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INTRODUCCION 

El paludismo es una enfermedad c.:.1usada por un parásito proto:l'..oariu del género 
I'/asmodiurn. se transmite al hon1bre por la picadur.:.1 de la hembra del mosquito Anophclcs. 
En los huCspcdes vcncbrndos P/uJ;mod111nr .~p tiene un ciclo de vida complejo. que 
involucra varios estadios de diferenciación. tanto en su n1od(>logia como en su 
antigcnicidad. El ciclo de vida incluye cst;uJins cxtracclularcs dcnonlinados csporo;roitos y 
n1crozoitos. estas fonnas inv•1dcn hcpatrn.:itos y critro<.:ilos n:~pcctivarncntc~ a.">í como 
también incluye formas intracelulares que inv.:.u.J..::n célula.."i del parCm.¡uirna hepático y 
crit..-ocitos (L;111ghon1e. 1994). Cada csporo.toito puede gcncr<rr 20,000 o más n1cro7.oitos 
que se liberan de los hcpatocitos infectado~. para intruduc1r!.e en los eritrocitos (\Vaync. 
1988) 

Cada fase de su ciclo de vida cxprc!-.a un gran núrncro de antigenos. los cuales sun c:1paces 
de estimular diversa!-. respuestas en el si!-.tcn1¡1 11un11ne. 1\.lguna!-. de cst<1s rcspuc~t;is son 
1n1portantcs en el <lc!-.•trrollo de prolección. rnicnlras que otr.1s est.:in 1n ... olucrada'i en la 
patologia. La i111nun1<la<l a paludisrno se cstahlccc h•tJO corh.Jll:1oncs naluralc<i <le forma rnuy 
lenta, requiere de repetidas infecciones. lle"ª .:u)<lS dcsarn1ll~1rla y puede 110 ~cr absoluta yJ 
que la paras1tcn1ia pcrs1:"-tc en .ausencia de cnft.•nncdad clin1ca. I<• 4uc ~e tra<lucc cuino 
fuente potencial <le tr•111sn1isiún (Lcgorrcta-1 lcrrcra. et al.. 1 '>'J4) 

l loy en día el paludismo es una cnfern1eJaJ arnpliamente extendida. El nUrnero <le caso:-. 
anuales varia de 150 a 300 nlilloncs. Se han hecho intentos para err;.idicar el paludismo por 
medio de insecticida.'.'> y drogas antiparasitarias. al principio tuvieron éxito. pero el paroisito 
des.arrolló mccani:-.rnos de resistencia a las drogas y el vector dcsarrollú resistencia al DDT. 
Estos sucesos condujeron a un aumento en l.:1 investigación en lnn1unologia del paludisn'lo. 
(Pcrlmann. 1988. Weidanó"~- et al.. 1990). 

Se han realizado avances en el estudio de la inducción. rcgulaciUn y mantenimiento de 
mecanisn'los inmunes hacia J>humudiurn Observándose que la inmunidad contra paludis1no 
involucra respuestas tanto celulares como humorales (Doolan. Beck y Good. 1994 ). Las 
células T juegan un papel importante ya que intcrJctUan con las células l1 parJ la 
fonnaciún de .anticuerpos, en el primer grupo de cClulas se encuentran dos subpoblacioncs 
celulares que son las células T coopcr.:idoras (CD4·t) y las células T citotóxicas (CDS+) 
las cuales nlediante la producción de citocinas o bien de fonna directa inducen en el 
huC:spcd respuestas inmunes con actividad antiparasitaria (Weidan7..., Melancon y Cavacini 
1990). 



Este trabajo forma parte de otro de mayor nusgnitud en donde se pretende estudiar la 
participación de las células CD4 + y células CDS+ en la especificidad de la respuesta 
inmune n paludismo. Una fonna de evaluar la participación de las subpoblttciones celulares 
CD4+ y CDS+ es por medio de selección negativa. Esto cs. clitninnrlas in vivo y observar 
las modificaciones de la respuesta inmunológica consecuencia de cstn eliminación. 

El objetivo principal de csla tesis es In climinnciün in ''i\.'o de la subpoblnción de células T 
CD4• mediante el uso del anticuerpo monoclonal anti-C04+ (YTS191.1) nsi como 
verificar la eficiencia de la eliminación de las células in vivo por In técnica de Jeme y por 
nuorocitometria de flujo. 
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11 

FUNDAMENTACION DEL TEMA 

l. EL SISTF..J\.IA INJ\.1UNE: 

El cuerpo humano libr..t un combate: constante e impc:rccptible contr..t microorganismos 
invasores. La batalla es dirigida por el sistema inmune. capaz de eliminar virtualmente 
cualquier invasor sin afectar a los tejidos del propio cuerpt_'t. Los principales defensores son 
los linfocitos B mcdi;mtc la producción de anticuerpos que son molCculas hifuncionalcs que 
se unen de rnancra especifica al antígeno e inician una gan1a de fcnórncnos secundarios 
como la fijación de complemento. Participan también 1o1s cClulas T rcforr..ando la actividad 
de los linfocitos B y potenciándola con una segunda respuesta dclCnsiva. (Grey, Scttc, 
Buus, 1990. Stites et al.. 1991 ). 

Una de las forn1as en las que se puede iniciar la respuesta 1n111unc es cuando el receptor de 
una célula B rc..:onocc a un dctcrn11nante antigCnicu de un antigcno, lo cual imJucc b 
activación del linfocito B quien se transform01 en célul.1 pla~n1;'llica. EMas células 
plas1náticas producen anticuerpos con especificidad paro1 el dctcrn1inantc rc1.:onocido 
primero por el rcccplor original que lleva el linfocito B. Todos los anticuerpos producidos 
por las células pcrtenecienies a la misn1a clona tienen la n1i!-.ni.1 cstn1ctura quin11ca. Un 
antígeno posee un gran nümcro de determinantes. y el huCspcd responde produciendo 
diferentes anticuerpos contra los diversos dctcrn1inan1cs. una respuesta de nnt1cucrpo 
policlonal. (Grey. Sene y Buus. 1990; llandbook 19'J..1.). 

Las células B son capaces por si solas, de llevar a cabo el rcconocin1iento. interaccionando 
sin intermediarios, con los antigcnos. Sin embargo las células T solo pueden responder al 
antigcno cuando una cClula accesoria lo presenta, a estas cClulas se les dcnon1ina cClulas 
presentadoras de antígeno (CPA). entre las cuales cabe señalar a los n1acrófagos. células 
dendríticas (células especializadas que se encuentran en los nódulos lint:.-i.ticos y en el bazo) 
y las propias células B. Después que el linfocito T interacciona con el antígeno, se activa y 
ejerce sus funciones de célula citotóxica o de célula cooperadora. para lo cual secreta 
sustancias que 1novilizan a las otras cClulas estimulando por ejemplo la maduración de las 
células O. usi n1ismo la producción de anticuerpos (Grey, Scttc y Buus, 1990). 



ESTRUCTUH.A Y CLASIFICACION DE LAS INJ\.IUNOGLOHULINAS. 

Los nnticuerpos se encuentran en Ja fr:u:ciún glohulinic.1 dc las prutc:irHIS que circulan en Ja 
sangre y se dcnmninan in111unoghlbulinas. constituyen junto con el con1plcmcnto Ja sección 
humonil del sistema inmune (Sikora y .SmeJJcy. 1 986) 

Todas las inn1unoglohulinas indcpcndu:urcmt:nh: de su cspec1ticiJad. IÍcnen una estructura 
comün de 4 cadena:; polipcptfdicas- ~ cadcna.s pt:!'i...t'-fas (11). con grupos Je oligosac.:i.ridos 
covnlentemcntc unidos y ~ c;1dcnas l1gcr.1.'> no gli<:osiladas (l.). J..;1s C<uJcnas pesadas están 
unidas entre si por cnl.:1ccs disulfuros. l.a ca.Jcna ligera t.:.1n1hiCn ~e encuentra unida por 
enlaces Jisulíurus a un;.1 c.adcn.;1 pc~.:1d.:1_ (Ft!!ura J) l fay do<> tipo" de c;1den.:1s ligeras • ...: y} .. 
Las moléculas irn.Jiv1du.:1Jcs de an11cuerpos ptJt.•Jcn C(llller11..·r r.:.:ulcnas t.: ú }. pero nunca 
nmbas. (Stilcs. 1991 ~- Ahh•1s. 1995) 

Fii:uru l. Estructura b.:isica de unil inrnunoglobulina. 
(M.anson. 1992) 

Las inmunoglobulinas pueden dividirse en 5 clases de acuerdo a su cadena J J; lgG (y). JgA 
(a). JgM (µ). JgD ('5) e JgE (e). Anticuerpos de clase G. O y E son de tipo monomé..-ico 
HJL1 • La JgA en suero es principalmente monomérica. pero en secreciones se encuentra 



como un dimcro unido por In pieza secretora y In cudena J. (11 1L 1 )-SC-J-(Jl 1 L 1 ) L:t lgM está 
compuesta por 5 unido1dcs rnonornéricas (l 11 L 1 ) 1 (1 lam.Jbook 1994). 

Las inmunoglobulinas de ratones se pueden agntpur como en los humanos. en 5 clases lgG. 
lgA. lg~t. lgO e lgE, de acuerdo a sus con1poncntcs de cadenas pcs.ildas l .as cadenas 
ligeras t.an1bién son de tipo ~ u J •. L;as lg(i de ratón pueden '.'i.Cr suh<lividídu!i. en 4 !>uhclasc!> 
lgG 1 , lgC1 1 •• lgCi:t> C' JgG1o Je acuerdo a su'> C'-.ln1poncntcs de la c:1dcna pc!>ada (gan1ma).La.'i 
cadenas pcs;:idas Je estois innn1noglobulanas ücncn vinualn1cntc el rnisrno 1an1ai'\u molecular 
y muy !'intilar corrirnicntl• clcctroforClico. pero sus secuencias de arnino:icidos son 
considerablemente difcrcntcs La tahla 1 1nuestra ~dgunas prop1cc.J;:u.Jc~ fi'>ico-quin1ic.as y 
biológicas de innHmoglohulinas de ratón (l landho-.iJ.. 19•).¡). 

