a picadura de Ia hembra del mosquito Anophecles.
En los huéspcedes vertebrados Plasmodium sp tiene un ciclo de vida complecjo. que
involucra wvarios estadios de diferenciacidon, tanto cn su morfologia ¢omo ©n su
antigenicidad. B ciclo de vida inctuye estadios extracelulares denominados esporozoitos y
merozoitos, cstas formas invaden hepatocitos y ceritrocitos respectivamente, asi como
también incluye formas intracelulares que invaden células del p'lrcnqulrn..l hepatico y
eritrocitos (Langhome, 1994). Cada cspororzoito pucde generar 20,000 o mis merozoitos
que se liberan de  los hepatocitos infectados, para introducirse en tos eritrocitos (Wayne,
1988).

Cada fase de su ciclo de vida expresa un gran nimero de antigenos, los cuales son capaces
de estimular diversas respuestas en el sistema inmune. Algunas de estas respucstas son
importantes en ¢l desarrollo de proteccion, mient que otras o tnvolucradas en la
patologia. La inmunidad a paludismo se establece bajo condiciones naturales de forma muy
lenta, requiere de repetidas infecciones, lleva anos de: ya
que 1a parasitemia persiste en ausencia de enferme . lo que se traduce como
fuente potencial de transmi

rrollarla y pucde no ser absolut
4 clini
yn (Legorreta-Herrera, et al., 1993)

tHoy en dia ¢] paludismo es una enfermedad ampliamente extendida. El nimero de casos
anuales varia de 150 a 300 millones. Sc han hecho intentos para erradicar el paludismo por
medio de insccticidas y drogas antiparasitarias, al principio tuvicron éxito, pero ¢l pari
desarrollé mecanismos de resistencia a las drogas y ¢l vector desarrolld resistencia al DDT.
Estos sucesos condujeron a un aume cn Ia investigacion en Inmunologia del paludismo.
(Perlmann, 1988. Weidanz,. et al., 1990).

Se han realizado avances en ¢l estudio de la induccion, regulacion y mantenimicnto de
mecanismos inmuncs hacia 2/, 1i. Obscrvandose que 1a inmunidad contra paludismo
involucra respuestas tanto cclulares como humorales (Doolan. Beck y Good, 1994). Las
células T jucgan un papel  importante ya que interactaan con las células B para la
formacion dc anticucrpos, ¢n ¢l primer grupo de células se encuentran dos subpoblacionces
ceclulares que son las células T cooperadoras (CID4+) y las células T citotoxicas (CD8+)
las cuales mediante {a produccion de citocinas o bien de forma direcia inducen en cl
huésped respuestas inmunes con actividad antiparasitaria (Weidanz, Meclancon y Cavacini
1990).




Este trabajo forma partc de otro de mayor magnitud cn donde sc pretende estudiar la
participacién de las células CD4+ y células CD8+ cn la especificidad de la respuesta
inmunec a paludismo. Una forma de evaluar la participacion de las subpoblaciones celulares
CD4+ y CDB+ es por medio de scleccion negativa. Esto es, eliminarlas in vivo y observar
las modificaciones de lar at logica sencia de csta elimi 16

El objctivo principal de es1a tesis es la climinacion in vive de la subpoblacion de células T
CD4+ mediante el uso del anticuerpo monocional anti-CP4+ (YTS191.1) asi como
verificar la eficiencia de Ia eliminacién de las células i vivo por la técnica de Jeme y por
Muorocitometria e flujo.



I

FUNDAMENTACION DEL TEMA

1. EL SISTEMA INMUNE:

El cuerpo humano libra un combate constante ¢ imperceptible contra microorganismos
invasores. La batalla es dirigida por e! sistema inmune, capaz de climinar virtualmente
cualquier invasor sin afectar a los tejidos del propio cuerpo. Los principales defensores son
los linfocitos B mediante la produccion de anticuerpos que son moléculas bifuncionales que
se unen de manera especifica al antigeno ¢ inician una gan
como la fijacién de complemento. Part

de fenomenos secundarios
ipan tambidn las células T reforzando la actividad
de los linfocitos B v potencidndola con una secgunda respuesta defensiva, (Grey, Sctte,
Buus, 1990, Stites etal., 1991).

Una de las formas en las que se puede iniciar la respuesta inmune es cuando el receptor de
una célula B reconoce a un determinante antigénico de un antigeno, lo cual induce la
activacion del linfocito B quien sec transforma cn célula plasmatica.
plasmaticas producen anticucrpas con cspecificidad para ¢l determinante reconocido
primero por el receptor ariginal que lleva el linfocito 13. Todos Jos anticuerpos producidos
por las células pertenecientes a la misma clona ticnen la misma estructura quimica. Un
antigeno posce un gran numero de determinantes. y ¢! huésped responde produciendo
diferentes anticuerpos contra los diversos determinantes, una
policlonal. (Grey, Sctte y Buus, 1990; Handbook 1994).

tas  células

respuces

a de anticuerpo

Las células B son capaces por si solas, de llevar a cabo ¢l reconocimiento, interaccionando
sin intermediarios, con los antigenos. $in ecmbargo las células T solo pucden responder al
antigeno cuando una célula accesoria lo presenta, a estas células se les denomina células
presentadoras de antigeno (CPA), entre las cuales cabe scialar a los macréfagos, células
dendriticas (células especializadas que se encuentran en los nodulos lintiticos y en ¢l bazo)
¥ las propias células B. Después quc cl linfocito T interacciona con el antigeno, sc activa y
cjerce sus funciones de célula citotdéxica o de célula cooperadora, para lo cual sccreta
sustancias que movilizan a las otras células estimulando por cjemplo la maduracién de las
células B, asi mismo la produccién de anticucrpos (Grey, Sctic y Buus, 1990).




ESTRUCTURA ¥ CLASIFICACION DE LAS INMUNOGLOBULINAS.

Los anticucrpos se cncuentran en la fraccion globulinica de las proteinas que circulan en la
sangre y sc denominan inmunoglobulinas, constituyen junto con el complemento la secciaon

humoral del sistema inmune (Sikora ¥ Smedley, 1986).

Todas las inmunoglobulinas independientemente de su especiticidad. ticnen una estructura

comiun de 4 cadenas polipeptidicas: 2 cadenas pesadas (1), con grupos de oligosacaridos
15 no glicosiladas (1), I.as cadenas pesadas estin

covalentemente unidos y 2 cadenas i
unidas entre si por enlaces disulfuros. La cadena ligera también se cncuentra unida por

enlaces disulfuros a una cadena pesada. (Frgura 1), FIay dos tipos de cadenas ligeras, x y i
Las moléculas individuales de anticuerpos pucden contener cadenas & & A pera nunca

ambas. (Stites. 1991.. Abbas, 1995)

Figura 1. Estructura bisica de una inmunoglobulina,
(Manson , 1992)

Las inmunoglobutlinas puedcn dividirse cn 5 clases de acucrdo a su cadena H; 1gG (y). IgA
(@), IgM (1), IgD (3) € IgE (€). Anticuerpos de clase G, D y E son de tipo monomérico
H,L,. La IgA en suecro es principalmente monomérica, pero en sccreciones se encuentra



comao un dimero unido por la picza sccretora y 1a cadena J. (FLL,;)-SC-J-(H1,1.,). La IgM esta
compucsta por 5 unidades monoméricas (H,L,;), ({andbook 1994).

Las inmunoglobulinas de ratones se pucden agrupar como en los humanos, en 5 clases IgG
IgA, 1gNL IgD e IgE, de acuerdo a sus componentes de cadenas pesadas. Luas cade
ligeras también son de tipo & 0 3. Las IgG de ratén pueden scr subdivididas en 4 subclases
18G,. IgG,,. 18G,, ¢ IgG,, de acuerdo a s componentes de 1a eadena pesada (gamma).bas
cadenas pesadas de estas inmunoglobulinas ticnen vinualmente el mismo tamano molecular
y muy simi corrimiento  electroforético, pero sus  secucncias de aminodcidos son
considerablemente diferentes. La tabla 1 muestra alpgunas propicdades fisico-quimicas v
biolégicas de inmunoglobulinas de raton (Handbook 1994,

Ig. cadena H CS .M. PM de H | CHOs. (%%6) pl
1pG, Y 78 150 000 S0 000 2-3 7.0-8.5
12G.,. 7 78 150 600 50 000 273 6.5-7.5
18G:. Yoe 78 150 000 50 000 23 5.5-7.0
122G, Y [ 78 150 000 50 000 2-3 -
[ n w2 198 “00 000 80 000 12 4.5-7.0
igA @ ~ 78 170 000 70 000 7-11 4.0-7.0
gD S LR 75 180 000 68 QOO 12-14 -
Igk £ » 8S 190 000 80 000 12 -

£~ Inmunoglobuhng PM= Pesa Maolccualar
CHO's. Carbohidratos

i~ Cadena pesada
.= Cadena tigera
CS = Cocticiente de sedimentacion

pl © punto soelectrico

Tabla 1. Propicdades fisico-quimicas y biologicas de inmunoglobulinas de raton.
(1 tandbook 199.3)

3. LINFOCITOS T Y SUS MARCADORES.

Los linfocitos expresan un gran numero de difercntes moléculas en su superficie. Algunas
de cstas moléculas aparccen en determinados estadios de la diferenciacion o activacion
celulares, durante breves periodos de tiempo, mientras que otras son carncteristicas de
distintas lincas celulares. LLas moléculas que pucden utilizarse para  identificar a las
poblaciones cclulares reciben el nombre de marcadores y en muchas dec ellas esta
identificacion sc pucde realizar mediante anticucrpos monoclonales especificos. Se ha
desarrollado una nomenclatura para cstas moléculas de la superficie celular mediante ¢!
sistema CD (designacion de agrupamientos; del inglés Cluster Designation), en ¢l que los
marcadores s¢ cnumeran como CDI, CD2, cic, (Roitt, 1994).



La maduracién del linfocito T en timo, se acompaia dec una seric complcja de cambios en
su fenotipo, el primer marcador que aparcce sobre su superficie es el CD2 (receptor para los
eritrocitos de camero), aparece un rearreglo de los genes TCR (receptor de la célula T),
posteriormente aparcce ¢l receptor CD3, €ste marcador al igual que €l CD2, lo posecen todos
los linfocitos. Todavia en timo, le aparecen los marcadores CD1, CD4 y CDS8. Los
linfocitos se caracterizan de acuerdo a los marcadores de superficie. El linfocito T
citotéxico expresa CDE. mientras que los linfocitos T cooperadores expresan CI24. Dentro
de las fi i de la resy a inmune mediada por linfocitos T, estan: Las respucstas
cfectoras antigeno-especiticas, y las respuestas que regulan la actividad de otros linfocitos,
mediante la secrecion de linfocinas. Dentro de las funciones efectoras estan: la citotoxicidad
mediada por células, la inmunidad mediada por células T y B, y la scerecion de linfocinas
potentes, por cjemplo, interferon-gamma ¢ interlcucinas (Smith DL L

cral.. 1992).

4. PAPEL DE LAS CELULAS T EN PALUDISMO

Las células T parecen jugar un papel iMportante ¢n Montar una fespucsia inmune contra
paludismo ya quc involucran dos mecanismos principales  como son la regulacionen ta
formacion dec anticuerpos y la induccion Jde una respuesta de tipo cclular, Con estos
mecanismos s¢ induce y se¢ mantiene la inmunidad, después de una exposicion inicial
reflejando una memoria a largo periodo. (Troye-BHomberg M. 1994, Langhorne 3. 1994)

Se  ha establecido que ¢l desarrollo de una inmunidad contra esta infeccion es timo
chcndncnt: los cventos que 1o contirman son: a) L.os animales deti

incapaces de responder cfectivamente contra Plasmoduim. b)
protectora estd asociada con la activacion de eélutas T

entes de eclulas T son
desarrollo de inmunidad
T por células presentadoras de antigeno
y €) las células T de animales inmunes a paludismo transfieren tal inmunidad a animales
receptores no inmunes. Intervienen principalmente las poblaciones celulares CD4+ y CDS+

De las cuales se desconoce de que forma participan en la especificidad de la respuesta
inmune (Wcidanz W. y Long 1988; Troye-Nomberg, ¢f al, 1994).

4.1, Papel dc las células CD3+

Los linfocitos T tipo CD+4+ forman ¢l subgrupo denominado células cooperadoras debido a
su capacidad para incr r las resy de las células B y amplificar las respuestas que
las células T CDB8+ llevan a cabo. Los linfocitos 1" CD4+ por lo general reconocen
antigenos peptidicos que estan unidos a las moléculas clase 11 del MHC (Complejo

principal de histocompatibilidad) presente en la superficic de una célula presentadosa de
antigeno (Godfrcy . M. y Zlotnik A., 1993).




En paludismo, las cdlulas CD4+ son de vital importancia para ¢l desarrollo de inmunidad en
la ctapa critrocitica, esto se ha demostrado tanto en modelos experimentales animales como
en humanos (Troye-Blomberg, ¢z al. 1994). Las células CD4+ comprenden dos tipos de
células funcionales, que se clasifican con base en su prod iéon de ci i en: células
TH, y células THI,. E! balance entre estas dos subpoblaciones es importante para eliminar

la infeccidn (Langhorme, 1994; Taylor-Robinsan, 1995).

Después de la exposicién al antigeno en un contexto de moléculas clase I del MHC, las

células T" CD4+ se activan y proliferan, produciendo diferentes citocinas. El patron de
diferenciacién  entre  dos

citocinas que producen estas células permite hacer una
subpoblaciones: Las células TH, producen: Interleucina-2 (IL-2) | Interferdn-gamma (1FN-
) ¥ Linfotoxina-alfa (LT-a tambi¢n conocida como TNF-f3). Micntras que las células TH,
producen I1L-3. 11.-5, 11.-6, 11.-9, 11.-10 ¢ [L-13. Las citocinas producidas por las células
TH, estin involucradas cn reaccionces inflamatorias y a su vez estirnulan  a los macréfagos
como células presentadoras de antigenos. Las citocinas de TH,; estin relacionadas con ¢l
factor de crecimicnto y en la diferencia n de células B, por lo que inducen la produccién
de anticuerpos. Por otro lado algunas citocinas sccretadas por TH, y Ti, pucden Hevar a
cabo un efecto mutuameate inhibitorio. como sucede con el IFN-y producido por TH, que
inhibe la funcion de IL.-4 producida por TH, asi como también las células T, y las células
11.-10 citocina que inhibe al IFN-v producido por TH, (Meding
1996).

B que producen
Langhorne. 1991, Mossmman y Sad,
2) por

inmune contra el paludismao, (F

Las citocinas son importantes en lia respucst
ejemplo la presencia de Interleucina-12 (11.-12) activa a células TH, las que a su vez activan
otras células como macrofagos capaces de eliminar al parisito. Por otro lado 1a presencia de
IL-% activa a células TH, y estas a su vee producen factores de diferenciacion y
proliferacion para los linfocitos B que son importantes para ¢l contro! y eliminacion del
esto que producen anticuerpos cspecificos contra el

parasito al final de la infeccion, pu
parasito (Von-Der-Weid, er af. 1992, Langhorne, 1994).

La interaccidn que existe entre las células CD4+ TH, y los linfocitos B sc estudié en
ratonecs SCID (ratones con inmunodcficiencia severa combinada) a quicnes se les
transfiricron células T CD4° inmuncs y sc observo que estas células protegian a los ratones.

es decir cran capaces de controlar la infeccion, sin embargo, cuando se les transfiricron
fueron cay de elimi; a los parasitos (Meding

células CD4+ y células B de Jos r
y Langhorne. 1991).

Por otro lado. ¢l 6xido nitrico (NO) juega un papel significante en una parasilemia primaria
de paludismo. pero no en una parasitemia recrudecente. El NO involucrado pucde estar
regulado por TH, con la secrecién de IFN-y, el cual activa macréfagos para producir
cantidades grandes de NO quec matan a los pardsitos directamente. TH, secreta I1L-4 que
coopera con células B para produccién de anticuerpos especificos IgG, (Taylor-Robinson.

ct al, 1993).
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Figura 2. Regulacién de los
(Taylor-Robinson, et al. 1993).

4.2 Papecl de las células T CD8+.

Las células T CD8° regulan la mayoria de la citotoxicidad especifica para el antigena,
poseen la capacidad para matar otras células infectadas por parasitos (intracelulares) o por
virus. Reconocen los antigenos peptidicos unidos a las moléculas clase 1 del MHC sobre la
superficie de la célula blanco. Como consecuencia de esa interaccion sc activan y liberan
linfocinas (como IL.-2 ¢ 1IFN-y), quc pucden incrementar las respucstas inmunitarias de
otros linfocitos T y B. (Kabelitz, ct al, 1988; Godfrcy . er al. 1993),

En el caso de la infeccion con Plasmodium, las células CD8' se activan y cjercen una
actividad citotéxica, ademas de liberar citocinas, amplificando de ésta forma la funcién de
las células CD4° cn la activacion de mecanismos efectores antiparasitarios (Weidanz,
Melancon-Kaplan y Cavacini, 1990). No obstante su participacion en estadios eritrociticos
no se¢ ha d ado clar s¢ sugicre que las células CDB® en paludismo no son
requeridas para suprimir la infeccidn eritrocitica, esto debido a que los eritrocitos humanos
poscen moléculas MHC clase I en cantidades muy bajos (reticulocitos) por lo que seria

dificil el reconocimiento del antigeno por CD8' (Van Der Heid, er al. 1993,
Blomberg, 1994).

Troye-

A nivel hecpitico las células T citotéxicas CD8® actian limitando ¢l desarrollo de
esporozoitos por lo que se cree que estas célul ticnen funci importantes contra




estadios pre-critrociticos (Rodrigucz ef al, 1991). Sc ha observado que IFN-y c 1L.-6 actuan
en la infeccidn hepéitica, directamente o como r lItado de una da de eventos,
restringidos por MHC y células T citotoxicas, por lo que se sugicre que las células CD8"®
pudicran inducir proteccién inmune en contra del estado pre-critrocitico (Mazier D., 1990,
Seguin-MC. eral. 19943).

5. ANTICUERPOS MONOCLONALES.

lL.os Anticuerpos Monoclonales (MAbDbs) son anticucrpos con una especificidad definida y
predecible. Son completamente homogéncos quimica, fisica e inmunologicamente. Asi
mismo no sc diferencian estructuralmente de otros anticucrpos que se cncucntran bajo
condiciones naturales. La propiedad que hace unicos a los MAbs es que todas e
de una preparacion cualquiers son idénticas. Su reaccion con un antigeno definido debe ser
exactamente la misma todas las veces. Es precisamente constancia en su preparacion y
en efecto, lo que los hace ser tan utiles (Sikora y Smedley. 1986; Handbook 1994; Stites,
1991).

moléculas

Para obtener en ¢l laboratorio una cantidad limitada de un anticuerpo definido contra un
antigeno. se necesita el aislamicnto y la inmonalizacion de Ia clona de linfocitos B de un
animal productora de anticuerpos. Dicha clona podria ser aislada v crecer 1 vitro, mediante
cultivo celular. De esta forma. los linfocitos B clonados continuarian produciendo el
anticuerpo Que podria obtenerse del fluido sobrenadante que cubre las células de cultivo
Un inconveniente es que las células producturas de anticuerpos ticnen  ur
cuando son cuftivadas s vitro: Sin embargo un tipo de célula que podia cultivarse
facilmente s ¢l de una enfermedad maligna de los Linfocitos B, conocida como micloma o
plasmacitoma, las cuales tienen la capacidad de reproducirse indefinidamente. 1975,
Kohler ¥ Milstein describicron que las células productoras de anticuerpos pucden ser
inmortalizadas fusionandolas con lineas celulares det micloma. Cuando ¢l proceso de fusion
es completo se establéce una colonia o una clona aislada de células hijas que se conocen
como hibridomas que han heredado algunas caracteristicas de ambos progenitores, estas
células producen un anticuerpe el cual s¢ conoce como anticuerpo monoclonal (Sikora y
Smedley. 1986; Coligan. er al. 1992).

5.1. Obtencién de anticuerpos monoclionalces.

Para dcterminar que linfocito va a ser inmortalizado, se inmuniza a un animal de
experimentacion por inycccion del antigeno de interés, ¢l sisterma inmunce del ratén pone a
funcionar los linfocitos B capaces de producir anticuerpos quc reconocen al antigeno



utilizado cn la prucba. Después sc sacrifica al animal y de su bazo sc obticnen los
linfocitos que sc utilizardn cn el proceso de fusién con la linea del micloma. De esta

manera s muy probable que muchos de los linfocitos fusionados estuviesen secrctando
anticucrpo contra ¢l antigeno de interés ( Catty, 1989)

La selecccidon de los hibridomas productores del anticuerpo es de acucrdo a dos propicdades:
1) falta de produccidon o de secrecion de inmunoglobulinas vy 2) carencia de actividad de 1a
hipoxantina guanina fosforribosil wransferasa (HGPRT).  las c¢élulas se fusionan por
exposicion ripida al polictilenglicol, permaneciendo en ¢! cultivo tres poblaciones
cclulares: células B, células de micloma ¢ hibridos. FLas células B mueren ¢n forma natural,
ya que termina su ciclo de vida, al morir estas sc inicia la cleccion entre las célutas de
micloma y los hibridomas, es por esto que se Heva a cabo el crecimiento en medio HAT que
conticne hipoxantina, aminopterina y timidina, debido a quu las céiulas de miceloma carccen
de la enzima HGPRT por lo que son sensibles letalmente
la via de sintesis de purinas de novo (Fig. 3).

a la sminopterina la cual bloquea
A diferencia de tas células normales que no
son sensibles a la aminopterina ya gque pueden llevar a cabo la via de salvamento utilizando
HGPRT y timidina para la sintesis de purinas, de esta manera las células del micloma
mucren y los hibridomas comienzan a duplicarse cada 23-48 horas y las colonias se forman
con rapidez (Stites et al, 1991 Coligan ot al, 1992; Abbas, 1995)

La produccion de MAbs sc pucde lograr por 2 métodos
tiquido de ascitis en ratones o

in viveo, mediante la lformacion de
cultivan en un medio de creci

in wvitro, en Jonde las células del hibridoma se
nicnto artiticial

ratas ¢

Via de novo Vin de salvamento

Fosforribosil pirofosfato

TIMIDINA HIPOXANTINA
+
Uridilato Timisinnsa Hipoxantina
Guanina I
1 Fosforribosil
! ‘Transferasa
A p (HMGPRT)
i ) 1
Enzimas ausenics cn

lincas de n loma mutantes
1 usadas para fusién

NUCLEOTIDOS

Figura 3. Via de sintesis de purinas
(Abbas, 1995).



5.1.1. Produccién de anticucrpos monoclonales in vivo

In vivo, los hibridomas productores de MAbs sc inyectan en la cavidad intraperitoncal, de
los cuales son previamente tratados con pristano (dcido 2,6,10,14-
adyuvante incompleto de Freun., que actia como  irritante
cavidad peritoneal.

ratones o ratas
tetramethildecanoico) o
originundo que los macréfagos ¥ monocitos sean reclutados dentro de 1
I.os nutrientes sceretados por estas células proveen un buen ambicnte para el crecimiento de
hibridomas e¢n suspensian (Manson, 1992) Después de 1 a 3 sema s¢ inyectan los
hibridomas los cuales empezarin a crecer rdpidamente. Los MAbs son scerctados en ¢l
Este método tiene como ventaja. que los NAbs producidos i vive son
ascitis conticne muchos

@

liquido de ascitis
mas concentrados (1-15 mg/ml ascitis). Sin embargo ¢! liquido de

comtaminantcs, incluyendo otras proteinas, lipidos y debritos celulares. Las otras proteinas
presentes son ¢l mayor problema entre éstas se encuentran la albuarnin
i

a, transterrina e

rentes

plantcan  tres it problemas  de

o5 tres  contaminanics
separactdn: atbamina, debido a su abundancia, transferina, debido a la similitud de sus
caracteristicas de carpa a muchos de los NMAbs y las inmunoglobulinas present dehido a
que presentan propicdades similares a los MAbs. Por otro lado también es la presencia de

Estas desventaja

inmunoglobulin,

enzitnas proteoliticas, las cuales pueden causar danos al producto final
deracion ética del uso de animates, ha conducido en los recientes
(Harlow De, Lane

combinadas con cons
afos a una considerable disminucion en el uso de esta metodologia
1988, Coligan, ct.al. 1992; Handbook [994).

5.1.2. Produccion de anticuerpos monoclonales i vitro

In vitro, las células del hibridoma se cultivan ¢n un medio de crecimiento artificial, los
MAbs s¢ secretan en of sobrenadante del cultivo celular. Comparados con tos producidos en
<l liquido de ascitis, los MAbs producidos por cultivo celular son relativamente dituidos
(0.01-0.5 mg/ml dc sobrenadante). LLos medios mas comunmente usados son DMENT
(Medio Minimo Esencial de Dulbecco) y RPMI 1640, Los MAbs producidos por cultivo
celular estan contaminados por otras proteinas presentes en ¢! medio ya que la mayoria de
células de mamiferos son cultivadas con suplementos de suero fotal ya sea de carncro,
caballo o bovino, la cantidad de sucro cn el medio dec c¢recimiento tiene un impacto
principal sobre la concentracion de varias proteinas (cj. tabla 2). Hay medios. que se¢
encuentran libres de sucro cvitando asi la presencia de algunas proteinas, sin embargo cl
medio libre dc sucro contiene normalmente  suplementos de albumina esencial y
transferrina. Siendo entonces los contaminantes producidos por osté mdétodo de produccion
de MAbs: albamina y transferrina, quc también sc cncuentran ¢n ¢l caso de cultivos
suplementados con sucro solo que en cstos ademis se encuentra IgG bovina, de caballo o de
carnero (segin cl sucro fetal utilizado) que puedce ser removida pasando el sobrenadante por
una columna de proteina G-scpharosa. Algunos medios se suplementan con antibidticos, los
mas empleados son: penicilina, estreptomicina o gentamicina (Handbook 1994; Coligan et

al, 1992)




Proteina PM x 10 pl Conc. de sucro de carncro
5% 1% 0.1%

Albami 69 4.9 2x10° 100 10

ransferrina 76 5.2.5.5 150 30 3
a,-lipoproteina 195 150 30 3
Haptoglobulina 100-400 34.1,4.5 350 70 7
12G bovina fetal 150 5.8-7.3 25 b 0.5
[Conc. de prot. total 3.75%107 750 75
MADb 150 20 20 20
MADb (% dc prot. total) [ i 25
Tabla 2.

Concentracidn en pg/iml de algunas proteinas en sobrenadante i vanias cantidades de
suplementos de sucro (Handbook. 199.4).

El cultivo dc hibridom
no se adhieren al pla

s s relativamente sencillo ya que igual que otras células hinfoides,
v o vidrio y por tanto pucden transferirse con pipetas. Esto es
impornante debido a que, cuando la concentracion de células llega a aproximadamente 10
células. hay que transterir los hibridomas a un medio fresco (pueden diluirse 1:10 0 1:20
con medio fresco). Nunca deberan Hegar a un namero elevado de crecimiento ya gue se
incrementa la probabilidad de un cambio fenotipico originando mucerte celular. Las células
pucden contarse cn camara de Neubaucr, aunque, con experiencia se puede conocer el
tiempo correcto para pasarlas a medio fresco observando su apariencia y ef color del medio
Tambidn la observacian de éstas en un microscopio invertido, ya que nunca se debe
permitir gue 1 membranas plasmaticas lleguen a granularse. fas celulas sanas ticnen
membranas lisas (Coligan et al, 1992; Harlow y Lane, 1988)

6. PURIFICACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES.

Como guia para ¢} proceso de la separacion de los anticuerpos producidos hay que discutir
dos principales factores: ¢l uso descado y 1a fucnte de los MAbs. El grado de purcza
requerida se determina por ¢l propdsito para ¢l cual son requeridos los MAbs. Por cjemiplo,
si la actividad biologica de estos anticuerpos cs necesaria como parte de algun sistema
largo, podria solo sci necesario el liberar los MAbs preparados de aquelios contaminantes,
los cuales interfiercn en ¢l ensayo. Por otro lado si los anticuerpos son para uso mddico en
humanos, estos dcben estar clinicamente puros, libres de toxinas, pirogenos y materia
orgdnica, en ¢l caso que no sea nccesaria extremada pureza, se podria requerir otro esquema
de purificacion. También puedec darse ¢l caso de que los anticuerpos se utilicen como
reactivos y se almacenen por largos periodos, por 1o que deben de liberarse de actividad
proteolitica, o su inmunorcactividad se puede perder por lo que las técnicas que se cmplcan




para la purificacion de los anticuerpos descados son principalmente: precipitacion salina,
clarificacion por centrifugacion, didlisis y técnicas de cromatografia. La clectroforesis
pucde scr usada durante ¢l esquema de purificacion para calcular 1a purezs de ¢l MAb
después de cada paso cromatogrifico y al final det esquema de purificacion checando de
este modo el producto final (Handbook, 1993),

6.1. Precipitacion con sulfato de amon

Las proteinas en solucion forman enfaces con el agua quecdando sus grupos ionicos y
polares expuestos. Cuando altas concentraciones de sales como el (NH,),50, son agregadas
a una solucion de proteinas, las moléculas de agua que solvatan a la molécula de anticuerpo
son desplazadas por los iones sultato y amonio, que ademits neutralizan los grupos cargados
de la proteina, 1a cual llega a su punto isocléctrico y precipita. Por otro lado las sales
influyen en la solubilidad de las proteinas en funcion de su fuerza ionica, que constituye
una medida tanto de la concentracion como del numero de las cargas eléctricas que existen
entre los cationes ¥ los aniones aportados por la sal A medida que la fuerza ionica
aumenta, la solubilidad de una proteina comienza a disminuir precipitando completamente
de su solucion (iHandbook 1994, Leningher 1993),

Este ©s un procedimicnto importante para la separacion de mezcelas de proteinas, ya que las
diferentes proteinas varian on su respucsta frente a la concentracion de sales, debido a que
{a solubilidad de las especies de proteinas dificren de acuerdo a su grado de hidrotfobicidad.
por lo que s¢ puede precipitar selectiviumente fracciones especificas de proteina disuelta
en la muestra. Los anticuerpos de ratones necesitan 45-50% de saturacion. Debido a que
otros componentes del suera no precipitan en este rango, 50% de saturacion es un nivel
conveniente para usarse on muchas aplicaciones. (Harlow y Lanc, 1988, Handbook 1994).