.... cadrna 11 cadrna L es P.M • Pl\.t de 11 CllO'"!ll. ('Yo) 

.1:~!·. 
y K.). 7S 150 ººº 50 000 2-J 

Y!~ ~.;;. 7S 150 000 50 000 2-J 
lgG:t- Y~t- ~.). 7S 150 000 so 000 2-J 
JgG, y, K,;.. 7S 150 000 50 000 2-J 
lgl\1 " ~.). 19S 900 000 HO 000 12 

::~ 
~.;.. 

-~- 170 000 70 ººº 7-_-1_1 __ ,, l\::,;.. 7S 180 000 
68 ººº 12-1·1 

lgE ~.;;. HS 190 000 RO 000 I~ 
lg.- lnn1unoglubulin.1 PM- l't;"._n Mnlco.;ular 
11 .. Cadena pc~rJ.1 Cfl<l"s ("arhoh1dralo~ 

t.- C.:1dcnJ hgcra pi . punto 1o;oclcie1r11;0 
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Los linfocitos exprcs..-in un gran núincro de dif'ercntes rnolécula.'i en su superficie. Algunas 
de estas moléculas aparecen en determinados estm.Jios de Ja difcrcnciacibn o activación 
celulares, durJnlc breves periodos de tiempo. 1nicntrns que otras son carnctcdsticas de 
distintas lineas celulares. Las moléculas que pueden utilizarse ~ra identificar a las 
poblaciones celulares reciben el nombre de marcadores y en muchas de ellas esta 
identificación se puede realizar mediante anlicuerpos monoclonales especificas. Se ha 
desarrollado una non1cnclatura para estas moléculas de la superficie celular mcdiance el 
sistema CD (designación de agrupamientos; del inglés Cluster Designalion). en el que los 
marcadores se enumeran como COI. CD2. etc. (Roiu, 1994). 



Ln madurnci6n del linfocito T en tinlo, se acompana de: unn serie compleja de cambios en 
su fenotipo. el primer marcador que nparccc sobre su superficie es el CD2 (receptor para los 
eritrocitos de carnero). aparece un rcarn:g.1o de 105 genes TCR (receptor de la cé:lula n. 
posteriormente aparece c:1 receptor CDJ, éste marcador ;:11 igual que et CD2, lo poseen todos 
los linfocitos. ToJavia en ti1no. le ::tparcccn los marcadores CDI. CD4 y CDS. Los 
linfocitos se cnractcri;1.nn de acuerdo a los rnau.:adurcs de superficie. El linfocito T 
citotóxico expresa CDH. micntrn..."i que los 1infocito.., T cooperadores expresan CI.>4. Dentro 
Je las funciones de la respuesta innnine mcdi:ula por linfocitos T. están: Las respuestas 
efectoras nntfgcno-espccificns. y )as rcspuesta"l. llue regulan la actividad <le otros linfocitos. 
mediante la secreción de linfocinas. Dentro de l;is funciones efectoras estftn: la citotuxiddad 
mediad:. por células. la inmunidad mediada por cc!lulas T y B. y la secreción de linfocinas 
potentes. por ejemplo, i111erfer6n-gamma e intcrlcuc.=111as CSmith D. L. et ol .. 1992). 

-1. PA .. EL 1>•: LAS CELlJLAS T EN .. Al.lll>IS;\10. 

Lns células T parecen jugar un papel itnportoll\te en 1nontar una tc!-opucsta innlunc contra 
paludismo ya que involucran Jos mccanisn1os pnncipulc!> con10 son la rcgulaciún en la 
fonnación de anticuerpos y l.1 inducción Uc una rc">pucsta de tipo cclu1ar. Con estos 
mecanismos se induce y se mantiene la in111unid.:1d. después de una exposición inicial. 
reflejando una memoria a largo periodo. (Trllyc-lllllll"ll"H.:rg f\1. 19')4~ 1-anghornc J. 199.\). 

Se ha establecido que el des.arrollo de una innn1n1c..hu..I contra c~ta infección es tin10 
dependiente. los eventos que lo conlirn"l•tn son: a) 1.os ;1nin1ales deficiente!"> de cClula.."i ·1· son 
incapaces de responder efectivanlcntc contrn Pla.'ómoJuim. b) El dc!'>atrollo de 1nnu1nidad 
protectora esta asoda<la con la activación de células T por células presentadoras de antigcno 
y e) las célula.e¡ T de animales in1nuncs a p;iludisnlo translicrcn t.al inn1unidad a ani1naks 
receptores no inmunes. Intervienen principalmente las pohlacioncs celulares CD.\+- y COR-+-. 
De las cuales s.c desconoce de que fonna participan en la cspcdficidac..I de la respuesta 
inmune (Wei<lanz W. y Long l9R8~ Troye-1\lmnOCrg • ._.,al. 199-1). 

4.1. Papel de las cClula~ CD4+ 

Los linfocitos T tipo CD-l+ forman el subgrupo dcnuminado células cooperadoras debido a 
su capacidad para incrementar las respuestas de las cc!lulas By anlplificar las respuestas que 
las células T CDS+ llevan a c.."'tbo. Los linfocitos T CD4 t- p<.U lo general reconocen 
antígenos pcptidicos que están unidos a las moléculas clase 11 del MllC (Complejo 
principal de histocompatibilidad) presente en la superficie de una célula presentadora de 
antígeno (Godfrcy ll. M. y Zlolnik A .• 1993). 
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En paludismo. lns células CD4+ son t.le vital importancia para el desarrollo de inmunidad en 
la etapa eriuocitic.a, esto se ha demostrado tanto en rnoJdos experimentales anímales como 
en humanos (Troye-IJJombcrg. ~I al. J 994). La.'i células C04+ comprenden dos lipos de 
células funcionales, que se clasifican con base en su producción de cilocínas en: células 
Tfl, y células TJI,. El balance entre cslas dos subpoblacioncs es importante para clin1inar 
la infección (L;mghornc. 1994~ Taylor-Robinson. l<J<JS). 

Después de la exposición al antigeno en un contexto de moléculas cJasc 11 del :\.flfC. J.1s. 
células T CD4+ se activan y proJifcraJI, proJuc1cndo dafcn:ntes citocina'i. El patrón de 
citocinas que producen est.as células pcnnitc hacer un~• diferenciación entre do~ 
subpoblacioncs: Las células TI f, producen: lntcrleucina-2 (IL-2) • Jnlcrfcrón-gamma (IFN
y) y LinfolOxina-aJfa (LT-a tamhién conocida como "JNF-íU. ~fientr.as que las cCJulas TI f_. 
producen JL--1. 11.-5. IL-6, IL-<>. JL-10 e IL-J 3. Las citocinas producidas por fas células 
TI 11 cslán involucradas en reacciones inflamatori.as y a su vez estirnulan a los macróf'agos 
conio cCJuJas presentadoras de: antig,enos. Las citoc1na..'i de TJ 11 csuin relacionadas con el 
factor de crecimiento y en la diferenciación de células B, por Jo que im.Jucen la producción 
de anticuerpos. Por otro lado algunas citocinas secretadas por TI J, y TI JJ pueden llevar a 
cabo un efecto n1utuarncnte inhihitorio. corno sucede con c:J IFN-y producido por Tll 1 que 
inhib< Ja función de IL.-·' producida por TI 11 asi como t.arnh1én las cCluJas TI 11 y las células 
B que producen JL-10 cirocma que inh1hc al IFN-y prtlducido por Tll 1 cr...lcding, ) 
Langhornc. 19'll ~ 1\.fossm:.111 y Sad. 1996). 

Las citoc1n.'ls son unport;uues en ht respuesta inn1unc..· contra el palu.J1s1110. (Fig. 2) por 
ejemplo la presencia de lnlcrleucina-12 (Jl.-12) activa <1 cClulas TI 1, las 4uc .a su \.·ez activan 
otras cdulas C'-Htlo n1ac:rúfogos capaces de cJinlinar al par .. islfo. Por otro lado Ja presencia <le 
JL-4 activa it cCJulas Tll1 y estas a su ve.e producen factores de diferenciación ) 
proliferación para Jos linfocitos B que son impc .. rl<.antes para el control y clin1in:1ción del 
parásito al fin¡1I <le la infección. puesto que producen anticuerpos espccificos conlra el 
parásito (Von-Dc:r-Wcid. et a/. 199.:?;. Langhorne. J '>94). 

La interacción que existe entre las células CD4 t- TI 11 y los linf'ocilos B se estudió en 
ratones SCID (ratones con inmunodeficienciu severa combinada) a quienes se Jes 
lransfiricron células T CD4º inmunes y se observó que estas cCJula.s prolegian a Jos ratones. 
es decir eran capaces de controlar la infección, sin embargo. cuando se les lransfiricron 
celula.s CD4 +- y células B de Jos raroncs fueron capaces de eliminar a Jos parásitos (Mcding 
y Langhornc. J 991 ). 

Por otro lado. el ó:oc1do ni1rico (NO) juega un papel significante en una parnsilcmia primaria 
de paJudisn10. pero no en una parasilemia recrudccente. El NO involucrado puede esrnr 
regulado por Tfl, con Ja secreción de JFN-y, el cual activa n1acrófagos para producir 
cantidades grandes de NO que matan a Jos parásitos directamente. TI 11 secreta JL-4 que 
coopera con cClulas B para producción de anticuerpos específicos JgG 1 (Taylor-Robinson. 
et al. J 993 ). 
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Figura 2. Regulación de los mecanismos inruunc-. h~1cm palm.J1 .. mo 
(Taylor-Robinson, el aL l 9Q] ). 

4.2 P•pcl de las células T CDS+. 

Las células T CDSº regulan la mayoría de la citotoxicidad especifica par..1 el antigcno, 
poseen la capacidad para matar otras células infectadas por par..isitos (intracelulares) o por 
virus. Reconocen Jos antígenos pcptidicos unidos a las mo!Cculas clase 1 del t'v1HC sobre la 
superficie de la cClula blanco. Como cclnsccuencia de esa interacción se activan y liberan 
linfocinas (como IL-2 e lFN-y), que pueden incrementar las respuestas inn1unitarias de 
otros linfocitos T y B. (Kabelitz. et al. 1988; Go<lfrey • el <1/. 1993 ). 