Las proteinas precipitadas por sales reticnen su actividad y conformacién nativa. pueden
disolverse de nuevo., normalmente sin experimentar desnaturalizacién en un amortiguador
apropiado. La precipitacion con sulfato de amonio cs la mas recomendada debido a que es
altamente soluble en agua, lo gue permite alcanzar fuerzas idnicas muy clevadas, asi como
tambi¢én manticne la estabilidad para algunas proteinas en solucion. La téenica da
considerable enriquecimicnto, removiendo arriba del 50% de e contenido de proteina asi
reduciendo fa mayoria de los contaminantes de la muestra como es el reducir el contenido
de lipidos de 1a muestra. Una desventaja de precipitar con sulfato se amonio cs que los
anticucrpos pucden no ser puros ya que podrian contaminarse con otras proteinas de peso
molecular clevado: asi como también proteinas que son atrapadas cn una precipitacion con
gran floculacion. Es por esto que esta técnica no es mancjable como un solo paso de
purificacion. pero pucde ser combinada con otros métodos si la pureza del anticuerpo es
necesario ((Harlow y Lane, 1988, Lechninger, 1993; Handbook, 1994),




6.2. Cromatografia por afinidad, Fc-espcci

Estc tipo de cromatografla ha sido una técnica tradicional pam purificar anticucrpos
monoclonales, en la cual 1a molécula a purificar sc absorbe especifica y reversiblemente a
una substancia de unién complementaria (ligando) covalentemente pegada a una matriz que
sirve como soporte, ¢l residuo innecesario se climina por lavados con una solucién
amortiguadora y ¢l anticuerpo requerido se libera del absorbente al que estd unido por
afinidad. por disrupcioén de los enlaces antigeno-anticuerpo al modificar et pH (figura 4)
(Handbook 1994; Roitt, 1995).

Esta téenica sc basa en la capacidad que poscen las proteinas A y G de unirse no solo a
anticucrpos de animales que han sido inmunizados con proteina A o proteina G, sino
también de animales que nunca han sido expuestos a ese antigeno, ésto debido i que hay
una unién especifica Jde la porcion Fe Jde da [eG ((Harlow y Lane, 1988; Cohigan, tv92,
Handbook 19943),

Absorbente + Mezcla de Absorcion Ag
Protcina G Antigenos del Ag. purificado
=
o—m |2 ° =
Ol sl OB |OE ;
cpoo o o _
o s § o
~]Absorcién del Ag | Lavado {clucién

Figura 4. Cromatogratia por afinidad l'c-cspecifica.
{Roitt, 1991)

La protcina A y proteina G son encontradas e¢n una fraccion de la parcd celular del
Staphylococcus aureus y det streptococo del grupo G respectivamente. Muchos anticucrpos
de especies o subclases que no sc unen bien a la proteina A, se unen bicn a proteina G, lo
cual, va a depender de la fuente de obtencion y también del tipo de inmunoglobulina que se
trate. La tabla 3 resumc la afinidad de Proteina G a varias fuentes de anticucrpos. (Coligan
J., 1992; Handbook 1994).




Especics Afinidad por protecina A Afinidad por protecina G
Humano 1gG + -t 4+
Cabm 1gG — ++
Caballo 1¢G = bt
Rata IgG, — +
Rata 1gG,, —_ R
Rata IgG,, — ++
Rata IgG + b
Ratoén 1gG, + + e
Raton 1gG,, Py e
Raton I1gG,,, + 4+ b
Raton g, ++ + 4

Tabla 3. Afinidad hacia protci

a A7 G por vanos anticucrpos monoclonates
(Coligan, 1992)

7. CITOMETRIA DE FLUJO.

La citometria de flujo ¢s un método que permite medir caracteristicas celulares tales como
tamado, volumen, pH, actividad enzimatica. contenide de ADN a través del marcaje de
particulas o células con fluorocromos (Rose et al, 1992)

Este método sc caracterien por la rapides ¥ el namero de células que
como también por su alto grado de confiabilidad y exactitud, s
medicina v biologia. destacando las prucbas inmunologic
medicion que puede hacer

pucden analizar asi
¢ utiliza cada ver mas en
s  (Rose et al, 1992). Una
a citometria de tlyo es ia evaluacion de las poblaciones y
subpoblaciones de linfocitos T por medio de sus marcadores de superficic (CD3, CD4.
CDB8) utilizando anticuerpos (mono y policlonales) u otras proteinas marcadas con
substancias llamadas fluorocomos que son capaces de absorber luz de una determinada
longitud de onda y emitir fuz de mayor longitud de onda (Ruiz, 1992 ; Fincgold ¥ Baron,
1989). Para scleccionar a los linfocitos con los marcadores de superficie CD3 (para
linfocitos totales). CD4 para linfocitos cooperadores y CID8 para los linfocitos citotoxicos.
Sec utilizan anticuerpos monoclonales dirigidos contra dichos marcadores (Giorg 1992).

Los citometros de flujo son instrumentos capaces de analizar las propiedades de células
individuales que pasan, a gran velocidad por un orificio y por un medidor de la dispersion
de luz, también analizan el volumen y la fluorescencia. Con ayuda de este cequipo puede
estudiarse en una sola suspension de células varios marcadores de forma simultinea a una
velocidad de casi 5,000 células por segundo (Stites et al, 1991). Las poblaciones celulares
se separan, de acuerdo a su forma, tamafo y granulaciones o bien por medio de marcadores




fluorescentes (Giorg. 1992). Sc cvalian estos parimetros en un sistema de fluido en el cual
Ins particulas o células fluyen y sc interceptan por un rayo luminoso y se detectan la
Nuorescencia que emiten (Rose et al. 1992).

1 téenica de  anticuerpos
subpoblaciones celulares

Combinando
monoclonales. marcados con fluore
(Stites ctal, 1991).

mediciones de dispersiéon de la luz, con
ina es facil identificar 1

31 fendmeno de la fluorescencia ocurre cuando un compuesto absorbe luz de una
determinada longitud de onda, los electrones pasan de un estado basal a un estado excitado
regresando despuds 1 estado basal, emitiendo luz a una mayor longitud de onda. La luz
cemitida siempre os de mas baja energia y por tanto de mayor longitud de onda gue la luz de
excitacion. Estas dos longitudes de onda pueden ser eaptadas y separadas por filtros
apticos. Sus medicitones se basan en la luz como fuente de excitacion por lo que se requiere
de una Hluminacion intensa, [a cual es dada por la lampara de arco o lasser. debido a que las
célulus son pequeiias y pasan muy rapidamente a través del punto de detececion. La fuente
de Juz debe ser capaz de emitir longitudes de onda especificas gque pucdan ser usadas para
excitar a los nurcadores tlvorescentes. Cuando la muestra se inyecta en uno de los canales,
pasa a la camara de fluido en donde las particulas o ¢élulas se transportun una por unia a un
punto especitico on ¢l espacio ¥ son intercep s por un rayo luminoso. Lo dispersion Jde la
luz de 1a fluorescencia generada se captura por fotodetectores, los cuales canvierten el
foton  en  scenales  clectrome que se detectan v se procesan por computadora
proporcionando re Sy s (Rose, et al, 1992)

(8

adisticyg

8. CELULAS FORMADORAS DE ANTICU

Las cé¢lulas scerctoras de moléculas de anticuerpos pueden identificarse mediante la técnica
de Jerne, ya que pucden contarse por dilucion con un medio en el cual el anticucerpo formado
por cada célula individual produce un cfecto rapidamente visible como son placas
hemoliticas. Para esta téenica sc utiliza como antigeno una proteina(s) del eritrocito la cual
induce una respucsta timodependiente. debido a que la produccion de anticucerpos en
respucsta i anligenos proteicos necesita de Jas células T CD4” (6 células T cooperadoras),
las cuales por medio de sus productos secretados estimulen la proliferaciaon y diferenciacion
de las células B para la produccion de anticuerpos (Roitt, 1993; Abbas, 1995).

En este procedimiento se mezclan cétulas linfoides de un animal inmunizado con EC
{eritrocitos de carnero) con una suspension de agar fundido mis EC esta mezcla se vierte en
un molde y sc deja gelificar, se incuban para permitir que las células productoras de
anticuerpo  al liberar inmunoglobulinas, recubran a los EC circundantes. Si Ia
inmunoglobulina liga con avidez, la adicién posterior del complemento producira lisis de
las células recubiertas por ¢l anticuerpo especifico. Como resultado de cllo. se¢ forman zonas




claras de lisis, llamadas placas, alrededor de cada célula formadora de anticuerpos. Estas
células formadoras de anticuerpos se llaman también células formadoras de placas (CFP).
Las placas dircctas de ésta manera revelan productores de 1gM fundamentalmente. ya que
este anticuerpo s muy hemolitico (Benacerraf, 1990; Roitt, 1994; Abbas, 1995).

Una de las limitaciones de la técnica de placas hemoliticas en gel es que no retleja
verdaderamente el nimero total de células formadoras de anticuerpo ya que grandes placas
pucden contener no solo una sccretora de anticuerpos, por lo que el resultado obtenido no
seria el wvalor real. Una de las modificaciones que puede realizarse para evitar estos
inconvenientes es la reportada por Dresser en la cual la suspension de células formadoras de
anticucrpos se¢ incuba sobre un portaobjetos, obteniendose una capa muy delgada de EC en
donde se cvita {a sobreposicion de eritrocitos, ademas, que cs posible realizar ¢l recuento de
placas por microscopio dando resultados caonfiables, (Dresser, 1986; Dresser, 1990 y
Poduval, 1991).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El paludismo es una enfermedad infeccio
considerada como una enfermedad para

que por su morbilidad y mornalidad es
aria importante. La Organizacion Mundial de 1a
Salud estima que hay de 300 a 500 millones de personas infectadas y se informan mas de 3
millones de muertes al afo principalmente en ¢l Sur de Africa (Olllato, 1996). La
monalidad en paludismo sc ha observado principalmente en los casos de infeecion con /7
JSalciparum En nucstro p. La mayor parte de los casos de piludismo son por infeccion con
P. vivax, afortunadamente son muy escasos los casos de la enfermedad por £ falciparum.
No se conocen casos de paludismo por £ rmalarie y ' ovale en México. Las principales
ronas cndémic en ¢l pais son el Sureste (Oaxach, Campeche , Chiapas) y la costa det
Pacifico (Sinaloa y Navant) (Boletin de 1o Dircccron General! de Epidemiologia). la
respuesta inmune contra el parasito, Plasmiodium sp. os muy compleja. Los mecanismos
celulares que generan la respucsta inmune protectons, no s¢ conocen completamente,
ademils el parasito evade la respucsta anmunologica por vanacion antigdni S¢ ha
cstablecido que adquisicion ¥y mantenimiento  de  inmunidad ¥y una gran
dependencia de fas células P, ya que juegan un papel muy importante on 1 cooperacion
para la sintesis de anticuerpos ¢ intervienen en laanducaion de una respuesta de upo celular
independiente de anticucrpos cvidente Ia importanc de ta partapacion de las
subpoblaciones celulares. T cooperadoras CD4 v y T citotoxicas CDE+ para la elimimacion
del parasito. No obstante se desconoce 1o participacion de estas subpoblaciones celulares en
la especiticidad de la respucsta inmune contra fllasmaodium sp

Esta tesis forma parte de un proyecto de investigacion que protende utilizar un modcelo
murino experimental, para estudiar la participacion de las céiulas T CD3+ v T CD84 en la
especificidad de Ia respuesta inmune contra paludismo.

Para lo cual sc utilizaran anticucrpos monoclonales que eliminen in wive a cestas
subpoblaciones celulares en ratones normales y ratones inmunes a Plasmodium chabauds,
posteriormente, s¢ retaran con ¢l parasito homologo (/7 chabaudi), heteralogo (£ yoeli) y
con mczclas de ambos pardsitos, esto permit estudiar la especificidad de 1a respuesta
inmune como consecucncia de esta climinacion. Es por cllo que en esta tesis se produce,
purifica y estandariza ¢l mancjo del anticuerpo monoclonal anti-CD44 para la eliminacion in
vivo dc csta subpoblaciéon cclular. Asi mismo sc cuantifica la cantidad dJde anticuerpo
obtenido y la dosis adeccuada que se les administrard a los ratones normales ¢ inmuncs.

Una vez que ya se utilizaron los anticuerpos monoclonales cn los ratones inmunes serd
nccesario comprobar que, cfectivamiente, se climinaron las células T CD4+ y T CD8+



por lo que se hard uso dc fluorocitometria de flujo, y de la técnica de Jerne que utiliza un
antigeno timodependicnte como son los eritrocitos de carncro. Para quc sc formen
anticuerpos contra cllos, sc requicre de la ceooperacién de linfocitos T CD-3+ con los
linfocitos B, por lo que si se elimind esta subpoblacién celular no habra produccion de
anticuerpos y por o tanto ¢l nimero de placas liticas deberd ser muy bajo o nulo.

Con este trabajo sc  cstableceran las condiciones necesarias para el estudio de la
participacién de las subpoblaciones celulares CD4+ y CDB+ en paludismo, ademas sera de
utilidad para comprender los mecanismos de inmunidad celular que intervienen en la
climinacién del parisito. Este tipo de estudios serin importantes parn ¢l posterior disefo de
vacunas efectivas contra paludismo.
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OBJETIVOS

GENERALES:

Purificar y calibrar ¢l uso de anticucrpos monoclonales, anti-CD43" cn ratones
inmunecs a paludismo

Verificar la eficiencia de la climinacion in vivo de las células T CID4”

PARTICULARES:

Crecer in vitre a los hibridomas productores del anticuerpo monoclonal anti~
CDa.

Purificacion  por afinidad del anticuerpo monoclonal empleando columnas de
proteina G.

Cuantificacion de los anticuerpos monoclonales.
Calibrar la técnica de citometria de flujo para cuantificar célutas T CDa*

Eliminar la subpoblacian celular T CD4° cn  ratones normales y cn ratones
inmunes, utilizando los anticuerpos monoclonales antes descritos.

Dcterminar si cfectivamente sc llevé acabo 1a eliminacién de las células T CD4”
mediante técnicas de actividad biolégica (Jerne), inmunofluorescencia directa y
citometria de flujo.
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HIPOTESIS

Si se administra ¢l anticuerpo monoclonal anti-CID4 en ratones singénicos,
este anticuerpo reconocerd al marcador de superficie para el cual tue formado
y sec  ecstablecera  una reaccion

antigeno-anticuerpo, c¢ntonces como
consecuencia

de esta interaccion, sc producird la climinacion in vivo de la
subpoblacidn ceclular de células CD4a+. Para comprobar la efectividad de
dicha ecliminaciéon se hara uso de técnicas de inmunofluorescencia direcia,
citometria de flujo, Jerne y Dresser.
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MATERIAL

Material bioldgico

e Los hibridomas productores de anticuerpos monoclonales (YTS191.1) anti-CD4g
(donacidn del Dr. Herman Waldman, Cambridge U.K.)

o Ratones singénicos de la cepa BALB/c y (C57B1/6 X BALB/c)F, mantenidos bajo

condiciones libres de patégenos.

Eritrocitos de carnero (En solucion de Alsever estéril).

Suero de cobayos.

1gG de ratas Wistar

Anticucrpos anti-CD4-FITC (Gibco BRL).

Anticuerpos anti-CD3-FITC (Gibco BRL).

Anticuerpos anti-1gG de rata-FITC (Gibco BRIL).

Equipo de laboratorio

Camara de clectroforesis Bio-Rad, Protcan-R 1l Xi-Cell
Minicadmara de clectroforesis-V 8.10 Gibco BRL
Camara de Ncubauer

Autoclave modclo Stecle, 211bs.

Bafo de agua con controlador de temperatura, Precision
Refrigerador, Phillips

Congelador -25°C, Revco

Balanza analitica Metler H80

Balanza granataria Ohaus

Centrifuga clinica Solbat, aparatos cicntificos 5000 RPM
Bomba de vacio Feli Welch, Modelo 1410

Bomba peristiltica, Masterflex G/1.

Potenciémetro PBL-Sargent Welch. Scientific Company
Vortex-Genic ™, Scientific Industrics

Microcentrifuga Eppendorf

Horno de¢ Microondas Panasonic

Computadora Hewlett Packard

Impresora laser Hewlictt Packard

Citdmetro de flujo Becton & Dickson FACSORT
Espectrofotémectro

Parrillas dc agitacién, Corning



Equlpo de discccion
de flujo | i . Veco

lncubndom CQO, Lab-linc mslmm:nls

Mlcroplpcma‘ Eppendorf

1 para cr ografia de afinidad, Sigma.

Mlcroscopm invertido.

Material dc taboratorio

Cajas petri de 10 cm de didametro
Jeringas de insulina

Mechero Fischer

Pipetas Pasteur

Bulbos para pipetas Pasteur
Probetas

Embudos de separacion

Espatula
Matraces aforados

Perillas de seguridad

Papel pH

Barras magndéticas

Soporte universal

Pinzas para burcta

Cajas Petri

Tubos de ensayo

Gradillas

Pipctas graduadas

Pipetas volumétricas
Matraz Erlenmeyer

Botellas para cultivo cclular
Vasos de precipitado
Matraz volumétricos

Tubos Eppendorf

Recactivos

Agarosa, Sigma

Azida de sodio, Baker

Bicarbonato de sodio, Baker

Tris (Tris {hidroximetil] amino-

mectano) Sigma

EDTA, (dc. Ettlendiaminictracético), S
Sigma

Glicina, Sigma

Acido clorhidrico, Baker

Acido acdtico, Baker

Ewanol, MERCK

Acrilamida, Sigma

N.N-Mcthylcn-bisacrilamida, Sigma

Dodecil sulfato de sodio, Sigma

Persulfato de amonio, Sigma

Gliccrol, Sigma

fi-Mercaptoctanol. Sigma

Azul de bromofenol, Sigma

Hidroxido de sodio, Baker

Sulfato de amonio, Life Science

Fosfato de potasio nmionobasico, Baker

Fosfato de sodio dibasico. Técnica

Quimica S.A.

Lauril sulfato de sodio, Sigma

Cloruro de potasio, Técnica Quimica

Dextrosa,Baker

Citrato de sodio dihidratado, Baker

Acido citrico monohidratado, Técnica

Quimica
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METODOS

PRODUCCION DE MAb Anti-CD4 EN MEDIO DE CULTIVO (in vitra).

Se cultivé cl hibridoma YTS191.1 cn botcllas de 250ml de cultivo celular estériles, con

medio RPMI 1640, suplementado con SFI3 al 5% y antibidtico.
. Se permitio que las célu se propagaran. por lo que sc incubaron ¢n una atmosfera
humeda, a 37°C y 5% de CO,.
Las células sc analiziaron con ayuda Jde un microscopio invertido cada 2 o 3 dias para ver
stuvieran contaminadas,
onentre 1.2 x 10° células/ml, se separaron las células
1630, dilucion 1:10. Se incubaron

su viabilidad y se reviso que no e
. Cuando sc alcans0 una concentra

a una nueva botcetla de cultivo con medio RPN

nuevamente en una atmosfera hameda, a 37°C ¥ 5% de CO,.

Los pasos 1, 2, 3 y 4 se realizaron de forma continua hasts que se obtuvo la cantidad de

anticuerpo anti-CID4 necesario
Se transfirio ¢l contenido de las botellas de cultivo con crecimiento celular a tubos

conicos estériles
. Se centrifugo
botén.

El sobrenadante se guardé bajo condiciones estériles a -20°C, hasta la purificacion del

MADb.

2000 rpm durante 5 munutos. Se colecto el sobrenadante y descarto el

PRODUCCION DE LIQUIDO DE ASCITIS CONTENIENDO MAb ANTI-CD4

2
3.
4

4

N

. A ratoncs BALB/c entre 6 y 8 semanas de edad, se les inyectd intraperitoncalimente 0.5
ml de pristano (2.6,10,13-tetramctilpentadecano).
Dos semanas despudés sc Ies administro intramuscularmente 30 mg de hidrocortisona .

A las 48 horas sc irradié a cada ratén con 450 rads.
botellas donde sc cultivé in vitro el hibridoma YTSE91.1, a tubos

1S ¢l sobr tante

. El contenido de las
falcon para centrifugar a 1500 rpm por 5 minutos. Se d.
Las células sc lavaron dos veces, resuspendiéndolas en PBS estéril. Se centrifugaron a

1500 RPM por 5 minutos y descartd el sobrenadante. Las célulus se resuspendicron en 5

ml de PBS estéril.
Sc contaron las células y se determino su viabilidad por exclusion con azul de tripano.

. Sec ajusté a una concentracion de células de 2.5 x 10® células/m! con PBS, para inyectar
2 ml dc ésta suspensién a los ratones intraperitonealmente.



8.
9.

Scesperéde 1 a2 para Ia for i6n de liquido de ascitis.

Para recolectar cl liquida de ascitis, sc inmovilizé al ratén con una mano, extendiendo un
poco la partc abdominal, con la otra mano sc insertd una aguja de 20-G en la cavidad
abdominal, para quc ¢! liquido de ascitis drenara, colectdndolo en un tubo faleén estéril.

10.Algunas veces ¢l mismo ratén produjo nucvamente liquido de ascitis por lo que se

colectd nuevamente, como en el paso anterior. La recoleceiéon fue hasta que ya no se
acumuléd mas ligquido o hasta que el On murio.

PREPARACION DE MEMBRANAS PARA DIALISIS

w N

PURIFICACION DE y-GLOBULINA FOR PRE

Sec cortaron picras de membranas para dialisis de tamaiio conveniente y se colocaron en
una solucién calicnte de bicarbonato de sodio 2% (p/v) ¥y EDTA 1mM pHl 8.0, por 10
minutos.

Posteriormente se enjuagaron e€n agua destilada.

Los tubos de didlisis se colocaron en una solucion caliente de 1mM EDTA pli=8.0 por

10 minutos.
Se permitié que la solucion se entriara, junto con los tubos para dialisiz, para después

guardarlos a 4° C asepurandose que el tubo esté bien sumergido.

ITACION CON SULFATO DE

AMONIO.

. Se descongeld el sobrenadante o liquido de ascitis, se clarifico por  centrifugacion a

5000 rpm 15 minutos. Sc descartd el boton formado.

Se determind ¢l volumen del sobrenadante o liquido de ascitis.

El sobrenadante o liquido de ascitis centrifugado sc vertié en un matraz Erlen-meycer
sobre un bano de hiclo para adicionar lentumente, con agitacién lenta y constante la
solucién SAS, hasta que sc alcanzoé una concentracion final de saturacion del 50%.

Sc dejéd en agitacion lenta durante 4 horas en ¢l cuarto frio (4°C).

Se centrifugd a 5000 rpm durante 15 minutos.

El sobrenadante se recuperd en cada precipitacion para que posteriormente sc volvicra a
tratar con solucion SAS.

Por otro lado el precipitado (botdn obtenido en la centrifugacion) se disolvié en PBS pHi
7.2 {ver ancxo) y dializd contra PBS 1 X en frio i 1o la agi ion, durantc 3 a 5
dias. haciendo dos cambios PBS 1 X, para climinar completamentce cl sulfato de amonio.

. Después de completada Ia didlisis, sc centrifugd la muestra a 5000 rpm durante 15

minutos para eliminar cualquicer precipitado quc se haya formado.
La muestra sc conservé cn refrigeraciéon si se pasaba en menos de 72 horas por la
columna de afinidad, si era por mas de 72 horas sc congelaba la muestra.
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10.La técnica de precipitacion de gamma globulina con solucion SAS, se llevé a cabo en
forma ciclica con ¢l sobrenadante recuperado en ¢l paso 6. Hasta que ya no habia
precipitacion.

PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD UTILIZANDO COMO
MATRIZ PROTEINA G-SEFAROSA
Esta técnica sc realizd a 4°C. (cuanto frio)

1. La Proteina G-sefarosa se empacd en una columna de cromatografia para liquidos,
teniendo ¢l cuidado de no dejar burbujas.

2. Sc lavo la columna, con PBS pil 7.2 pasando 10 veces el volumen ocupado por la
protecina GG utilizando PBS.

3. Ya lista la columna se paséd por ella, a una velocidad de 20 ml/min ¢l sobrenadante o
liquido de ascitis (previamente tratado con SAS, dializado y filtrado). Y se recolectd el
ftuido para que pasara nucvamente por la columna cuantas veces fucra necesario. Ya que
pasé todo ¢l sobrenadante se dejo Iavando 1o columna con PRBS para climinar todos los
contaminantes presentes en la muesiras a purificar

4. Despudés una solucion de glicina/HCE pH 2.4 se paso por la columna con ¢l fin de eluir
de la columna el anticuerpo adherido a la proteina G. En este paso las fracciones fueron
recolectadas en tubos Eppendott de 1.5 ml los cuales contenian entre 50 y 200 pl de una
solucion de tris 2M phl 8.3, para ajustar a un pH ncutro ¢l anticuerpo cluido en tml de
glicinw/HC1, de tal forma que no sec desnaturalizara el anticuerpo  debido a las
condiciones dcidas del medio, por tal motivo la clucion se realizo lo mas rapido posible.
Terminando la elucion se dejo lavando la columna con PBS,

5. La concentracion de proteinas se determind en ia solucion de cada tubo Eppendotf por
espectrofotometria, a una longitud de onda (A) de 280nm, con un blanco de PBS. Se¢
juntaron todas las fracciones para dializarlas contra PI3S a 4°C con agitacion constante.
Sec hicieron cinco cambios (uno en la maiana y otro en la noche) para climinar
completamente las sales.

6. El sobrenadante o liquido de ascitis recuperado en ¢l paso 5 sec pasé nucevamente, por la
columna en forma ciclica, hasta que ya no se¢ obienian lecturas de proteinas en las
fracciones de cada clucion obtenidas en ¢l paso 7.

CONCENTRACION DEL MAb ANTI-CD4.

1. Una vez completada la didlisis de la técnica de purificacion con proteina G, se sacd la
muestra y sc centrifugd a 5000 rpm durante |15 minutos para eliminar cualquier
precipitado que sc hubiera formado.

2. Se concentré la solucidn del MAbB anti-CD4, con cl cquipo Speed-Vac, hasta que
quedaba un volumen de 5 a 10 mnl de soluciéon de MAbD en total.

26



. De ese concentrado se prepararon alicuotas de 1 ml en tubos Eppendoff, ctiquctados

adecuadamente y se determinaba su concentracion de protcinas por espectrofotometria a
280nm utilizando como blanco PBS.
Por altimo se congelaron las alicuotas y mantuvicron a -20°C.

. Cuando se tuvicron varios cluidos, s¢ descongelaron y vertieron ¢n un solo tubo falcén

estéril, con ¢l fin de hacer un pool de todo el MAb obtenido y purificado.

. El pool obtenido se¢ mezeld muy suavemente y sc prepararon alicuotas de 1 ml en tubos

Eppendoff.

. Se determind la concentracion de proteinas por cspectrofotometria & 280nm con un

blanco de PBS.

. Sc realizé un ensayo para determinar funcionalidad de los anticuerpos que sc obtuvicron

mediante [a técnica de inmunofluorescencia indirecta y citometria de flujo.

ELECTROFORESIS

Armazén para preparar el gob .