En el caso de la infección con Plasmodium. las cClulas COH' se acti ... .:in y ejercen una 
actividad citotóxica. adem;ls de liberar citocinas. amplificando de Csta forma la función de 
las células CD4" en la activución de mecanismos efectores antiparasitarios (WeiJanz. 
Mclancon·Kaplan y Cavacini. 1990). No obstante su participación en estadios eritrocíticos 
no se ha demostrado claramente. se sugiere que las células CDS" en paludismo no son 
requeridas para suprimir la infección eritrocitica. esto debido a que los eritrocitos humanos 
poseen moléculas MHC clase 1 en cantidades muy bajos (rcticulocitos) por lo que seria 
dificil el reconocimiento del antígeno por CDS" (Van Der lleid. el al. 1993. Troye
Blombcrg. 1994). 

A nivel hepático las células T citotóxicas CDS" actüan limitando el desarrollo de 
csporozoitos por lo que se cree que estas cClulas tienen funciones importantes contra 



estadios prc:-C'rilrocilicos (Rodrlgucz c-r al. 1991). Se ha observado que IFN-y e IL-6 actUnn 
en la infección hepática. <lirectamcnlc o como resultado de una cn5Cada de eventos. 
restringidos por MllC y células T citotóxicus, J"K."l·r lo que se sugiere que las células cos· 
pudieran inducir protección inmune en contra del estado prc-critrocitico (J\,1uzicr D .• 1990. 
Scguin-MC. ,., '11. J 9Q4 ). 

5. ANTICUEH.POS :\1<.lNOCLONALl<:S. 

Los i\.nt1cucr¡x1s ~1onoclonales (Z\.IAbs) son anlicucrpos cun una especificidad definid.a y 
predecible. Son con1plctanu~ntc homogéneos quin1ica, 11~1ca e inn1unolúg1camente. i\si 
n1isn1n no se dilCn:nc1an estructuralmente de otros anticuerpos que se encuentran bajo 
condiciones naturales. Ln propiedad que hace l111icu~ a Jos MAbs es que tudas l•lS n1nléculas 
de una preparación cu.;1lquicr<1 Sl>n idCntu.:as. Su rc-acci1"n1 cun un antígeno definido debe ser 
cxactarnente la rni~ma todas )as veces. Es precísan1cnlc ést.a constancia en su pn.·paraciún y 
en efecto. lo que los hace ser tan ln1lcs (Sikora y Snu:dlcy. 1 '>H6; l l;1ndhook J lJ'M; Stitcs. 
1991) 

Para obtener en el l.:1boratorio una cant1th1d ilimitada de un anticucrpo definido contra un 
antigcno. se necesita el aislanuento y Ja inn1or1.;1(1.1· .... u..:1ún de la clona de linfncitos B de un 
animal productora de anticuerpos. Dicha clona prnJri~1 ser aislada y crecer tn \Ntro. rncdiante 
cultivo celular De esta fllrma. los linfocitos B clun.1do::. continuarian produciendo el 
.anticuerpo 4Pe podri;1 ohtcncr!'-c del l1111do ~ohrcn.:1d.;ultc que cubre 1.1-.. cClul..is dr..• cultJ\.l) 

Un inconveniente es que l;1s cClula"i pro<luchiras de .:u11icucrpos tienen una .. -ida curt;.i 
cuando son cuhivadas '" ntro; Sin en1h.01rgo un tapo de célula que podía cultivarse 
foicilmcrHc es el de una cnfcrrncdad n1aligna de los linfoc1tus B, conocida corno rniclon1a o 
plasrnacitoma. las cuales tienen la capacidad de reproducirse indefinidamente. En 1975, 
Kohlcr y f\..-tilstein describieron que las células productoras de anticuerpos pueden ser 
inrnortali7..adas fusionandolas con lineas celulares del 111icloma. Cu.ando el proceso de fusión 
es completo se estahlece una colonia o una clona ai~lada de ct!lulas hijas que se conocen 
como hibridomas que han heredado algunas car;:ictcristic<Js de ambos progenitores, estas 
cClulas producen un anticuerpo el cual se conoce corno anticuerpo n1onoclonal (Sikora y 
Smcdley. 1986~ Coligan. et al. 1992). 

5.1. Obtención de anticuerpos monoclonales. 

Para detenninar que linfocito va a ser inn1ortah/..ado, se inmuni;.o-... a a un animal de 
experimentación por inyección del antigeno de interés. el sistema inmune del ratón pone a 
funcionar los linfocitos l3 capaces de producir anticuerpos que reconocen al antigeno 
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ulili7..ac.lo en la prueba. Después se sacrifica al animal y de su bazo se obtienen los 
linfocitos que se utiliznr-án en el proceso de fusión con la línea del micloma. De esta 
nlnncra es "'ºY probable que muchos Je lus linfocill'ts fusionados e~tuviesen ~ccrct&1ndo 
anticuerpo contra el nntigeno Je inten!s ( Catty. 1 '>K9) 

La selección Je los hibridomas productores del antii;ucrpo es de acuerdo a <los propiedades: 
1) falta de produ¡,;ción o de secreción de in111unoglobulinas y 2) carcn1.:Í•1 <le actividad <le la 
hipoxantina guanin:.1 fosforril"K-,sil transfcr;:L,;:1 (llGPRT). l.••~ c..:élulas se fu!>ionan por 
c'posición r:ipida al polictilcnglictll, pennanccu:ndo en el cultivo tres poblaciones 
celulares: cClulas B. cClulas de m1clnn1a e hihridos. l «L'> cl!lulas B mueren en fonn<1 natural. 
ya que tern1ina su ciclo de vida. al n1orir estas se intc ia la elección entre las cClulas de 
mielo1na y los hibridonla.°"• es por esto t¡uc se Ucva a caho d 1.:rel.'.lnuento en rnedio l IAT que 
contiene hipoxantina, arninoptcrina y 1in1idina. dchido .:1 ~¡ut: l;1s l.:é-lul:L'> de n1u:h.ln1a carecen 
de la enzima 1 IGPRT por lo que son scns1hlcs lct;:1ln1cntc a la ;:11n1nopterina la cual hloquca 
la vía Je síntesis de purinas de novo (Fig. 3). A difcTcncia de las l.:¿lul;:1s normales que no 
son scnsihlc:s a la anünoptcrina ya que pueden llevar a c~1ho la via de :..;:1lvan1entu utih:rando 
l IGPRT y tintidin;.i para la síntesis de purina-.. de c~t.1 manera 1.ts células del m1clomJ 
mueren y los hihridomas conlien.1'-tll a duplic.n~c cada 24~·\X hora~ y las cnlon1as ~e forman 
con rapi<lc:I'. (Stites et al. 1991 ~Coligan et al. t'>'J2~ i\.hha.;.. 1 fJ'J5) 

La producción de l\1Abs se puede lograr poT 2 111C1odos 111 nvo. 1ncdinnlc la fon11ac1ón de 
liquido de ascitis en ratones o ratas e 111 \'ltro. en donde l>L'> c¿lulas del hihndon1a se 
cultivan en un medio de crcci111icnto artificial 

Via de novo 

Fosforrihos11 pirofosfato 

Uridilato 

l 
AminoplcTina 

F ...... 3. V la de síntesis de purinas 
(Abbas. l 99S ). 
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/ 
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l 
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S.1.1. Pruducdón de anlicuerpo!i monoclonales in 1-•il•o 

b1 1-•hm. los hihridon1as produclorcs de Z\-1Abs se inyectan en la cavidad intntpcritoneal. de 
ratones o rJt.ns Jos cuales son previamcnle trutados con pristano (ácido 2.6.1O.l4-
tctrnn1cthildecanoico) o adyuvante incompleto de Frcun. que actúa corno irritante 
originando que los macrófogos y rnonocilo~ ~can n:clut:u..Jus derHru de la cavidad pcritoncal 
Los nutrientes !'ccretaJos por estas células proveen un buen .an1bicnle p:ua el cn:cirnienlo <le 
hibridon1as en ~uspcnsi'-'in (~t.1nsun, 199:?) Después de 1 a 3 semanas se inycct,an los 
hibridonla!'i lus cu;ilcs cm~...-..arán a crecer rápidamente. Los 1'.1Ab.,, son o,;ccrctados en d 
liquido de ascitis. E~tc n1Ctodt" tiene corno ventaja. que Jos ~f.Ahs producidos 1n vivo son 
n1ás concentrados ( 1- J 5 mg!rnl ;L-;citis). ~in cn1hargu el liquido de ascitis l.'lmtien..: nu1cho<, 
contanunantcs. incluyendo ... llras proleinas. lipidos y dcbritn!'> cc..·lulares Las otra~ proleínao,; 
presentes son el n1ayl'lr prnh)ern.1 entre ést.as se enc.:ucntran lo.1 albUrn1n:i, lransti:rnn;.1 e 
inmunoglobulinas Est1l~ tres c.:ontarn1n.:1ntcs pl;:1ntcan Ir-es dilCrcntes prvhlcrnao,; de 
scparactt'in: ¡1lbún11no.1, dehidu a ~u ahundancia, tr;:1nsfcnna. dchido ;1 la sinlifltud de ~u~ 
caractcrisucas de carga a rnuchns de los I\1,.\hs y la!'> 1nrnunoglt,hulina!'> pre~cntcs. dehido a 
que presentan prop1cJades !>Hnilo.ires a los ~f.Ahs p,,r (ltro l;:1do tan1h1én c..·s la prescnciJ de 
cn.t.irnas pro1coli1icas, las cuales ptu:dcn causar dai'los al pruducto fino.11 l~sta:<> dc~"\:cnt;.1ja:.. 

con1binada~ c.:on la cons1deraciún étic;1 <lcl u~o de an11nafc,, ha c..:011duc..:1do en lus reciente:.; 
años a llllJ considerabl..: d1sn11nución en el U~•> de c.,lól n1eto...Jologia (1 Jarlo .. v {)e, Lanc 
1988~ Colig;1n. et.al 199:?; llandhnuk 1994) 

5.1.2. Proc.Jucciún e.Je anticuerpo" rnnnoclonul<'":oi> ;,, 1•itr11 

In 1·11ro. las cClulas del h1hr1don101 se cultivan en un n1eú10 de erecim1cnto anrfieial, los 
I\fAhs se secretan en el so!-lrcno1<lan1c del culti..-o celular. Cornparados con lus producidos ..:n 
el liquido de ascitis. los :-..1.t\hs prnducido~ por cultivo celular son rcla11van1cntc diluidos 
(0.01-0.5 n1g/Jnl de sobrenadante). Los rncdios n1as con1úrunente usados son D!\1E~1 