Sec empalmaron. con ayuda de dos pinzas sujctadoras, dos vidrios: uno de 8.2 x 10.2 cm y
otro de 7.2 x 10.2 cm, colocando cntre cllos dos barras espaciadoras de lmm de grosor (una
de cada lado).

Los vidrios empalmados sec colocaron sobre un soporte de vidrio para scllar la parte inferior
con agarosa al 2%. De tal forma que no sc presentaran fugas al agregar cl gel.

Preparacion ded pel de corrimicnto:

4.

Para preparar ¢l gel de corrimiento de poliacrilamida en un matraz Erlen-meyer, de 50
m) sc adicionaron las siguientes soluciones:

®.Agua destilada 3.25ml
e®Acrilamida 40% 2.40ml
eBisacrilamida 2% 1.65 ml
ris pH=8 8 [1.5M) 2.50 ml
eSDS 10% 0.10 ml

. Se laron suav evi do la for ion dec burbujas ya quc ¢l aire cvita la

polimerizacion del gel. Por Gltimo sc adiciond al mismo matraz 4u]l TEMED y 100ul
de APS 10%.

. Esta mezcla se vacid en cl armazon a un nivel aproximado de 3 em del borde y se agregd

agua cuidadosamente por los extremos, aproximadamente 1 m!, para que formara una
capa, cuya interfase se observo cuando el gel polimerizo.
Después sc desalojé es agua.
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Preparacién del gel empacador

1. Para la preparacién del gel empacador, en un matraz crlen-meyer, de 50 ml se

adici on las sigui soluci H
e Agua destilada 6.46 ml
® Acrilamida 40% 1.23 ml
e Risacrilamida 2% 0.85 ml|
e Tris pH=6.8 {1.0M] 1.25 mt
e SDS 10% 0.10ml

2. Se mezcld suavemente, cvitando la formacion de burbujas. Por ultimo sc adicionaron 10
ul de TEMED y 100 pl de APS 10%.

3. Se llend el armazdén hasta ¢l tope, con la solucién del gel empacador y se insené cf peine
para que se formaran los pozos en donde posteriormente se colocarian las mucstras. Se
dejé reposar el gel hasta que polimerizara .

Preparacion de ba mucstra:

1. Se¢ combinaron partes iguales de la mucstra de proteina y de la solucion reguladora de
tratamiiento 2X (anexo) en tubos Eppendott,

2. Los tubos sc colocaron en un bafo hirviendo por tres minutos, antes de colocar las
mucstras ¢n los pozos del gel.

N

Marcado y corrimiento clectroforético del gel.

1. El peine se retird suavermnente de los geles, cuidando de no destruir los pozos y se lavaron
los pozos con una jeringa, primero con agua destilada y por utltimo con solucién
reguladora.

2. Se colocod ¢l armazoén dentro de la camara de electroforésis, para colocar las muestras en
los pozos del gel.

3. Una vez colocadas las muestras se llend con solucion amortiguadora de cormrimiento
(anexo) cl compartimento superior ¢ inferior de la camara de clectrofordsis.

4. La fuente de poder se conectd para correr la electroforésis a 80 Volts en un principio, Al
iniciar ¢l corrimiento en cl segundo gel se auments ¢l voltaje a 150 Volis.

5. Sc suspendid ¢l suministro de corriente cuando cl colorante, sc¢  encontraba
aproximadamente 1 cm del limite del gel.

Tincién y decoloracién del gel.

1. La tincién de los geles fue con azul de Coomassie, dcjando cn agitacion lenta durante 1
hora.

2. El gel se sacd y transfirié a una solucién decolorante (anexo), realizando los cambios
necesarios, para lograr una bucna decoloracién, y observar bien las bandas.



DETERMINACION DE CELULAS FORMADORAS DE ANTICUERPO

Técnica de Jerne
1. Al ratdn scleccionado para la técnica de Jerne se le inyectd intraperitonealmente 0.2 ml

de una soluciéon de eritrocitos de camero (EC) al 10% en solucion salina, 5 dias después

se sacrifico por dislocacion cervical,

Sc extrajo ¢l bazo y se macerd sobre una malla fina con un tubo de ensaye enjuagando

con medio MEN X para oblecner una suspension de células de fa cual se hizo una

dilucién 1:30 con medio MEM X,

3. Sc mezelo 0.1 ml de Ia suspension de células de bazo (difucion 1:30), 0.2 m! de un
suspension de EC al 10% en solucion salina. y 2 ml de agarosa al 0.6%% en MEM (que se

mantuvo a 35°C para que no solidificara o se formaran grumos).,

Se homogenizo la suspension usando un vortex y se vacto rapidamente en un caja Petnn

4
pequena. distribuyeéndola por toda la caja con movimicentos rotatorios. Lo anternior se
realizo o mas rapido posible con el fin de evitar La formacion de grumos al solidifi s
el medio

S. s se ncubaron a 37°C durante -3 nunutos

6. 1 se aprego 2mi de complemento de cobayo diluido 1:10 en MEN X Se

dlstnhu\.n por toda la superficie de la pl‘n.x ¥ sc incubaron 37°C por 30 minutos.,
7. Después Jde incubar las cajas se contaran  las placas hemoliticas que aparcecieron en cada
caja para hacer ¢! calculo de celulas formadoras de placa por bazeo

Modificacion de IDDresser a la técnica de Jerne.

sc le inyectd intraperitoncalmente 0.2 ml de una
10% en solucion salina, S dias después s¢

técnic

1. Al raton selecctonado para ¢
solucion de eritrocitos de carnero (EEC) al
sacrifico por dislocacion cervical.

Se extrajo el bazo sin restos de grasa y pelos de raton.

-

3. una caja de Petri pequena se macerd ¢l barzo sobre una malla fina con un tubo de
cnsaye, se enjuagd con medio MEM 11X

4. De la suspension de células obtenida se hizo una dilucion 1:30 con medio MEM 1X.

5. Se prepararon unos portaobjetos. sumergiendo  y sacando rapidamente cada porta

abjetos, e¢n una solucion de agarosa al 0.5% a una temperatura de 80-100%.

6. [En un tubo sc¢ colociaron 0.8 g de agarosa cn 9 ml de agua destilada,
complectamente ¢l agarosa el tubo se metid al autoclave y se llevo a 12 libras, después se
colocd ¢l tubo ¢n un bano maria a 45°C. Sc adiciono al tubo dc agarosa 1 ml de medio
MIEM 10X. y se ajusto ¢l pl con una solucién de bicarbonato de sodio.

7. Al mismo ticmpo. los portaobjetos tratados y pipctas Pasteur se mantuvicron sobre una

placa tibia (aproximadamente 30°C).

En un wbo de ensaye sc meczclaron 20 pl de Ia suspension de células linfoides, 20 pl de

una suspension de EC al 7% en solucion salina y 200 pl de agarosa al 0.8% cn MEM a

45°C. sc homogeneizd la suspensién usando un vortex.

para disolver
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9. La suspension se transfirid rapidamente a la superficie tibin de un portaobjetos tratados
(paso 6), usando una pipeta Pasteur, asi mismo sc extendid sobre €] portaobjetos usando
1a partec delgada de la pipeta.

10. Sobre 1a superficie tibia sc dejo de 10 a 15 segundos, despuds sc transfiricron a una
plataforma tria (10°C) por 10 segundos.

11.Se incubaron las preparaciones por 2 horas a 37°C en un ambicente humedo, conteniendo
3-4% de CO;.

12. A cada placa se agregd 2 ml de complemento (suero de cobayoe) diluido 1:10 en MEM

1X ¥ se incubaron a 37°C en un ambiente humedo. conteniendo 3-3% de CO, por 30
minutos.

13. Para fijar las preparaciones se colocaron en una solucion de glutaraldehido o} O 15% en
una solucion de NaCl 0.15M por 3 minutos, y se lavaron con agua destilada

14, Se contaron las placas hemoliticas que aparecicron en cada portaobjetos y se hizo el
calculo de células tormadoras de placa por hazao.

OBTENCION DE SUFRO DE COBAYO.

1. Cada cobayo fuc anestesiado con éter, para después colocarlo en posicion decubito
ventral,

2. Se hizd una incision en la region axilar,

3. Se colectd la mayor cantidad de sangre, en tubos de ensaye.con ayuda de pipetas Pasteur,

4. La sangre colectada se incubd a 37°C por 15 minutos, despuds en hiclo por 30 minutos
para que la retraccion del coagulo fuera mas rapido. Asi mismo se separd ¢l coagulo de
l1as parcdes del tubo de ensaye con un aplicador de madera.

5.

Se centritugaron los tubos a 2500 RPM durante 20 minutos ¥y sc separd el sucro y se
prepararon alicuotas de 1ml en tubos Eppendofl,

ctiquctados  adccuadamente. Se
guardaron a -70°C.

OBTENCION DE 1gG DE RATA.

1. Cada rata fue anestesiada con éter. Después se coloco a la rata en posicion decubito
ventral. Para hacer una incisién en la regidén axilar

2. Se colecto la mayor cantidad de sangre en tubos de cnsayc, con ayuda de pipctas Pasteur

3.

Los tubos con la sangre de rata s¢ dejaron incubando a temperatura ambiente durante 30

minutos para quc se formara ¢l coiagulo, el cual sc separd de las paredes del tubo con un

aptlicador de madera.

Sc centrifugd 2500 RPM durante 20 minutos y se¢ separé cl sucro de todos los tubos con

una pipeta Pasteur, colectdndolos en uno solo, formando asi un pool de suero de rata.
5.

Sc precipité con solucién SAS (ver anexo) la IgG presente en ¢l sucro obtenido.
(Técnica de precipitaciéon con sulfato de amonio al 50%).
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INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA Y CITOMETRIA DE FLUJO (FACS)

Parn cada ensayo se preparaban los tubos de la siguicnte manera.

TUBO MAb-Muoresceinadao PRBS-1% Albamina-Na,N
blanco-mucstra® - 20 ul
mucstra*- CND, Iut- 17 pul
muestra® - CI), 2l - 18 ul
abricante de cada anticucrpo Que sc quicra defermnar

*Cantidad recomendada por ef
4+ Las mucsiras que sc mancjaban san sangre, bazo, imo y ganghos. %ara cada tipo de mucstra sc preparaba

un tubo para blanco otru para determmar la subpoblacion cclular CD3° v un tercero para CI°

A los ratones utilizados para el ensayo de inmunofluorescencia directa, se les extrajo sangre
de la zona retro-orbital con ayuda de una pipeta Pasteur impregnada con un poco de
heparina. Por cada tubo se utilizaron 100 pul. Despuds se sacrificaron  los ratones por
dislocacion cerebral y se extrifjo el bazo, timo y ganplios. teniendo el cuidado de que al
extracr cada uno de ellos sc colocaran en una cajita de Petri con PPRS micntras se extriian

los demas orpanos

Aparte, en otra cajita Petri se macceraba por separado, cada uno de los organos obtenidos
sobre una malla fina con un tubo de ensaye. enjuagando con PHBS para obtener una
suspension de células De cada organo se obtuvo 10%cétulas y sc colocaron en los tubos ya
preparados » cliquetados, de acuerdo a g muestri. Se agitaron y dejaron incubar o 3°C
durante 30 minutos. DDespués se adiciond a cada tubo Iml de solucion de lLisis de eritrocitos
se agitaron » dejaron incubar durante 12 minutos. Por itltimo se realizaron dos lavados con
PBS IX-Albumina |1%-NaN,, centrifugando a 2000 RIPM por 5 minutos . se decanto el
sobrenadante y resuspendio ¢l boton obtenido en PB3S para analizar las muestras por

citometria de tlujo.

TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA. Y CITOMETRIA DE
FLUJO (FACS)

Sc sacrifico al raton por dislocacion cerebral para extraer el bazo, timo y ganglios, teniendo
el cuidado de que. al extracr cada uno de se colocara en una cajita de petri con un poco de
PBS mientras se extraian los demas organos. IEn otra cajita Petri se maceraron, por
separado, cada uno de los organos obtenidos sobre una malla fina con un tubo de ensayc.
enjuagando con PBS, para obicner una suspension de células de la cual se tomaron 50 pl
quc sc colocaron cn tubos ctiquetados de acuerdo a la muestra y que previamente se les
adiciond 10 uil del MADb anti-CD4 purificado mas 10 ul de PB3S-1%6 albamina-NaN,. Se
agitaron y dcjaron incubar a 4°C durante 30 minutos.
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Desp de la i bacion se hicicron dos lavados con 3ml de PBS-1%% albamina-Na,N.
centrifugando a 2500 RPM por 5 minutos, ¢l sobrenadante de los tubos sc decantd y cl
botén celular obtenido sc resuspendid. A cada tubo {(menas al blanco) se adiciond, 10 !l de
anticuerpo anti-IgG de rata-FITC (Gibco BRL.). Sc agitaron y se¢ incubaron a 4°C durantc
30 minutos. Terminado cl tiempo de incubacién se hicieron tres lavados con PBS 1X-
Albumina 126-NaN;, centrifugando a 2500 RPM por 5 minutos. Sc desechd el sobr da

y <l botén obtenido se resuspendié en PBBS para ser analizado por citometria de flujo

ELIMINACION DE LA SUBPOBLACION CELULAR CD4.

Primer protocolo de eliminacion.

Sc utilizaron 10 ratoncs singénicos de la cepa (CS7-B'/, x BALB/C)F,, los cuales sc
mantuvicron bajo condiciones libres de patdgenos. Se marcaron 5 de ellos como ratones
testigo y 5 como ratones tratados con ¢l anticuerpo monoclonal YTS 191.1 purificado anti-
CD4, a los cuales se les inyectd intraperitoncalmente 300 ug de 1gG de rata y 300 pg de
MAD anti-CD4  respectivamente.  Las dosis fueron aplicadas diariamente durante los
primecros 7 dias del ensayo. después solo los dias 10, 13, 19 y 22,

Sc determind ¢l porcentaje de la poblacion de las células CD4+ mediante la técnica
inmunofluorcscencia directa y citometria de flujo cn los ratones tratados con 1gG de rata y
en los ratoncs tratados con MAbDb anti-CI>4, en mucsiras de sangre periférica los dias S5, 8.
14, 20 y 26. Y en ganglios linfaticos, timo y buazo los dias 20 y 26 dc iniciado «l
tratamicnto. Por otro lado se scleccionaron dos ratonces testigos y dos ratones tritados con el
MADb anti-CD4 para inmunizarlos ¢l dia 22 (con respecto al protocolo de eliminacion
celular) y sacrificarios cl dia 26 para realizar la técnica de Jerne.