(l\.1cdio 1'.-1imn10 Esencial de Dulhccco) y RPl\.11 1640. Lo~ l\.1Ahs pro.Jucidos por cul11 .. o 
celular cst;in contanlinadus por otras proteinas prcscnles en el rncdio ya que la n1ayorfo de 
células de nlan1ifcros son cuhivadas con suplementos de suero felaf y¡1 sea de carnero. 
caballo o bovino. la can1iúad de suero en el medio de crecimiento liene un in1paclo 
principal sohrc la conccn1ración de vurias protcinas (ej. tabla 2). flay medios. que se 
encuentran libres de suero evitando así la prcsenci;:1 de algunas proteínas. sin cn1bargo el 
medio libre de suero contiene normalmente suplcn1entos de albún1ina esencial y 
lransferrina. Siendo entonces los contaminantes producidos por esté rnétodo de producción 
de MAbs: albúmina y transfcrrina, que también se encuentran en el caso de cultivos 
suplcn1entados con suero solo que en estos aden1ás se encuentra lgG bovin;1, de caballo o de 
carnero (según el suero fct¡1J utili;r..ado) que puede ser ren1ovida pasando el sobrenadante por 
una c0Jun1m.1 de proteína G-sepharosa. Algunos medios se suplctncntan con antibióticos. los 
más empleados son: penicilina. estreptomicina o gcntmnicina (l landbook 1994; Coligan et 
al. 1992) 
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Proleina Pl'-l ll 10..,. pi Conc:. de sucru de carnero 
1°/o 0.1% 

Albúmina 69 4.'J 2xlü 400 40 
r1·ransícrrina 76 5.2. 5.5 150 30 
a 1·1ipoprotcina 195 150 30 

"l'abla ~- Con..:cn1rac1Ctn Cl1 µg/rnl de .1lguna.._ prolc1n.1._ Cll '>uhre11ad.1nle .1 'l..u1a·. <.:an11d.utc .. de 
suplcnu.~1110-. de suero (l landboul.... l Q•J.I) 

El cultivo Je hihridom;1s es rclaliv:uncnle ~enc1llo ya que igual quc otra~ ..:clula~ ltnfuidc .... 
no se adhieren ;11 pláslii:o o vidrio y pnr 1;1nln pueden tran:.ferirsc i;on pipeta~ F~to e~ 

imponantc dchido a que. cuando la cnnccntraciún de células llega ;1 ¡1pru,i111•1darnenlc 1 O" 
células. hay que lran~fcrir los hibridornas a un n1ed10 frc ... ...:o (pueden dilu1r .. c 1 10 ú 1 ·20 
con medio frcsi:o). Nunca Jchcr;in llegar a un nlunern cleva1 .. h1 de crec11n1ento y;1 que se 
incren1enta la proh•1bilidad de un can1h10 fenotípico orig1nan<lo 1nucrtc t.:elular La~; células 
pueden contarse i;n cún1•.u·;:1 de Neuh;nu:r. aunque. con experiencia -.e puede cnnocc.:r el 
ticrnpo correcto para pas.ul;.ls a n1cditl frc·~co ot't-.crvandu su ;.1p.u1c111:1a) el l..olor del 1ncdio 
También la ohscrvac1ún di.' Cst."1.s l..'fl un 1nícro:-...:op1n invertid~'. ya que nunca ~e dchc.: 
pcrn1it1r que las n1e111br;.1n•1s plas1nflticas lleguen a gr;1nul;.ir:<.c. J.1:-. 1..·•.:lul.1~ ~;.in;1s 111..·ncn 
men1branas ltsas (Coligan et al. 1992~ l larlow y I..anc. l 9KX) 

6. PUlt.lFICACIÓN DE ANTICUEH.POS !\tONOCLONALES. 

Como guía para el proceso de la separ;ación de los .anticuerpos producidos h;1y que discutir 
dos principales factores: el uso descodo y la fuente de los f\.1Abs. El grado de purcl'...a 
requerida se determina p<.u el propósilo para el cual son requeridos los ?\.1Abs. Por cjen1plo. 
si la actividad biológica de estos anticuerpos es necesaria corno panc de algUn sistema 
largo, podría solo set necesario el liberar los MAbs preparados de a4ucllos contaminantes, 
los cuales interfieren en el ensayo. Por otro lado si los anticuerpos son para uso mCdico en 
humanos. estos deben estar clínicamente puros. libres de toxinas. pirógcnos y materia 
orgánica. en el caso que no sea necesaria extremada pureza. se podría requerir otro csquen1a 
de purificación. También puede darse el caso de que los anticuerpos se utilicen como 
reactivos y se almacenen por largos periodos. por lo que deben de liberarse de actividad 
proteolitica. o su inn1unoreactividad se puede perder por lo que las técnicas que se empican 
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para la purifieztción de los anticuerpos deseados son principalmente: precipitación salina. 
clarificación por centrifugación. diálisis y técnicas de cromatogr.ifia. La electroforesis 
puede ser usada Jurante el esquema de purificación para calcular la puren1 de el MAh 
después de cada paso crornntográfico y ;il linal del esqucrnn de purificación chccan<lo de 
este n10Jo el pnlductll fin~1I (l landllllOk. 19')·$). 

6.1. Pn .. ·cipilación con ~ulfalo t.Jc aninnio: 

Las protcinas en ~oluc1ón forn1an enlal..'.:cs con el agu.:1 quedando !'>US gnipos ionicos y 
polares expuestos. Cuando allas concentr<:u:iones Je sales cunlt1 el (NI f,) 1SO, ~on agregadas 
a una solución de prntcinas. las n1oléculas de agu.:1 que solvatan a la rnulCcula de anticuerpo 
son dcspl.:1.r..:1J.:1s por los iones sul1~1hl y anllHlio. que ade1n;is neutrali7....::in los grupos cargados 
de la prolcina. la cual llega a su punto 1s1._-.ch.~ctricu y precipita. Pnr otro lado las sale~ 
influyen en l;1 !.olubsli<lad de l;1s protein;\s en funciún de su fuer/..a iúnica. que constituye 
una mcdid;1 tanto de la conccntr;iciún ccu110 del nüntero de las couga!i elCctricas que existen 
entre los cationes y los aniones aportados por la sal '' rncdid•t que la fucr7a iónica 
nun1enta. la ~luhilldaJ de una protcino1 c;o1111cnz.a a Jis111inuir precipitan.Jo cor11plctan1cnte 
de su soluc1ún (l landbook 1 <)94. l.cninghcr 1')9J) 

Este es un phl..:cd1n1icnlo 1r1tptlrt;11\IC p;;1r;;1 l.1 -.cp;1ra..;iún .Je rne;clas t.le prt,lein.1s. ~.t que la:-. 
diferentes p1otcin;1s varían en su rc~pucst.a frente a !;1 conccntral..'.:1ún .Je sales. deh1do ;1 q11e 
la soluhili.Ja.J de loi!. espec11.:o.; de proteína~ .Jdicn:n .J..: m.:uerdo a su grado de hidrofoh1c1d;lll. 
por lo que se pu..:de pn:cipit.u sclcc11van11:nte fro1cc..::ionc~ e:-.pcciticas de la proteina <li!.uclta 
en la rnucstra. Lo'> .an11cuer¡Hl:-. d..: ralunes necesito1n 45-50~'0 <le ~;1turación. ()chu..10 .a que 
otros contpllncntc:-. del suero no prccipl1•1n en este rangn. 50°/o de saturación es un nivel 
conveniente: para u!..:irsc en muchas aplic<:tC1l1ncs. ( 1 larlO'~.., y Lanc. l <JRH. l lan.Jhook 1 q9.¡ ). 

Las proleinas precipitadas por sales retienen ~u actividad y confonnación nativa. pucJc:n 
disolverse <le nuevo. norn1ahncntc sin cxperin1cntar desnaturali.-....::ición en un an1ort1guador 
apropiado. La precipitación con sulfato de amonio es la más recomendada <lchido a que es 
altamente soluble en agua. lo que pcnnite alcan:l'..ar fuer;..as iUnu:as n1uy elevadas. asi con10 
también m.anlienc la estabilidad para algunas protcinas en solución. La técnica <la 
considerable .:nriquccimiento. ren1ovicndo arriba del 50°/o de el contenido <le protc:ina asi 
reduciendo la 111ayoria de los contanlinantes de la 1nucstra conto es el reducir el contenido 
de lípidos de la muestra. Una desventaja de precipitar con sulfato se amonio es que los 
anticuerpos pueden no ser puros ya que podrían contan1inarse con otras protcinas de peso 
molecular clcv<:1do; así como tamhién protcinas que son atrapadas en una precipitación con 
gran llnculaciún. Es por esto que cs101 técnic¡1 no es n1anejablc con10 un solo paso de 
purificación. pero puede ~er con1hinada con otros n1étodos si la pure.-.a del anticuerpo es 
necesario ((l larlnw y Lane. 1988; Lchninger. 1993; 1 landbook. 1994) .. 
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6.2. Cromalografia por annidad. Fe-especifica. 

Eslc tipo de croma1ografla ha sido una técnica lmdicional pani purificar anticuerpos 
monoclonales. en la cual la rnolécula u puri licar se absorbe especifica y revcrsiblcmcnlc a 
una substancia de unión complen1cn1aria (ligando) covalentcmcnlc pegada a una n1atriz que 
sirve como soporte, el residuo inncces .. ario se elimina por lavados con una solución 
amoniguadora y el an1icucrpo requerido se libera del ahsorbc:ntc al que está unido f><.">r 
afinidud. por disn1pción de los enlaces anligcno-anticuerpu al 1no<lificar el pll {figura 4) 
(llandbook 1994; Roiu. 1995). 

Es1a técnica se hasa en l;1 capacidad que po">ccn las proteim1s /\ y O de unirse no solo a 
anticuerpos de an1n1alcs que han sidtl inrnuni7.ados con prolcina /\ u proleina e;. sino 
tnnthien Je anirnalcs 4uc nunca hom sido c'pucstos a ese antígeno, Csto dchido a que hay 
una unión espcciti<.:a Je la porción Fe d1...· la lgG ({llarluw y Lanc. 1988; Cuhgan.1992. 
l landbool.. 1994 ). 

Absorbcnlc + 
Proteina G 

o-[ 

Mezcla de 
Antígenos 

b~ o 
o 

Absorción 
del i\g,. 

OA 
o 

. 1 Absorción del Ag 1 Lava<lo 
•·i¡:ura 4. Croma1o~ral1a por afinidad l·c·espccifica. 
(Roitt. 199·1) 

Ag 
purificado 

o 
o = 

lclución 

La proteina /\ y proteína G son encontradas en una fracción de la pared celular del 
Staphylococcus aureus y del strcptococo del grupo G respectivamente. l\r1 uchos anticuerpos 
de especies o subclases que no se unen bien a la proleína A. se unen bien a protcina G, lo 
cual. va a depender de la fucnlc de oblcnción y también del tipo de inmunoglobulina que se 
trate. La labia 3 resume la afinidad de Protcina G a varias fuentes de anticuerpos. (Coligan 
J .• 1992; Handbook 1994). 
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Eapecirs Afinidad por protelna A Afinidad por protcfna G 

t-lumano lgG 
Cabra lgG 
Cnbullo JgG tt-t-* 

Ruta lgG 1 

Rata lgU~. 
Rnta IgGTb 
Rata lgGi ... 
Ratón lgG 1 

Ratón lgG,. 
Ratón JgGi., 
Ratón Jgl_j, 

Tabla 3. Alin1dad hacia pn•tcina i\ I Co por vanno;; ;u1ticucrp·o~ 1nonoclnnalc'> 
(Coligan. 199:') 

7. CIT0:\1ETH.IA DE FLl 1.10. 

La c1ton1ctria e.Je HUJO es un mCtoc.Jo que pcnnítc rncd1r caractcrlsticas celulares tales como 
tamaño. volumen. pi l. ¡u.:tiv1c.J.HI cnzima1ic.t. contenido e.Je r\DN a travCs del marcaje Je 
partículas o célula~ con lluorocro1nus (Rn~c et al. 1 1>9~) 

Este mCtodo se caractcri;,.., por lól rap1dc.I'. !-' el núrncru de c.:Clulas c.¡uc se pueden anal.i:l" .... ar asi 
con10 1an1hiCn por su allo gr;uJn de confiahdic.fad y exactitud. se utili7..a cada ve/ n1.:is en 
n1cdicina y biologi.1. destac.mdo las pruebas inmunológicas (Rose et al. 1 CJ<J::! ). Una 
n1c<lición que puci.Je hacer la citon1etria de tlUJO es la evaluación i.Jc las poblaciones ) 
subpoblaciones de linfocitos T por medio de sus 1narcadorcs e.Je superficie (CDJ. CD4. 
CDS) utili;r..ando anticue.-pc."ls (rnono y policlonalcs) u ot.-as pl"oteinas marcadas con 
substancias llarnadas tluo.-ocon1os que son capaces de absol'"bcr luz de una Jctcrn1inada 
longitud de onda y emitir lu.1. de mayor longitud de onda (Ruiz. 1992 ~ Fincgold y Bawn. 
1989). Para seleccionar 41 los linfocitos cun los n1arcadores de superficie CD3 (para 
linfocitos totales). CD4 pa.-a linfocitos coopcr.-idorcs y CDS p.:ua Jos linfocitos citotóxicos. 
Se utili7..an anticuerpos n1unoclonalcs Jingii.Jos contra dichos marc<Jdores (Giorg 1992). 

Los ci1ón1etros de flujo son instrun1entos c.ap.accs de analizar las propicc.fodcs dt: cdulas 
individuales que pasan. a gran velocidad por un o.-ilicio y por un medidor de la dispersión 
de lu7 ... también anali7~n el volun1cn y la fluo1"cscc1u.:ia. Con ayuda de este equipo puede 
estudiarse en una sola suspensión de células varios n1arcadorcs de fonna simultánea a un;1 
velocidad de casi 5.000 cc!lulas por segundo (Slitcs et al~ 1991). Las poblaciones celulares 
se separan. de acuerdo a su forma. tamaño y g.-anulaciones o bien por rncdio e.Je marcadores 
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fluorescentes (Giorg. 1992). Se evalúan estos pan'imetros en un sistema de fluido en el cual 
lns. po.rt(culas o células. fluyen y se interceptan por un rayo Junlinoso y se detectan la 
fluorescencia que emiten (Rose el al. 1992). 

Combinando las mediciones <le dispersión <le la luz. con la técnica <le anticuerpos 
monoclonales. rnarcou.Jos con fluorcsccína es f;1cil identificar lils ~uhpohl;1cionc:<> celulares 
(Stites et al. 1 ()91 ). 

El fcnc.lmcnu de Ja llut1rcsccnci.;.1 ocurre cu.ando un cornpucsto <ib .. orhc lu.-: de una 
determinada longitu.J <le onda. los elc.;lroncs pasan de un csl;:uJo tx1s.1I a un c:.t.a<lo c~c1t.ado 
regresando despuC-s a su c:-tado h:::1sal. crnitiendo lu.1'. a una n1.:1yor longitud <le onda L.:1 luz 
emitida sic1npre es de rnás h.:1ja encrgi.1 y por wnto de rn.:1yur longitud <le onda 4lH.: la luz de 
excitación. Est•L"i dus longítu<le=>· de onda puc<len ser capt.t<lJs y '.'><-6paradas por filtros 
ópticos. Sus n1ed1cll"lllC!'i. se lia~an en la luz corno fut.-nfc d<! c'°'cilaciún por lo que ~e requiere 
de una íluntinaciún intcns;1. la cual es Jada por la J.irnpara e.Je .treo o las ... 1...·r. dehido a que la'> 
cClula.."i son pcquena~i y pa~1n rnuy ro"1pi<lan1entc a tr;1.,,c~ del pun!n <le úc1ccc1ún L.:1 fuente 
de luz debe ser c.:1paz de er111t1r long1tu<lcs de onda csp1...•cific;1-.. que pucd.u1 '>er u<>•H.Ja ... p;ua 
excitar a los 1nan,.:.1dores lluorcsccntcs Cu.indo la ruuestra ... c inyecta \.º11 uno de Ju-.; canales. 
pasa a la cfunara de fltudo en donde la'i partil.."ul.i-.; o célul.ts '.>e tr.111'.>port.111 un;.1 por una a un 
punto especifico en el csp;u . .:io y ~on i11tr..·rc1...·ptadas pur un r.1yo lunlinn ... o J .a di'ipcr~1ún de la 
luz Je la lluorc~ccncia gencr;1Ja se c.1plur.:1 p<1r Jlltc1detccton:~. lo'> cuafc..., n•n .. ·icrtcn el 
fotón en sci"l.tle.-. clectronu.::as que :-e detectan y '>C proces.:111 por con1putadora 
proporcionamJo rcsultJ<los grüfict"l-.; y an;·i1¡ .. ¡..., esladi~ti1..:os (J{o~r..·. et •ti. l9lJ'2) 

H. CELUl...AS FOH.i\.IAl>OH . .AS l>E ANTICtJEHPO. 

Las células secretoras de molC-cul;1s de anticuerpos puct.!cn identificarse rncdiantc la técnica 
de Jeme. ya que pueden contarse por diJuc1ún en un n1edio en el cual el anticuerpo forn1ado 
por cada cdula individual produce un efecto rilpi<lamente visible corno ~on placoas 
hemolíticas. Para esta técnica se utili7 ... ""t con10 ;mtigeno una protcina(s) del eritrocito la cual 
induce una respuesta timo<lepcndicnle, debido a que la produccíún de anticucrpo'.'i en 
respuesta a antígenos proteicos necesita de las cClulas T cn.:i· (ó células T cooperadora~). 
las cuales por medio de sus pro<l.uctos secretados estimulen Ja prolifcraciún y difcrenciaciUn 
de las células B para la producción de anticuerpos (Roin. 1994; Abhas. 1995). 

En este procedimiento se mezclan células. linfoides de un animal imuuni:J' .. ado con EC 
{eritrocitos de carnero) con urm sus.pensión de agar fundido mas EC está rnczcla se vierte en 
un molde y se deja gclificar. se incuban para permitir que las. células productoras de 
anticuerpo al liberar inmunoglobulinas. recubran a los EC circundantes.. Si la 
inmunoglobulina liga con avide~ la adición posterior del complemento producirá lisis de 
las células recubienas por el anticuerpo especifico .. Como resultado de ello. se fom1an zonas 
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claras de lisis. llamadas placas. alrededor de cnda célula formadora de anticuerpos. Estas 
células fomladoras de anticuerpos se llaman también células fonnadoras de placas (CFP). 
Las placas directas de ésta manera revelan productores de lgM funJnmcntalmente. yn que 
este anticuerpo es muy hemolitico (llenncerraf. 1990; Roin. 1994; Abbas. 1995). 