S, lo pr 1o de cli

Sc utilizaron 8 ratones singénicos F1, 4 de cllos sc etiquctaron como ratoncs tratados con ¢l
anticuerpo monoclonal YTS 191.1 y los otros 4 s¢ marcaron como ratones control tratados
con I1gG de rmata,. La misma dosis que se¢ administraba a los ratones tratados con ¢l
anticucrpo YTS 191.1, a los ratones control sc¢ les inyectaba IgG de rata. El primer dia de
iniciado el protocolo sc les inyectd intraperitonealmente 500 pg, En los siguicentes dias de
tratamicnto la dosis fuc de 300ug/por dia. Del dia ! al 5 la administraciéon fuc diaria,
después la aplicacion se realizd solo los dias 7,9 y 11 de iniciado el protocolo.

Se determind ¢! porcentaje de la poblacion de las células CD4° mediante la técnica de
inmunofluorescencia directa y citometria de flujo (FACS) en los ratones control y en los
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ratones tratados con MADbD anti-CD4. Unicamente en ganglios linfiticos los dias cero, 4, 6, 9
y 12. (con respecto al protocolo de eliminacion celular). A los ratones que se les determind
el porcentaje de cdlulas CD3+ y CD4+ los dias 6, 9 y 12 también se Ics realizé Jeme y
Dresser.

Tercer protocolo de climinacién.

Se utilizaron 8 ratones singénicos I°'1, 4 de cllos se ctiquetaron como ratones tratados con cl
anticuerpo monoclonal YTS 191.1 y los otros 4 s¢ marcaron como ratoncs control tratados
con 1gG de rata, a Jos cuales sc les administrd intraperitoncalmente 500ug de MAb
purificado y 500 ug de IgG de rata respectivamente. En los tres primeros dias la
administracién fue diana después solo los dias 5,7, 9 y 1 1de iniciado ¢l tratamiento

Se determind el porcentaje de la poblacidn de las céiulas CD4+ mediante la téenica de
inmunofluorescencia directa y citometria de flujo cn los ratones testigo y on los ratones
tratados con MAb anti-CD4, cn muestras de sangre periférnica, bazo, ganglios linfiticos y
timo los dias 3,6, 9 y 12. A los ratones que se les determiné el porcentaje de células CD3+
y CD4+ Jos dias 6, 9 ¥ 12 también sc les realizod Jerne y Dresser.
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VITi

RESULTADOS

PRODUCCION ¥ PURIFICACION DEL ANTICUERPFO MONOCLONAL ANTI
CD4+ (YTS 191.1) OBTENIDO.

La produccién del MAbD anti-CD4 se realizo por cultivo del hibridoma YTS 191.1 en medio
RPMI 1640 ¢ Hibrimax en una atmosfera al 5% de CO, a 37°C como sc indica en la
metodologia. Las células sc propagaron tanto (1 vifro comao in vive para obtener liquido de
ascitis. El sobrenadante  del cultive celular y el liquido de ascitis se precipitaron con
sulfato de amonio al 50% seguido de cromatografia de afinidad utilizando como matriz
protcina G-scfarosa. Se determing la concentracion del MAb a las (racciones obtenidas
utilizando espectrofolometria a 280 nm. El factor de conversion utilizado fue: 1 Unidad de
absorbancia es cquivalente a 1.44 mg/ml de MADb (Coligan, 1992). En la griafica 1 sc
ilustran lecturas de absorbancia  de las fracciones obtenidas en dos cluciones después de
pasar por ia columna de proteina G-sefarosa. UIn la primera clucion sc observa un pico
mayor que en la segunda

Absorbancia
oe

0.5 4

0.3 4

0.2 4

0.1 4
4
o Tubo
14 2 3 4 5 8 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 IS !
Gralica t. Lecturas de ia de i €n dos i al pasar ¢l MAbD por la
de G. Sc i que l A ia cs a 1.44 mg/ml (Coligan 1992).
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La pureza del MADb obtenido sc evalué por clectroforésis en geles de poliacrilamida-SDS en
condicioncs reductoras, cn la figura $ se ilustra un gel cn el cual se observa un banda a 50 kDa que
corresponde a la cadenas pesadas de la inmunoglobulina y otra banda a 23 kDa que corresponde a
ia cadenas ligeras. En cuanto a su funcionalidad sc real

6 un ensayo de inmunofluorescencia

indirecta y citometria de flujo parn verificar que dicho anticuerpo no ha perdido la capacidad de
unirse a la molécula CD4 (grafica 2).

M
£ Figurs S. Corrimicnto clectroforética en un
gel de pol DS en
67 reductoras. En la linca M

<) marcador de

QG- 15 PO molecular, en la linca A y B ol MAD

purificado que corresponde a un lole A y un

— 29 lote B respectivamente. Se  observan el

. 2p  cortimicnto de las cadenas pcsadas (= )
r y el de las cadenas ligeras ( )

Parsmeter

L ‘!
§ o3

Grafica 2. Hi de la pob CD4+ de tima marcados con MAD Y TS 191.1 20 ug (8) y Sug (C).
A 1a poblacién sin marcar. En las ordcnadas € nimero de células y en tas abeisas Intensidad de Fluorescencia
M1 representa la poblacion que expresa C14

ELIMINACION DE LA SUBPOBLACION CELULAR CD4+ *“imn vivo™

1. Porcentaje de células T CD3+ y T CD4+ en ratones Fl normales.

La disminucién dec la poblacidon cclular CD3+ y CD4+ por el tratamiento inn vive con €] MAb

YTS 191.1 o con 1gG de rata se determind cn tres ratones Fl normales, los porcentajes de células

T CD3+ y T CDA4+ cn sangrc periférica, drganos linfoides primarios y secundarios (tabla 4),
flucr ia dirccta y citometria de flujo (FACS)
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Sangre (Ya) Hazo (Ve) | Ganglios (V) | Timo (%)
CD3+ 59 45 57 32
CD4+ 35 33 44 89

abla 4. Porcentaje de celulas CD3+ y CIM+ en ratones B, normales. Determinado

por la 1écnica de Citometria de flujo El porcentaje mostrado, son ef valor promedio
de tres ratones

1. Eliminacién dc la poblacién cclular CD4+ de sangre periférica, en ratones Fl
tratados con el MADb YTS191.1. ler. pr

1ocolo,

Para poder evaluar la participacion de las células C4° en una respuesta inmune secundaria
a paludismo, se realizé una cinética de eliminacion utilizando ¢l anticuerpo monoclonal
YTS 191.1 dirigido contra la molécula CD4. La evaluacion de la eliminacion se realizéd
mecdiante citometria de flujo a los 5, 8, 13, 20 y 26 dias Jdc¢ iniciado el tratamicnto. Los
resultados muestran una eliminacion del 90%% de dicha subpoblacidon celular en sangre
periférica durante ¢l dia 5 (grafica 3A) porcentaje que se mantuvo durante la mayor parte
de la cinética. aunquc al final del tratamiento s observa una recuperacion (grafica 3).
Simultdneamente se realizo la cindtica e un grupo control de ratones utilizando como
anticuerpo 1gG de rata. L.a poblacion celular CI9 no sufrid alteracion significativa (grafica

3B).

11, Eliminaciéon dc 1a poblacién cclutar CD4+ ¢n orpanos linfoides primarios y

jarios en rat F1 tratados con el MADbL YTS191.1, 1er protocolo

A pesar de que se obtuvo una importante climinacion de 1a subpoblacion celular T CD4+ cn
sangre periférica cn los ratonces tratados con el MAb YTS 191.1, ¢s impontantc evaluar
dicha poblacion en organos linfoides sccundarios tales como bazo y ganglios linfaticos,
sitios donde sc concentra una gran cantidad de estas células. La subpoblacién celular T
CD4+ se determind por citometria de flujo ¢n los dias 20 y 26 de iniciado ¢l protocolo de
climi i6n los r llados muestran que ¢l grupo de ratones tratados con ¢l MAb YTS
191.1 sufrié una disminucion de la subpoblacion celular T CD4+ del 57-60% cn bazo y del
36-49% cn ganglios con respecto del grupo tratado con 1gG de rata (Grafica 5). Dado que
los organos linfoides primarios son los productores de los linfocitos T, también se analizo el
cfecto del tratamicnio con ¢l MADb YTS 1911 en el timo, donde no se observé ninguna
alteracion de la subpoblacion celular CD4+. Debido a que las células T CD4+ expresan la
molécula CD3+, en cl mismo experimento sc determind ¢l porcentaje de células con dicho
receptor en sangre periférica y en los 6rganos ya mencionados, tanto cn los ratones tratados
con IgG de rata como en los tratados con YTS 191.1. No sc observa disminucion
significativa de dicha poblacion como sc mucstra en la tabla 4 y griafica 6.
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Grifica 3. Histograma de la poblacién celular CD4+ en sangre periférica, determinada por citometria de flujo
el dia cinco del lratamiento. A. ratones tratados con MAb YTS 191.1. B, ratoncs tratados con IgG de rata. En
las ordenadas el nomero de células y cn las i i de Fluor i
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OTratados con G de rata
@ Tratados con ¥YTS 191.1

2N

3!

DIAS

ados con IgG de

Grifica 4. Porcentaje de células CD4+ en ratones rratados con MAbLs Y 15191 y ratones i
rata. La determinacion se realizé mediante citometria de tlujo en los dias del tratarmicnto indicados

RESUMEN DE RESULTADOS DEL PRIMER PROTOCOLO

DIA JCELULAST TRATADOS CON TRATADOS CON DISMINUCION RESFECTO

12G DE RATA (%) § MAb YTS 191.1 (%) DEL CONTROL (%}

S5 CDa s 359 3 36 206
3 CDs~ 2577 343 705
14 CD3+ 618 LN )
SANGRE CD4e I8 57 773 80 0
z0 CD3+ Se 46 9 Q2]
Ci3a+ 37.4% 33 x50
26 Ch3~ 83 85 42 3% 502
CiD4 20.2 1845 296
20 CD3+ 361 e 0 02
BAZ.O CD4ae 22.6 27 571
36 CH3+ 173 28 7 7S
CD4+ 298 101 393
20 D3+ 653 433 33.7
GANGLIOS CDs+ 36.5 189 48.2
26 CD3+ 53.1 530 02
CD4+ 24.6 15.7 36.2
20 C3+ ND NI =
TIMO CD4+ 86.1 882 0.0
36 CD3+ 3432 377 [EX]
CDa~ ROA 767 )

Tabis 5. Pobiaciones celulares CD3+ y CI4+ en sangre perifénca, drganos linfoides primanos y sccundarios de

ratoncs control (tratados con 182G d€ rata) y ratoncs iratados con €l MAb anu-CDS (YTS 191.1), evaluadus por
inacion cetular . El p je de eliminacion

citometria de flujo en Jos dias indicados en « ler.
de la poblacién celular en jos ratones tratados con el MAb con respecto de su cantrol se muesira en la altima

ND, no det.
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% CD4e

O Ratoncy Inuadas con IgG Je
rata

B Hatones lratndos con MAb
YIS 1901

DIA

SANGHRE 8AZzO GANGLIOS TIMO

Grafica S. Porceniaje de células CD v en drganos linfoides primarios, secundanos 3 sangre periférica en
ratoncs 1ratados con MAbs YTS-191.1 y ratoncs tratados cun IgG de rata La detenminacion se realize
medianic citometria de Mujo ca los dias 20 y 26 del tratamiento

504
OTeatados con igG do
Tratados con YTS 191

20 E> 20 E 20 28 20 26 OtA
SANGRE 8AZO GANGLIOS Timo

Griafica 6. Porcentaje de células CD3+ en drganos linfoides primarios, ios y sangre periférica en
ratones tratados con MAbs YTS-192 y ratones testigo lramdos con 1gG de mta. La determinacidn se realizo
mediante citomctria de flujo cn los dias 20 y 26 del tr . La deter de céhsl CD3+ del din 20
en ¢l timo no se realizé.
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OPTIMIZACION DEL ESQUEMA DE ELIMINACION.

V. Eliminacién dc la poblacién cclular CD4+ cn ganplios linfiticos utilizando un

segundo pr lo de cl i6.

A pesar de haber logrado una buena climinacion de la poblacién cetular CD4+ en sangre
periférica, en drganos secundarios no se obtuvicron bucnos resultados. Por tal razén se realizo
un segundo protocolo de climinacién, cn ¢l cual a partir de la segunda semana de tratamicnto.
la aplicacion del MAD sc realizé cada tercer dia a difcerencia del primer protocolo en cl que se
aplico la dosis cada cuatro dias. Ademais de que s¢ acorté a 12 dias. También se realizo la
cinética cn un grupo control de ratones utilizando como anticuerpo IgG de rata los cuales no
sufren diferencias significativas dec un dia a otro (tabla 6). £2n cuanto a la eliminacion de células
CD3*, mejord ya que en ganglios linfaticos se logro una eliminacion def 67-85 %6 (grafica 7)

DIA JCELULA TRATADOS CON TRATADOS CON NUCION RESFECTO
s 12G DE RATA (%) MAb YTS 1901 (%) DEL CONTROL (%)

a CDJ~ 39.29 38 86 34,43
CDa+ 41,34 XX} 8332
© CD3~ 54.10 3467 3591
GANGLIOS CD4+ 44.08 [KEX] 67.24
< CD3+ 7365 46 84 37 35
CD4+ 44.97 13.13 70.80
12 CD3+ 5141 3282 36,16
CD-4 37.80 10.23 71 16

33e ¥ CD3e cn ganglos de ratoncs control (ratadas con 180 e rata} v ratones

Tabla ©. Poblacioncs celularcs C >
tratados con €l MAbD ant-CD4 (YIS 1911), evaluadas por ©
provscoto para ta cluminacion celular E1 porcentaje de chim

MAB con respecto de s control s muesra en la Glima columna

dwan en ol 2do

omeiria Joe oo on dos dias gue w
16 e La poblacin celular en s fatores traados con vl

Grafica 7. Cinética de la detn i6n CD4+ cn de ratones tratados con MAb YIS
inacion. Las células se marcaran con anti-CDA conjugado a fluorescencia, e

191.1 en un scy de
primcr pico represcnta fas células sin marcar y e acgundo Ia poblacion cclutar CD4+.
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id tular CI4+ de sangre periférica, 6rganos linfoides
fos con ¢l MAb YTS191.1. 3er. protocolo.