Una de las limitaciones de la técnica de placas hemolíticas en gel es 4ue no refleja 
verdaderamente el nUmcro total de células fonnadoras de anticuerpo ya que grandes placas 
pueden contener nn solo una secretora de anticuerpos. por lo que el resultado obtenido no 
seria d valor real. Una de las moJificacioncs que puede rcali..-.. arsc para e" itar estos 
inconvenientes es la reportada por Drcsser en la cual la suspensión de cClulas formadoras de 
anticuerpos se incuba sohrc un portaobjetos. obtcnicndnsc una capa muy delgada de EC en 
donde se evita la sobrep<.lsición de eritrocitos. además, que es posible realizar d recuento de 
placas por microscopio dando resultados confiables. (Drcsscr. IQ86~ Drcsscr, 1990 y 
Poduval. 19'> 1 ). 
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111 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El paludismo es una enfermedad 111fccc10~1 que por su mnrbilid<.h.J y mortalidad es 
considerada como unJ cnfern1cdad para~;1taria intpurtantc. La ()rgani,..~'lción J\..fundial de J¡:1 
Salud cstirna que hay de JOO a 500 millones de personas 1nfrctadas y se infnrntan ntils de 3 
n1illones de n1ucrtcs al afio princ1palr11cntc en el Sur úc Afi-u.:a (C>lliaro. 1996). L;.1 
ntonalidaJ en pah11..lis1nu se ha ohscr-vado principalrncntt!' en los c<t!>os de infccciún con r 
fLZlcipururn En nuc:-.tro país l..s rnayor p;.1rtc de los ca~os de rnludisnH_l !>on por 1nfccciún cun 
P. \'i,:u-:c, afrlrtunadarncnte son 1nuy cs..:aso<> los ca.">os de 1~1 cnfcnncdaJ por r júlciparrun. 
No se conocen casos dt: p;;1ludisnH1 por /• rna!artt• y /' oi·a/f.! en ~tCx11.::o I .. a'> principales 
7onas eru.J..:nlicas en el p;;1ís ~.on el Surc-.tc (l)ax;.u:;;1. ("arnpcchc , Chiapa->) y la cn~ta del 
Pacifico (Sinaloa ~ N:;1:•••1nt) (Boletín de l.1 IJirecc1<111 (icnctal de l:pi ... h:111iologia). La 
respuesta inrnun..: i.:ontra el patú~1tn. /'/a\lnoduun .\f', 1..:-> rnuy 1.:01nplc1a l .o-. nu:1.:;;1n1">rnu~ 
celulares que ~cncran la re~puc~t.1 1nn1lirH.: p1l1h .. 'O..:ll•ra. nu ~e c1>n111.:cn C<.Hnplcta1ncntc. 
adcm;;í.s el paró~1to evade la 1c~pue">ta 1n111unolúgu:a por vanac.:iún .1nt1gC11ica. Se ha 
estahlccuh.l <.¡u..: p;.1ra l;;1 adq111~1c1ún y 111anh.·nin111...•nl11 de in111unida<l hay una gran 
<lcpcndcnc1a d..: las cclul;;b r. ya que 1uegan un papc.:I rnuy 1n1portantc en la coopcrat.:1ún 
pata la síntes1:0. de .u1t1c1H.:rpo..,; e intervienen en J;1 1nUucc1t1n de una rc:.pue...i.1 de...· tipo 1..1...•lular 
independiente i...h: ;111t1ct.u:rf""''" I·.~ cv11Jcntc la unpurt.1nc1a de l.1 p.1rt11. .. 1p.1c1ún dir.: la~ 

subp..."""lhlaeiones cclul•ncs. T coop<.·radora•, C..'l)·-1- + y r c1lotúx1cas <.. "DX + para l;;i clu11111•1..:1ún 
del paroisí1o. No ohstantc ~e dc:-.con1u..:c la partic1pac1i"ln de e:-.ta:-. :-.uhpohlac1one:-. celularc:-. en 
la cspccilicidad de la rcspuc~l.;1 1nn1unc contra /'/a.\·n1od1un1 ·'P 

Esta tesis forma parte de un proyecto Je 1nvc~t1gación que pretende utili/.;ir un 111odclo 
murino cxpcrin1cnlal, para estudiar la participación de la~ cClulas T CD4 + y I" t ·1 >X+ en la 
especificidad de la rcspuc~ta inrnunc contra paludis1no. 

Para lo cual se ut1li:r..aroin anticuerpos rnonoclon;tles que clinlincn 1n ''""º a estas 
subpoblacioncs celulares en ratones norn1alcs y ratones inrnuncs a Plu . .,,n1oclu"n chahuucl1, 
posteriom1cnte. se: retaran con el paroisito hornúlogo (/' chabaudt). hctcrúlogo (I' .\01...•'1) y 
con mezclas <le an1hos parásitos. esto pcrnlitirá estudiar la cspccificid;kd de la respuesta 
inmune como consecuencia de esta clin1in.aciUn. Es por ello que en esta tesis se produce. 
purifica y estandari;r...a el manejo del anticuerpo monoclonal anti-CD..\ para la clin11nación in 
vivo de esta subpoblación celular. Asi mismo se cuantifica la cantidad Je anticuerpo 
obtenido y la dosis adecuada que se les administrará a los ratones nonnalcs e inn1uncs. 

Una vez que ya se utilizaron los anticuerpos monoclonales en los ratones inmunes sera 
necesario comprobar que. cfcctivan1entc.. se eliminaron las células T CD4+ y T CDS+ 
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por lo que se hará uso de nuorocitomctrín de flujo. y de la técnicn de Jeme que utili:r..a un 
antígeno timodcpendiente como son los eritrocitos de carnero. Pnrn que se fonnen 
anticuerpos contra ellos. se requiere de Ja coopcrnción de linfocitos T CD4+ con los 
linfocitos B. por Jo que si se eliminó esta subpoblación celular no habrá producción de 
anticuerpos y por lo tanto el nUmero de placas líticas dchcrá ser n1uy bajo o nulo. 

Con este trabajo se cstahlccerñn las condiciones necesarias para el estudio de la 
pnnicipación de las subpobl;1cioncs celulares CD4+ y CD8 .. en paludisrno. ndcmás será de 
utilidad para cornprcndcr los rnccanismos de inmunidad celular que intervienen en J.1 
eliminación del parásito. Este tipo de estudios scrtm importantes paru el po!:.tcrior diseno de 
vacunas efectivas contra paludismo. 
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IV 

OBJETl'\fOS 

GENERALES: 

• Purilicar y calibrar el u~o e.le anticuerpos monoclonales. anti-C04· en ratones 
inmunes a paludisn10 

• Verificar la eficiencia de la eliminación in \.'i\'o de la.~ células T CD4" 

PARTICULARES: 

• Crecer 111 vilro a los hibridon1as productores del anticuerpo monoclonal anti
CD4. 

• Purificación fl4.U afinidad del anticuerpo n1onoclonal empleando columnas de 
proteína G. 

• Cuantilicación de lus anticuc:r-pos monoclona1cs. 

• Culibrnr la tCcnica de citomctria <le flujo para cuantificar cClulas T CIJ4 · 

• Eliminar la subpoblación celular T CD4 • en ratones nonnalcs y en ratones 
inmunes. utilizando los anticuerpos monoclonales antes descritos. 

• Determinar si efectivamente se llevó acabo la eliminación de las células T CD4" 
mediante técnicas de actividad biológica (Jeme). inmunofluorcsccncia directa y 
citomctria de flujo. 
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V 

HIPOTESIS 

Sí se administra el anticuerpo 1nonoclonal anti-CD4 en ratones singcntcos. 
este anticuerpo reconocerá al marcador <le superficie para el cual fue formado 
y se establecerá una reacción antigcno-anticucrpo. entonces con10 
consecuencia de esta interacción" se producirá la eliminación in vivo de la 
subpoblnción celular de células CD4+. Para comprobar la efectividad de 
dicha clilninación se hará uso de técnicas de intnunoOuorcsccncia directa, 
citomctria de tlujo. Jeme y Drcssc.-. 
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VI 

MATERIAL 

Material bioló¡:ico 

• Los hibriJomas productores de anticuerpos monoclonales (YTS 191.1) anti-CD4 
(donación del Dr. 1 lennan Wnldman.Camb.-idge lJ.K.) 

• Rntoncs singénicos de la cepa BALB/c y (C57BL/6 X BALll/c)F1 mantenidos bajo 
condiciones libres de patógenos. 

• Eritrocitos de carnero (En solución de Alscvcr estéril). 
• Suero de cobayos. 
• lgG de ratas Wistar 
• Anticuerpos anti-CD4-f'ITC (Gihcu BRL). 
• Anticuerpos anti-CDJ-FITC (Oibco BH.L). 
• Amicucrpos anti-JgG de rata-FITC (Gihco BRL). 

Equipo de laboratorio 

• Cámara de electroforesis Bio-Rad. Protcan-R 11 Xi-Ccll 
• 1'.1inicámara. de electroforesis-V 8.10 Gibco BRL 
• Cámara de Ncubaucr 
• Autoclave modelo Stcdc. 21 lbs. 
• Bafto de agua con conuolador Je tcmpcrntura. Prccision 
• Refrigerador. Phillips 
• Congelador -25"C, Reveo 
• Balanza analitica Metlcr HRO 
• Balo:anza gmnato:aria Ohaus 
• Centrífuga clinica Solbat, aparatos científicos 5000 RPM 
• Bomba de vacio Fcli Wclch, Modelo 1410 
• Bomba peristáltica, J\,fastcrflex G/L 
• Potenciómetro J>BL-Sargcnt Wclch. Scientific Company 
• Vortex-Genie n", Scientific Industries 
• Microcentrifuga Eppc:ndorf 
• Horno de Microondas Panasonic 
• Computadora Hewlett Packard 
• Impresora láser Hcwlctt Packard 
• Citómctro de flujo Bccton &. Dickson FACSORT 
• Espcctrofotómetro 
• Parrillas de agitación. Corning 
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• Equipo de disección 
• Campana de llujo laminar. Vcco 
• lncubadom C01 Lab-linc instrumcnts 
• Micropipctas. Eppcndorf 
• Columnas para cromatografln de afinidad. Sigma. 
• Microscopio invertido. 