VI. Elimi i6 de In pobl
primarios y ios en r ¢r

Decbido a que sc logrd una buena climinacion de la poblacion celular CD9+ en ganglios
linfaticos utilizando el segundo protocolo de climinacién se realizé un tercer protocolo en
donde la dosis fue de 500 pg, durante los primeros dias la inoculacién fue diaria, despuds
solo cada tercer dia hasta cumplisr los doce dias del protocolo. la cvaluacién de la
climinacién sc realizé eon sangre periférica, Organos linfoides primarios y secundarios
mediante citometria de fluyjo en los dias 3. 6, 9 y 12 de iniciado cl tratamiento. En los
resultados (griafica 8) sc observa que se alcanzé una bucna climinacién de la poblaciéon de
células CD4", excepto en timo. También se realizd Ia cindtica en un grupo control de
ratones utilizando como anticucrpo IgG de rata, en donde 1a poblacién celular no sufrié
alteracion significativa. En ¢l mismo experimento se determind ¢l porcentaje de cdlulas
CD3+, en sangrc periférica y en los érganos ya mencionados, tanto on los ratones tratados

con IgG dc rata como en los tratados con YTS191.1. Tabla

% CD4e
100.
20
O Tratados con | 89
G de eata 70.
6o
WYratadon con | oo

YTS191.1
40.
30
20.
10.
[
Sangre Bazo Gangtio Timo

Grifica 8. Porcentaje de células CIM+ en sangre periférica, drganos linfoides primanos y sccundarios de
ratones F! control (tratados con IgG  de rata) y ratones tralados con el MAb anti-CD4 (YTS 191.1),
evaluados por citometria de flujo en los dias que se indican en ¢l 3er protocolo de ehiminacion celular

Simultdncamentc se traté a ratones Fl no inmunes a paludismo de acuerdo al tercer
protocolo. El dia 12 sc les determiné el porcentaje de linfocitos T CD3+ y CD4+ cn sangre
periférica, organos linfoides primarios y sccundarios, (tabla 8). En la griafica 9 sc
encuentran los porcentajes de la poblacion celular CD4+ en ¢l dia 12 del protocolo de los

tr con el YTS 191.1 y de ratones no inmunes a paludismo que
i iento no observiandosc diferencia significativa.

on cl
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RESUMEN DE RESULTADOS DEL TERCER PROTOCOL.O

DIA CELULAS THATADOS CON TRATADOS CON DISMINUCION RESPECTO
IgG DE RATA (%) MADb YTS 1911 (%) D¥L CONTROL (%)
3 CD3s 53.85 d3.63 37
CD-+ 33.57 2.20 23
& CD3s 50.3% NEY
SANGRE CD4+ 3511 4.72 86
9 CD3+ 3482 3217 a1
CD4+ 31.29 2.9% 21
12 CD3+ 6303 4136 4
C ¢ 32.99 2.69 92
3 CD3e 42.53 23 04 46
CDd+ 25.67 697 73
[ CD3+ 36 74 2174 £
BAZO CTDa« 3341 627 73
Bl CD3+ 19.9% i3 36 [
CD4e 25 .81 37s 85
. [ CD3 32.25 19 06 41
[«(3XX3 20.42 5.81 21
3 CD3e 54.50 6. 17 [}
CD+ 2883 13 85 52
@ CD3s 67 1K 47 56 29
GANGLIOS CD+ St ol 10.72 79
< C3iv 66 66 3456 82
CDe 32733 108 XS
13 CD3v 60 17 Y] J6
C D4+ 3483 N
K CD3+ 28 66 48 52 - -
CDa~ 91.34 96.92
o CDl3+ 27.31 2315 - -
TIMO CD4v 83.42 ND - -
< CDiv 1826 20.00 -
CD4+ 91.09 73.18 19
2 CD3+ 2136 19 58 9
CD4+ 77.65 85.17 .-

Tabla H. Poblaciones celulares CD3+ y CDd4+ en sangee periférica, organos linfoides primarios y
secundarios de ratones conirol (tratados con IgG de rata) y ratones tratados con <l MAb anti-CD$ (YTS
191.1), evaluados por citometria de fujo en los dias del protocolo 3 de climinacion celular que se indican. Ef
por je de el i6n de 1a p ion celular en los ratones tratados con el MAb con respecto de su
control s mucsira cn ta altima ND, no deter
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ngre (%) Bazo (%) Ganglios () | Timo (%)
.
CD3+ 37.48 15.12 30.92 {1 4705
CD4+ 441 3.33 738 ) 86.39
Tabla 7. Porcentaje de linfocitos T CD3° y T CID4° en ratoncs no inmunes lr-lados
con MADbanti-CD$ (YTSI21.1 eldia 12 dt del tercer p. La

determinacion sc realizé por inmunofluorescencia directa y FACS

% CD4ae
DOy
2304
704 QRaton sin tratamienta
<04
504 O Raton tratado con IgG de rata
(Dis 12)
404
(3 Ratén inmune tratado con
304 YTS 191.1 {dia 12)
204 B Raton no inmune tratado con
YTS 191.1 (dia 12)
10.
nL

sangre bazo ganglics umo
Grifica 9. Porcentajes de células T CD4+ de ratones sin tratamiento Y del dia 12 de lrammnemu del tercer
protocolo tanta de, ratones tratados con 1gG de rata como de ratones ¥y no a tudi
tratados con YTS 191.1.
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Sangre Bazo

protocolo

protocolo 1 protocoto 3

c emre el ' 3 dcts

v enire o
celular CDM+ en sangre penfénca de ratonct tratador con
YIsien 1

C ty 3 g
Gelular CIM e cn haso, de (a1oncs tratados con Y TSE01 1

C D

Timo Ganglios

s0.

a0

30

20

10

o 2 &9 3 6 9 Dias
protocolo 1 Protocolo 2 protocsio 3
protoacolo 1 protocolo 3

Conparacron cntre <} pramer y tcrcer oc ta C entre cl 5. 2 y 3 dc 1a poblaciom cetular
cefular CD4 e cn tmo, de raoncs tratadoy con YTS191 1 CD4s en ganplun. de aroncs ratadas con YTS191 4
Grafica 10.Compara: de la elimi ion de la CD4+ entre los protocolos realizados. La
determinacion se llevé a cabo por Citometria de Hujo £) porcentaje de fos ramn:s tratados con 1gG de rata es
<1 valor pr Sio de tos ob Jos durante la ci del p cor .
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Inmuncfluorescencis indirects

Parameter
Porametar ~mM x
x -3 100.00
) 38%8° 1 49.10
C D
Ratén inmunc 13t2do com TTS 191.2 R3toe inmune trat3do con TS 1911
g, Bawe 0is 12 Jer protocolo Bazo O 12 3er protocolo
Irmunofivorescencia  directs

Inmeno o ¢ 2 amcia indir ecta

Parameter

moox Parameter

o 100.00 ™M

1 9421 a .-

2 5.81 1 100.00
2 0000

[ nd
Grafica 11. C acion de la d de 1a pobl

celulasr CD4¢ por Inmunofluorcscencia
directa ¢ indirccta. Poblacion sin marcar (A), poblacion de CD-4+ de ratén sin tratamicnto marcado con Y TS

191.1 por Inmunoflucrescencia indirecta (8), poblacion dc CDd+ de raton cl dla 12 de tratamiento con MAb
YTS 191.1 marcados con conjugado GIRCO por Inmunofluorescencia directa (C) y con MAb YTS 191.1
(D).

Dismi i6

CDa+.

de ta peracion celular T-8 por la eliminacion dc la poblacion celular

Para verificar la eficien

de tos protocolos de climinaciéon celular de la poblacian CD4+, se
rcalizaron las técnicas dc Jerne y la variacion disciiada por Dresser en donde sc cvalud la
cantidad de células quc forman anticucrpos para un antigeno timodependiente (eritrocitos de
carncro) como una prucba (uncional de la cooperacidon de los linfocitos T CD4+ con los 13 para
la formacidn de anticuerpos. Los resuiltados obtenidos por la téenica de Jernc (tabla 9), indican
que en ¢l primer protocolo de climinacién, los ratones tratados con ¢l MAb YTS 191.1
manifiestan una disminucion del 72 % en ¢l nimero de células productoras de anticuerpos en
comparacion con los ratoncs tratados con 1gG de rata. Con ¢l segundo protocolo de climinacién
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se logrd disminuir la cooperacién celular T-B hasta un 923% y en cl tercer protocolo hasta un

96%

En los resultados obtenidos por Ia

1éc

a de Dresser (tabla 10, fig. 6). los porcentajes de
disminucién, en la cooperacidn, son muy similares que los obtenidos por la Técnica de Jemne.

Frotocolo (s ]| Ratones tratadon]  No. de céluias productoras de Diaminucion de ia
con snticucrpo por bazo cooperacion (%)
Primero 26 TRG de rats 36,150
VTS 1911 10,100 72
e TRG de rata 37,523
YTS 1911 2.550 o1
S TRG dc rata ELNED)
YTS 191.1 2,100 23
] TgG de rata 30,375
¥ TS 1010 375 86
r TEG de rata 25,875
YIS 1010 T.875 53
Tercer S TRG dc rata 78,125
VTS 1911 1,300 6
T2 TRG dc vata 23.625
VTS 1911 375 55
Tabla 9. Células as de

IgG de vata y en ratones tratados con ¢

s
MAb YTSI91.1

por la técnica de Jerne en fatanes tratados con
Los valores mostrados en el cuadro son ¢l

promedio de 1os resultados obtcnidos, debido a que en cada ensayo sc realizaron preparacioncs por duphcado

Protocolo Dia Watones tratados | No. de cf ™ de ia
con: de anticwerpo por bazo cooperacidn (%)
r3 TG de raia R2.500
YTS 191.1 750 27
Segundo S %G dc rata T6.875
TS 1911 750 56
T2 =G de rata 10,875
VTS 1911 T.875 83
3 T8G de rata 14,250
YIS 1611 300 56
Tercer S TRG de rata 19,250
VTS 1911 750 53
T TRG de rata 10,500
VTS 1911 562 53

Tabla 0. Células formadaras de anticucrpos deferminadas por la técnica de
15G de rata y en ratoncs tratados con el MAb YTS 191.1. Los valores mostrados cn ¢l cuadro son cl promedio
de 10s resultados obtenidos. debido a que en cada ensayo se trabajaron das ratoncs por grupo.

Dresser en ratones tratados con

a7
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Figura 6. Células formadoras de anticuerpo (CEA) por la técnica de Dresser. En A se observa la
CFA en el centro de la placa Huca. En B no se muestran CFA ya que s un control negativo
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DISCUSION DE RESULTADOS

Sc ha demostrado que las células T CD4+ ticnen un papel muy importante cn el
establecimiento de una respuesta inmune protectora contra paludismo, sin embargo, los
mecanismos molcculares implicados no se han clucidado a0n. En el presente trabajo sc llevé a
cabo la producciéon y purificacion del anticuerpo monoclonal de rata anti-CD4 (YTS 191.1)
dirigido contra la molécula Cid4 de raton asi como también cinéticas de climinaciéon in vivo de
células CD4+ en ratones F1 con dicho anticuerpo. 121 esquema de climinacion de los linfocitos
T CD4 permite tener ratones con niveles muy bajos de esas células, para utilizarse en
experimentos que permitan conocer la posible participacion de dicha subpoblacion celular
durante una respuesta inmune secundaria a paludismo.

Debido a gque las células que producen el MAb anti-CI)4 son un hibrido rata-raton, para poder
lograr producir el liguido de ascitis en los ratones BALB/C, se requirio someter a fos roedores
a inmunosupresion utilizando hidrocortisona e irradiando con rayos gamma (450 rads). El
MADb también sc produjo en ¢l sobrenadante de medio de cultivo a 37°C; en atmasfera al 5%
de CO, y 5% de SFB. En la purificacion se consideraron dos téenic 1a primera fue precipitar
los anticuerpos del liquido biolagico adadiendo una concentracion de sultato de amonio det
50% dec saturacion eliminando asi gran cantidad de lipidos y proteinas que no son de nucstro
interés, sin embargo en el precipitado tambidn se encuentran proteinas de peso molecular
clevado por lo quc sc utilizd una segunda técnica de purificacion. l.a cromatografia por
afinidad Fc-especifica, empleando una columna de proteina G, ¢n 1a cual ¢l MAb anti-CID4
queda unido a la proteina G y 1a albumina y otras proteinas se eliminan en los lavados. Se
obtuvo el anticuerpo deseado mediante la ruptura de los enlaces antigeno-anticuerpo al pasar
por la columna una solucion acida que modificd ¢l pll, en cada clucion s¢ recuperaron las
fraccioncs (ue contenian el anticuerpo. A las fracciones obtenidas se les determind la cantidad
dc proteina presente (grafica 1). Cabe seialar que el liguido biologico ¢n donde se encuentra ¢l
MADb anti-CID>4 se pasé mas de tres veces por la columna para obtener la mayor cantidad de
anticuerpo, por lo que las fracciones obtenidas muestran lecturas de absorbancia menores en
cada elucion, es decir en cada clucion va disminuyendo la cantidad de proteina en cf liquido
biolégico. Para evaluar la purcza del MADb purificado, se realizd electrofore de acrilamida
en condiciones reductoras (figura 5) después de ca al del esquema de
purificacion revisando de este modo ¢l producto final.

Se verifico la funcionalidad del anticuerpo purificado por la téenica de inmunofluoresencia
indirecta en 1a cual s¢ puso ¢n contacto, a células de un érgano linfoide, como timo y ¢l MAb
anti-CD4 purificado, como no perdié su funcionalidad se unié a las células T CD4+ presentes,
de otra forma se¢ hubiera eliminado en los lavados., para detectar 1a union antigeno-anticuerpo
se adiciond un anticucrpo anti-IgG de rata fluoresccinado el cual se¢ unid al MABb purificado
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por lo que al leer en cl citdmetro de flujo se detectd una poblacion celular marcada con
fluoresceina (prifico 2, region M1) que representa la poblacion celular que expresa la
moldcula CD4 presente en ese organo linfoide.

Al tener una cantidad adecuada de anticuerpo se procedia a la climinacion de ia subpoblacion
celular T CI# e en ratones F1l inmunes a pajudismo. La eliminacion de la poblacion celular
CD4+ en ratones FTotratados con el MAb anti-CD4, de acucrdo al primer protocolo, resulto
casi complcta de las células CD3r en npre periférica practicamente  durante todo el
tratamicento (gritica 4) Esta eliminacion fue especifica dado que no se observo tal climinacion
en los ratones tratados con IgG de rata ¥ los valores poblacionales obtenidos en tales ratones
no sc alcjan de los lores obtenidos en ratones normales (tabla 4). Fn el dia 260 del tratamiento
con ¢l MAb de acuerdo ol ler. protocolo, el porcentaje de células CD v obtenido en sangre
peritérica, presento una elevacion considerahle respecto a las determinaciones previas, dicha
observacion pudicra explicarse considerando que Ia administracion de MAb YTS 1911 a los
ratones fuc diana en la primera semana y en las dos altin la inoculaciaon del anticuerpo se
distribuyd por cuatro dias. o que probablemiente provocd la posible disminucion en la
concentracion del YTS 1911 en el raton o que quizd permuitio la recuperaciaon  de 1o
subpoblacion celular CI4

sccundarios (bazo y panghos) la chiminagion de las
células CD4 s fue menor a la observada en sangre periférica (grafica 3), posiblemente la
compartunentacion de dichos arganos evita una mayor climinacion Jde las células D3 o bien
que requicra mayores concentraciones del MAb YTS 1911, Por otra parte, on ¢l umo no se
togro la chiminacion de las ¢élulas CDa+, como o indica la similitud de los porcentages de
cclulas CH4- dos con YTS191. 1 como en tos tratados con G de
rata. El mo comuo or; mario, es el sitno donde maduran los hintocitos v por lo
anto es pencrador de millones de ellas, de tal manera que s1 se presenta la elininacion de
células CD4 e mediada por la accion del YTSI191.1, posiblemente un aumento en la
produccion de Jos mismos pudicra compensar dicho cfecto. Tambidn se observo una
disminucion ¢n ¢l porcentaje de células CDD3+ de sangre periférica en ratones tratados con
YTSI91.1 con respecto a tos valores observados en los ratones testipos (grafica 6). te
resultado se esperaba. dado que existen células que presentan tunbidén ¢l marcador CID-4 v al
climinar a las células CID4+ se disminuye el nimero total de células I3

Con respecto a os organos finfoides

anto en los ratones tr.
1ino linfoide p

Se  utilizd un  sepundo  protocolo  de  climinacion, con el cual s mancjaren  algunas
modificaciones con respecto al primero, una de ellas es que en la primera semana v en Ia
siguiente se aplicaron dosis de anticuerpo de 300upg, cada tercer dia, a diferencia del esquema
inicial en el cual se aplicaba cada cuarto dia. Otra diferencia es que se disminuyeron los d
de tratamiento, ya que en el primer protocolo duré 26 d tiempo en que un ratéon normal
tarda en reponerse a la infeccidn provocada por el parasito Plasmodium chabauds. En este
pundo protocaoloe se estimaron 12 dias de tratamiento esto debido a que el tiempo de erisis de
1a parasitemia con Plasmodium sp, se encucntra entre fos dias 9 y 12, en los que interesa tener
climinada a la subpoblacion celular CD4+ para el estudio de Ia participacion de ésta
subpoblacion ¢n paludismo optimizando de esta forma ¢l uso de MADb purificado. En este
protocolo sc pretende ver si hay una mayor climinacion al emplear una dosis mayor. en
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organos secundarios por lo que se realizo Gnicamente en ganglios linfiticos quienes nos darian
una idea de como sc encuentra la climinacion en sangre periférica y demas Srganos. para
realizar un tercer protocolo en el que se mantendri sma dosis y se confirmarian los datos
obtenidos por ganglios o s¢ aumentaria la dosis para obtencr una eliminacidon mayor. Asi
mismo se ahorraria una cantidad considerable de anticuerpo anti-CD3 anti-CID4 uoresc
ya que se disminuye ¢l nimero de lkecturas.,

cinado

Los resultados obtenidos en ganglios linfiiticos indican que inicialmente se obtuvo una mayor
cficiencia de c¢liminacion de la poblacién celular (grifica 7) en comparacion al primer
protocolo. De igual forma que en el ler protocolo se observo una disminucion en la
subpoblacion celular CDD3+ en sangre periférica de ratones tratados con YTS191 .1 que con los
vatenes tratados con 1pG de
climinacion  dc

ta (tabla 6). Este resultado era de esperarse debido a que la
células CD4+ que tambiédn poscen ¢l marcador CID3
consecucncia la disminucion det porcentaje de células CID3 .

trae  como

De acuerdo a los resultados obtentdos se planted un tercer protocolo en el cual se aumento 1
dosis de anticuerpo anti-CID4 o los ratones y se siguio la cinética de eliminacion en sangre
periférica, ¥ organos hintoides prumarios ¥ secundarios, se obtuvieron porcentajes mayores de
climipacidn de células CH3+ con respecto al primer protocolo (grafica 10), en cuanto a timo se
observa que igual que en el primer protocolo no hay una disminucion significativa (gratica 8).
Por otro {ado en ganglios sc cncontrd que con ¢l protocolo 3 se obtiene una eliminacion mayor
a partir del dia 6 que en Jos protocolos anteriores

(ligura 9D), como sc puede ver la
climinacion tiende a aumentar ligeramente o al menos mantenerse constante entre los dias 9 y
el 12, que son los dias en que sc requiere la eliminacion de esta subpoblacion celular,

Durantc este mismo protocolo se realizo un ensayo en el cual se indicaria si el anticuerpo
producido y purificado era capaz Je aumentar mas ¢l porcentaje de eliminacion de células
CD4+, de tal forma que el dia 12 de tratamiento con ¢l anticuerpo se realizoe la téenica Jdoe
inmunofluorescencia indirccta (grafica 111), en donde no se obtuvo mayor intensidad en la
fluorescencia. fo cual indica que ¢l 5.81% de células CDYr que permancceen en bazo (griafica
11C) ya no son reconocidas por ¢f MADb anti-CID4 YTS 191,31, por lo que no hay union
antigeno-anticucrpo y en los lavados es climinado ¢l MAb YTS 191.1, de fa misma forma el
anticuerpo anti-1gG de rata fluoresceinado no ticne a quicn dirigirse y también es eliminado en
los lavados, por lo que el citdmetro de flujo no detecta alguna poblacion fluoresceinada. De
forma general este ensayo nos indica que, si se aumentara la dosis de MAb anti-CD4 YTS

191.1 a los ratones F1 inmunes a paludismo, ¢l anticuerpo ya no seria capaz de climinar mas
células CDa+,

Por otro lado se realizaron las técnicas de Jerne y Dresser para evaluar 1a cooperacion de las
células T con las B en la produccion de anticuerpos. En ambas técnicas se utilizan eritrocitos
de carnero como antigeno los cuales inducen una respuesta timo dependicnte, en donde se
requiere que las células T CD4" cooperen en ia estimulacidn, proliferacion y diferenciacion de
las células B para la produccién de anticucrpos, por lo que si ¢l MAb YTS 191.1 es capaz de
climinar a la poblacion de células T CID-4+, se reducira Ia cooperacion con las células B en la
formacidén de anticucrpos. Utilizando la téenica de Jerne en el primer protocolo de eliminacién,



sc logré disminuir esta cooperacién hasta un 72% (tabla 9). Utilizando un segundo protocolo
de elimi ion, la dismi i6n de la cooperacién T-B fue del 93% y en el tercer protocolo fuc
entre el 95 y 96%. En cuanto a la téenica de Dresser que manceja ¢! fundamento de Jemne, tiene
como ventajas de que se obtiene una sola capa de EC y células formadoras de anticucrpos en
donde se cvita la sobreposicidon de critrocitos y se pucden mantener las preparaciones de
mancra permancnte, los resultados obtenidos por esta

significativamente de los obtenidos por la técnica de Jerne

técnica (tabla 10) no se alcjan

La determinacion del porcentaje de linfocitos CD«4+ cn los ratones tratados con YTS191.1 y
los testigos. en los diversos 6rganos y en los dias de tratamiento indicados, fue posible gracias
a que cl anticucrpo monoclonal anti CD4 de ratdn conjugado a {luoresceina comercial tiene

diferente sitio de reconocimiento de la molécula CDA quc ¢l MAbs YTS191.1 utilizado para la
climinacién én vivo de las células CD4+ de los ratones 1.
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CONCLUSIONES

La determinacidn por citomctria de flujo det porcentaje de linfocitos CD4+ en los ratones
tratados con YTS191.1 y en los ratones control, cn los diversos érganos durante los dias
indicados, fue posible gracias a que el anticuerpo monoclonal anti-CD4 de ratdén conjugado
a fluoresceina comercial, tienc difcrente sitio de reconecimicnto de la molécula CD4 que ¢l
MADb YTS191.1 utilizado para la eliminacién in vive de las células CDD4+ de los ratones F,

El MAb YTS191.1 purificado por precipitaciéon con sulfato de amonio y por cromatografia
de afinidad al ser administrado repetidamente ¢ intraperitonealmente, de acuerdo al
protocolo 3, es capaz dc elimi casi completa [a poblacion CD4+ en sangre
periférica y o6rganos linfoides sccundarios de ratones (CS7BIL/6 x BALB/C)F1 inmuncs a
paludismo.

El esquema de administracion del MAb YTS191.1, utilizado para la climinacion de
linfocitos T CD4+. En particular ¢l protocolo 3 permite tener ratones carentes dc esas
células, para utilizarse cn experimentos dondce sc estudie la participaciéon de los linfocitos T
CD4+ en la infeccidn producida por Plasmodium cn ratones inmuncs. Esto nos permitird
poder estudiar la cspecificidad de la respuesta inmune a Plasmodium en ratones inmuncs
carentes de células T CDa+.

La misma mectodologia de producclén ¥y purificacion se podri aplicar al hibridoma YTS 169
que v ala bpob i6n celular de linfocitos T CD8+, para producir ¥y tratar a
ani les i a Pl 4i. con ¢l fin de estudiar su participacion en el mantenimiento
y especificidad de la respuesta inmunc.

Las técnicas de Jerne y Dresser permitieron evaluar la disminucién cn la cooperacion de las
células T con las células B, para la formacién de Anticucrpos en los ratones inmunes
tr jos con ¢! anti po 1 I anti-CD4. Lo antcrior es una prucba funcional de la
eficacia del tratamiento in vivo con cl anticuerpo YTS 191.1.
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PREPARACION DE SOLUCIONES.

Solucién de Alsever:

* Dextrosa 2050 g
* Citrato de sodjo dihidratado 8.00 &
* Acido citrico monohidratado 055 g
* Cloruro de sodio 420
+ Apgua destilada 1000.0 mi

Se utiliza como medio para mantencer la sangre de carncro.
Esterilizar en autoclave a 10lb por 15 minutos. La

Estd solucidén tiene un pH final de 6.1.
sangre de carnero se recibe en esta solucién en proporcion 1:1 y se deja durante una semana cn

x
el refrigerador antes de usarse para que se cstabilicen las células, ademds que no debera de
de su recol i6

usarse § fas cuatro

] Sali de Fosf; (FPBS 0.15M).

= Cloruro de sodio 800¢
= Cioruro de¢ potasio 020¢g
= Fosfato de sodio dibasico (Na,HPO, Anh.) 115
+» Fosfato de potasio monobisico (KH,PO,) 0.07g

Se disuelven en 1000 ml de agua destilada ajustando a pH 7.2,

Solucién Salina (0.85%%).
Es una solucidn salina isoténica. Pesar 8.5g de Cloruro de sodio y disolver en un litro de agua

destilada.

S i6n dc Eritr de earncro (EC).

rvados en solucion de Alsever) durante

ion de EC (

e Centrifugar a 2500 RPM la

S minutos.
Lavar 2 o 3 vecees el botdn celular obtenido con solucion salina fisioldgica.
i ién d 1

Ajustar volumen a volumen en solucion salina fisiolégica a la

s4

A e b e o4 Bt st st A et e .



Mecdio Minimo Escencial (MEM).

Disolver 0.96g del medio en 100 mi de agua destilada, se ajusta ¢l pH a 7.2 con bicarbonato de
sodio hasta lograr un color salmén.

Esterilizar por filtracién en membrana millipore.

Solucién saturada de sulfato de amonio (SAS).

« Sulfato de amonio 761 g
* Agua destilada 1000 mi

Disolver en la parrilla de agitacion poco a poco. Almacenar en un frasco tapado y a
temperatura ambiente.

Amortiguador de li

Disolver en 800 ml de agua desionizada los sigui compc
* Cloruro dc amonio (NH,CI) 8.29 g

= Bicarbonato de potasio (KHCO,) 1.00g

* Na, EDTA 37.20 mg

Ajustar ¢! pH a 7.2-7.4 con HC! IN y aforar con agua a 1000 ml.

PBS-NaN,
= Arzida de sodio (NaN,) 1.00 g
*» Solucién de PBS 1X 1000 ml

PBS-NaN, al 1% dec Albumina

* Albumina bovina 1.00g
* Solucién dc PBS-NaN, 100 mi
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SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS:

Acrilamida 40%:

* Acrilamida

aw0g
* Agua desionizada 100 ml
Debido a que ¢s necurotdxica se 1 ienda usar g cuando sc trabaje con ella, hay que

evitar un agilamiento vigoroso al disolver yn quc pucde crear acrosoles Qque causarian dafo si
se inhalan, Sc debe almacenar en un frasco color Ambar a 4°C.

N, N’- mctilen-bis-acrilamida 2%:

= N, N'. metilen-bis-acrilamida 2%: 20g
« Agua desionizada 100 ml

Aunque hay pocos datos que indican una posible toxicidad de bisacrilamina, ¢s recomendable
mancjarse con precaucion. Almacenar en un frasco color ambar a 4°C

Tris.

Hacer los calculos para 1a coneentracién descada, pesar y disolver en agua desionizada, el pti
de la solucién debe ser ajustado con HCL

Duodecil sulfato de sodio (SDS) 10%:

Duodecil sulfato de sodio

10g
Agua desionizada 100 mi
Almacenar a tcmperatura ambiente.
Persulfato dec amonio (APS) 10%:
Persulfato de amonio O.1g
Agua desionizada 1.0ml

Almacenarla a 4°C. El APS descompone ripidamente por 1o que debe prepararsc en ¢l

momento que sc¢ va a utilizar. Por lo que sc rccom-cnda dispensar ¢l APS sélido en tubos
cppendoff seccos, para que sea diluido con agua desi ia al m >
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Regulador de tratamiento para la muestra 2X

Tris 1.5M pH 6.8
Duoderil sulfato de sodio

Glicerol
Azul de bromofenol 1%
B-Mercaptoctanol

Aforar a 50 ml con agua desionizada.

fora de corri

Solucién amor

Tris 2M pH 8.3
SDS 10%

Aforar a 1000 ml con agua desionizada.

Solucion decolorante:

Metanol
Acido acético
Agua desionizada

25 ml
20g

10m!}
0.1 mi}
5.0mi

65 ml
20 ml

200 mi
100 ml!
700 ml
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