Material de laboratorio 

• Cajas petri de 1 O cm de diámetro 
• Jeringas de insulina 
• Mechero Fischcr 
• Pipetas Pasteur 
• Bulbos parn pipetas Pastcur 
• Probetas 
• Embudos de scparnción 
• Espñ1uh1s 
• f\..tatraccs afrlrados. 
• Perillas de seguridad 
• Pnpcl plf 
• Barras magnéticas 
• Soporte universal 
• Pin7 .. as para hul"cta 
• Cajas Peui 
• Tuhos de cns~1yo 
• Gradillas 
• Pipetas graduadas 
• Pipetas volumétricas 
• Matr.iz Erlcnmcyer 
• Botellas pan1 cultivo celular 
• Vasos de precipitado 
• Matraz volumétricos 
• Tubos Eppcndorf 

Reactivos 

• Agarosn. Sigma 
• A7Jda de sodio. Bakcr 
• Dicarbonnto de .sodio. Baker 
• Tris (Tris [hidroximctil) amino-

mctano) Sigma 
• EDTA, (ác. Etilcm..limnintctraeCtico). S 

Sigma 
• Glicina. Sigma 
• Acido clorhídrico, Bakcr 
• Acido acético. Bakcr 
• Etanol, MERCK 
• Acrilamida, Sigma 
• N.N-Mcthylcn-bisacrilamida. Sigma 
• Dodccil sulfato de sodio. Sigma 
• Pcrsulfato de amonio, Sigma 
• Glicerol, Sigma 
• (\-f\.tcrcaploetanol. Sign1a 
• Azul de bron1ofcnol. Sigma 
• Uidroxido de sodio. Bakcr 
• Sulfato de arnonio, Lifc Science 
• Fosfato de potasio n1onobá.sico. Baker 
• Fosfato de sodio Jibflsico, Técnica 

Químico S.A. 
• Lauri 1 sulfato de sodio. Sigma 
• Cloruro de potasio. TCcnica Quimica 
• Dcxtrosa.llakcr 
• Citrato de sodio dihidratado. Baker 
• Acido cilrico monohiJr.atado. Técnica 

Química 
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VII 

METODOS 

PRODUCCION Of.: J\IAh Anti-CD4 f:N ;\lf.:DIO Ufo; CUl .. TfVO (in r.4/To). 

l. Se cultivó el hihrídon1a YTSJ91.I en borclla-. Je ~50ml de cultivo celular estériles. con 
medio RPi\..11 1640. suplementado con SFB .al 5'!~ y •tnl1hit.'>ticu 

2. Se pcrn1itió que las cCluJ;:1s se propag<tran. por lo que ~e im.::uh;:tTon en una ~lfrnó~fcr;t 
hümccJa. a 37ºC y 5~'0 de CD:. 

3. Las células se ana1iJ..:.1ron con .:1yuda Je un rnu:rnscop1n invertido cada::! o J días para ver 
su viabilidad y se revisó que no csluv1cran co111;.1nlinadas 

4. Cuando se alean.tú una concentración curre 1 -:? :" JO" cClulasirnl. se !"Cpararon la.'> células 
a una nueva botclt1 <le cul11vo con mcdilJ RP~fl J 640. d1Jue1ú11 1: 10 Se incuh~1ron 
nuevamente en una a1111ósfcra húrnc:Ua. :1 3 7"C y 5'!·~ dc C<)r 

S. Los pasos 1. 2. J y 4 se rc:1fi:1".o:uon e.Je funn.--i con1mua hasta que se ohtuvo la canli<.facJ e.Je 
anticuerpo anti-C 1)4 nccC"s;u10 

6. Se transfirió el contenido de la:-. holcJJ.1.-. dl.!' cuJrn o con crccimicnlt.> cclul.ar a tubos 
cónicos cstCrilcs. 

7. Se centrifugó a 2000 rprn durante 5 n11nu1n~ Se et•lccró el sohrcn.:uJantc y .Jcscarlc"> t:I 
botón. 

8. El sobreno:1dantc !'>C guarcJó h;:1jo condicwnC"s t.C~IC:nk"> J -:!O"C. hast;1 J;:1 purificaciún del 
MAb. 

PRODUCCION OF: l .. IQUll>O llf: ASCITIS CON"t·F:NIENDO l'\IAh ANTl-CD4 

J. A ratones BALB/c entre 6 y 8 semanas de edad, ~e les inyectó intrapcriloncalmentc 0.5 
mJ de pristano (2.6,10,14-tctramclilpcntadecano). 

2. Dos senmnas después se Jcs administró in1mmuscul;1rrncntc 30 mg de hi<lroconisona _ 
3. A las 48 horas se irradió a cada ratón con .iso rads. 
4. El contenido de las hotel las donde se cullivú in \•Ífro el hibridoma y·rs J 91. J, a tuhos 

falcón para centrifugar a 1500 rpm por .:S minutos. Se <lcscanó d sobrcnadantc. 
5. Las células se lavaron dos veces, resuspcndic!ndc,las en POS cs1Cril. Se centrifugaron a 

1500 RPM por S minutos y descarló el sobrcnad.ante. Las células se rcsuspcndicron en 5 
mi de: PBS cstCril. 

6. Se conlaron las cCJuJas y se Jclcnninó su viabilidad por exclusión con azul de tripano. 
7. Se ajustó a una concentr-Jción de células de 2.5 x 106 células/mi con PBS, para inyectar 

2 mJ de ésta suspensión a Jos ratones intrapcritonealmcntc. 



8. Se esperó de 1 u 2 semanas para la forrnación de liquido de ascitis. 
9. Pum recolectar el liquido de nscitis, se inrnovilizó ul ratón con una mano. extendiendo un 

poco Ja panc abdominal, con Ja olrn mano se insertó una aguja de 20-G en Ja cavidad 
abdominal. para que el liquido de ascilis drenara, colectándolo en un tubo falcón estéril. 

l O.Algunas veces el mismo mtón pnxJujo nuevamente líquido de ascitis por lo que se 
colectó nuevarncntc, con10 en el paso anterior. La rcct>lccción fue hasla que ya no se 
acumuló rnas liquiJo u h.:tMa que el ra1ón n1uriú. 

rREPAR.ACION DE l'\.IEJ'\.11Ut.ANAS PARA UIALl.SIS 

J. Se cortaron pic;,as de membranas p.:1ra diálisis de t41n1año convcnienle y se colocaron en 
una solución caliente de bic:1rhom1to de sodio :!f!/u (p/v) y EDT./\ 1 mM pi J 8.0. por 1 O 
minutos. 

2. Pos1eriorn1cntc se cnju<..ig.;::uon en agua destilad:1. 
J. Los tubos de 1..fo:ílísis se coh~aron en un:1 ?>.nluciún c.alienle de 1 mM EDTA pi f·-""8.0 por 

10 minutos. 
4. Se pcnnitió que la :o..oluc1ún 5c enfriar••. junto con los 1ubus par..i diáli"i::. paro Jc5pués 

guardarlos a 4" C aseµ.urándo~c que el tubo esté h1cn sun"lergido. 

PUIUFICACION DE y-<-;L<)llULINA P<>H. PllECIPITAClé.JN CON SULFATO DE 
Al'\.IONIO. 

1. Se descongeló el sobrenadante o liquido de asci1is. se clarificó por centrifugación a 
5000 rpn1 1 5 minutos. Se descartó el botón formado. 

2. Se dctemlinó el volumen del sobrenadante o liquido de ascitis. 
-'· El sobrenadanlc o liquido de ascitis centrifugado se vertió en un malra.z Erkn-n1eyer 

sobre un t"ta11o de hielo para adicionar lcnt41menle. con agilación lenta y constanle la 
solución SAS. hasra que se alcanzó una concentrJción final de saturación del 50o/o. 

4. Se dejó en agitaciUn lenta duranlc 4 horns en el cuarto frío (4ªC). 
5. Se centrifugó a 5000 rpm dumntc 15 minutos. 
6. El sobrenadantc se recuperó en cada precipitación para que posterionnentc se volvierJ a 

tralar con solución SAS 
7. Por otro lado el precipitado (botón obtenido en Ja cenlrifugación) se disolvió en PBS pll 

7.2 (ver anexo) y dializó conlra PBS 1 X en frío manteniendo Ja agitación. durante Ja 5 
días. haciendo dos cambios PUS 1 X. par.t eliminar completamente el sulfolo de amonio 

8. Después de complet4lda la diálisis. se centrifugó Ja muestra a 5000 rpn1 duran1c 1 S 
minulos par:t eliminar cual4uier precipilado que se haya fbnnado. 

9. La muestra se conservó en refrigeración si se pasaba en menos de 72 horas por la 
columna de afinidad. si era por más de 72 horas se congelaba Ja muestra. 
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/O.Ln técnica de precipitación de gamma globulina con solución SAS. se llevó a cubo en 
forma cfclica con el sohrcnadantc recupcr¡1c.Jo en el pa.-.o 6_ llnsta que ya no había 
precipitación. 

PURIFICACION l"OK CKOl\1ATOGKA•·1A DE Al•INll>AD UTILIZANDO COl\10 
1'-IATRIZ. PROTEINA G-SE•-AH.OSA 
Está técnica se rcali:tó n 4ºC. (cuar1o frío) 

l. La Proteína G-scfarosa se en1pacó cn una c.:olun1na de cron1atografia para liquidas. 
teniendo c-1 c.:ui,fodo de no dejar hurbujas 

.., Se lavo la columna. con PIJS pi 1 7.2 pasand<1 10 veces cl volumen ocupado por la 
prolcina G utilizando PBS. 

3. Ya lisia la c,;olumna se pasó por ella. a una velocidad <lc ~O n1l/n1in el sohrcnadante o 
liquido de ascitis (prcviarncntc tratado con SAS. <liali.1'..ado y filtrado) Y ~e recolectó el 
lluido para que pa<>.ara nucv;.1111cn1c por la colurnna cuanta~ vcc.:cs fuera ncccsanu. Ya que 
pasó todo el ~obrenalh1n1e se deJO l.avandll l;.1 colurnna ~on PBS para clinlinar todos lo~ 
cont.arn1nantcs presente:-> en l;1 1nucs1ra a purificar 

4. Dcspu~~s una solución e.Je glic1na/JICI pll 2.4 se pa~ú por la culunma con el fin de cluir 
de la colurnna el anticuerpo a<llwrido a la protcína G. En c~tc paso las fracciones fueron 
recolectallas en 1uhos Eppcn<loff de 1 .5 rnl los cuales contenian entre 50 y 200 p.I <le una 
solución de tris 21\·1 pi 1 M.3. para ajustar a un pi f neutro el anticuerpo cluído en 1 mi de 
glicina/l ICI. <le lal fom1a que no se desn¡1turah/'.ar¡1 el anticuerpo debido a las 
condiciones acu..fas del 111ed10. por 1al n1oti"'º la cluciún sr.: re;:tli.l'.ó lo rnas rap1<lo posihlc. 
Tern1inando la c)ución ~e dejó lavando la colurnna con PBS. 

5. La concentración de proteínas se delcrnunó en la solución de c.ada tubo Eppcndoff por 
espcctrofo1or11ctría. a un.a lungi1ud de on<l.a (} .. ) de 280nn1. con un Manco de PBS. Se 
juntaron todas las fracciones para diali:....arlas contril l'BS a 4ºC con agitación constante. 
Se hicieron cinco can1bios (uno en la n1ai\;1na y nlrn en Ja noche) pani clinlinar 
complctan1cntc las sales. 

6. El sobrcnada.nte o líquido de ascitis recuperado en el paso 5 ~e pasó nuevamente. por la 
columna en fonna ciclica. ha.sta que ya no se obtcnian lecturas de protcina.s en las 
fracciones de Cdd;i clución ohtcnidas en el raso 7. 

CONCENTRACIÓN DF.L MAb ANTI-CD.a. 

J _ Una vez completada Ja diálisis de la. lécnica de purificación con prolefna G. se sacó la 
muestra y se centrifugó a 5000 rpm durante 1 S minutos para eliminar cualquier 
precipitado que se hubiera formado. 

2. Se conccn1ró la. solución del MAb anti-CD4. con el equipo Spccd-Vae. ha.sta que 
quedaba un volumen de 5 a 10 mi de solución de MAh en total. 
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J. De ese concentrado se prepararon alícuotas de t mi en tubos EppcndofT. etiquetados 
adecuadamente y se determinaba su conccntrnción de proteínas por cspcctrofotomctrfn a 
280nm utilizando como blanco PBS. 

4. Por último se congelaron las nlfcuota.s y mantuvieron a -20ºC. 
5. Cuando se tuvieron varios cluidos. se descongelaron y vertieron en un solo tubo falcón 

estéril. con el fin de hacer un pool de lodo el MAh obtenido y purificado. 
6. El pool obtenido se mc;:cló muy suaven1entc y se prepararon alicuotas de 1 mi en tubos 

Eppcndoff. 
7. Se dctcnninó Ja concentración <le protcinas por cspc<:trofulosnctria a 280nm con un 

blanco de PBS. 
R. Se realizó un ensayo para dcter-minar funcionalidad de los anticuerpos que se obtuvieron 

mediante la tCcnica de inmunonuor-cscencia inc.Jin:cta y citomell'"Ía de flujo. 

Armazón para preparar el ~d . 

Se cmpahnaron. con ayuda de do!'i pin7.as sujctadora.'i, dos vidrios: uno de 8.2 x 10.2 cm y 
olro de 7.2 x 10.:! cm. colocando entr-c ellos dos harras espaciador-as de ln1n1 de gr-osor (una 
de cada Indo). 

Los vidrios ctnpalmados se colocar-on sobre un soporte de vidrio para sellar la parte inícrior
con agarosa al 2º/c•. De tal for-n1a que nn se pn:sentaran fugas al agregar el gel. 

Prc-paración del gel de corrimiento: 

1. Para pr-eparar el gel de corrimiento de poliacrilamida en un matraz Erlc:n-mcyer. de 50 
mi se adicionaron las siguientes soluciones: 

•.Agua destilada 3.25 mi 
•Acrilamida 40% 2.40 mi 
•Bisacrilamida 2o/o 1.65 mi 
•Tris pi 1=8 8 ( l .5M) 2.50 mi 
•SOS 108/. 0.1 O mi 

2. Se mezclaron suavemente. evitando la fom1ación de burbujas ya que el aire evita la 
polimeri7..ación del gel. Por último se adicionó al 1nisn10 matraz. 4µ1 TEMED y 100µ1 
deAPS 10%. 

3. Esta mezcla se vació en el annazón a un nivel aproximado de J cm del borde y se agregó 
agua cuidadosamente por los cxlrcmos,. aproximadamente 1 mi. para que fonnara una 
capa. cuya interfase se observó cuando el gel polimcrizó. 

4. Después se desalojó es agua. 
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Prrp•ración del ¡i:rl empac•dur 

1. Para l.:i preparación del gel empacador. en un matraz erlen~mcyer. de 50 mi se 
ndicionnron las siguientes soluciones: 

• Agua destilada 6.46 mi 
• Acrilamida 40o/o 1.23 mi 
• llisncrilumida 2% 0.85 mi 
• Tris pJ 1-6.8 { I .0!--1 J 1 .25 mi 
• SOS 10°/o O.JO mi 

2. Se mezcló suaven1ente. evitando la fommción de burbujas. Por Ultimo se adicionaron 1 O 
µl de TEMED y 100 µI de APS IOo/o. 

J. Se llenó el am1azón hasta el tope. con la solución del gel empacador y se insertó el peine 
para que se formaran los pozos en donde posteriormente se colocarian lns muestras. Se 
dejó reposar el gel hasta que polimcrizara. 

Prrp•rac-ión dr la muc-slra: 
1. Se combinaron parles iguales de la n1ucstra de prCllcina :--· de la ~olución reguladora de 

1ratan1icn10 :!X (;1nexo) en tuhos Eppcndotf. 
2. Los tubos se f,;Olocaron en un b.ano hirvien<lo por tres 1n11n1tos. antes de colocar las 

muestras en los pozos del ~el. 

l\larcado y corrimiento clectrnf'oréticn drl ¡:el. 
1. El peine se retiró suavemente de los geles. cuidando de no destruir los pozos y se lavaron 

los pozos con una jeringa. prin1cro con agua dc::.tilada y por üllin10 con solución 
reguladora_ 

2. Se colocó el annazón dentro de la cümara de dectroforCsis. p.:ua colocar las mucstr..is en 
los pozos del gel. 

J. Una vez colocadas las muestras se llenó con solución .amortiguadora de corrimiento 
(anexo) el compartimento superior e inferior de la cámara de clcctroforésis. 

4. Ln fuente de poder se conectó para correr la clectroforésis a 80 Volts en un principio. Al 
iniciar el corrimiento en el segundo gel se aumentó el voltaje a 150 Volts. 

5. Se suspendió el suministro de corriente cuando el colorante. se encontraba 
aproximadamente 1 cm del limite del gel. 

Tindón y decoloración del ~el. 

J. La linción de los geles f'uc con azul de Coomassie. dejando en agitación lenta durante 
hora. 

2. El gel se sacó y transfirió a una solución decolorante (anexo). realizando los cambios 
necesarios,. para lograr una buena decoloración. y observar bien las bandas. 
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DF:TF..IU\.UNACION DF.. CÉLULAS FOH.1\-IADOH.AS l>F.. ANTICUEH.l•O 

Técnica de Jrrne 
1. Al ratón seleccionado para la técnica de Jernc se le inyectó intrapcritoncalmcnlc 0.2 mi 

de una solución de erilrocitos de camero (EC) al 10'% en solución s:.alinn. 5 dias despuCs 
se sacrificó por di.,,l<"lCac1t)n cervical. 

2. Se extrajo el ha...:o y se n1aceró sohrc un~t 1nalla fina con un tui"><.> de ensaye enjuagando 
con medio /\.1EZ\.f J X p.1ra oblcncr un•1 suspt.·n~1on Je c..:élulas de la cual ~e hi.J'o una 
dilución J :JO con medio MEl\.t IX. 

J. Se nle7ch) O. 1 mi de Ja suspensión de cClulas de ha.l"o (d1Jución 1 :JO>. 0.2 mi de un 
suspensión Je FC .ill 1 O"O en soluc1ún salina. y :? 1111 de agan"l<>a ¡1J O 6'!~ en ~1E1'.-1 (que se 
n1antuvo •l ·i5"C.~ para que nu s~1liditicara o ~e fám1ar¿1n grun1c1'>) 

4 Sc ho1nogeni.J'ú Ja sU:O-.fX'll:-.ión usando un vortcx y ~e ""ª'-'JÓ rapid~1111enh! en un CilJa Petri 
pc4ue1)•1 J1..,1rihuyéndoL1 por hH.1~1 la caja con rnovinlic-ntos n•taturio'i. Lo an1cr1nr ~e 
rc~1Jizt'> lo n1a~ r~1p1J11 pt1s1hlc con el fin dr..• e\.it;:rr l.1 forn1•1c1ón de grurnu<,, :il ~oli<l1ticar~c 
el rn.cdio 

5. l.as pl;ica:-. :-.e rncuharun a J7''C dur~1nle ·'-' 1111nuh1 ..... 
6 . .-\ cada c..:01);1 se agn:~ú ::!mi de con1plr..·1111.:n1t1 de '--oha}o d1lluJ,1 1 lo en !\fl·.:'\1 1 X Se 

d1strthU_'.1.1"l por toda f.t :-.upcdic1e de !J phu.:a y ...,e rncuh;:1ro11 J7º"(' ¡x1r ">O n1111u1t1'> 
7 ()cspués Je..· 1ncuhar lo1s c.1_1:1:-. se contaron lot~ pl:1ca:-. hernolítu:a~ que aparecieron en c<1da 

ca1a para hacer el cúlculo <le celul;1s fc1nn.a<lor:1.s de placa por ha/11 

l'\'lodificaciún de.· llrc.-:oo .. cr ~· la ré ... -nic-a e.Je .J ... ·rnc. 

1. Al ratOn sdccc1onado parn c.·st.a 1Ccnica ~e Je inp:c1ú 111tr;ipc.-itoncaln1crllc 0.2 mi de una 
solución <le cri1rocitos de carnero (EC) al IO~O en .snluc1ún salina. 5 lJias despuCs si: 

sa.crificó por dislocación cervical. 
.., Se extrajo el ba7o sin re~tos de gras.., y pelos de !'"atún. 
J. J:.n una caja de Perri pcqucr)a se n1aceró el b.azn .sobre un•1 111;1'!;:1 fin.1 con un 1ubo de 

ensaye. sc cn1uagó con medio ME~1 1 X 
4. De la suspensión de cClulas ohtcnida se hi.J' .. o una dilución 1 :30 con medio J\..fEl\.1 1 X. 
5. Se prepararon unos port.aobjetos. sumc,.giendo y sacando rápidan1ente cada porta 

objetos, en una solución de agarosa al O.So/a a una tcntpcratura <le R0-100%. 
6. En un tuho se colocaron 0.8 g de agarosa en 9 n1l <le agua <lcstilada. para disolver 

completa1ncntc el agaro!kl el tubo se mctiú al .autocl<ive y se llevo a 12 l1hr;1s. dcspuCs se 
colocó el tubo en un ba1"'\o maria a 45"'C. Se adicionó ni tubo de agarosa 1 rnl de n1cdio 
MEM IO:X. y se ;:ijustó el pJf con una solución de bicarhonato de sodio. 

7. Al mismo ticntpo. Jos pol'"taobjctos tratados y pipetas Pasteur .se mantuvieron sobre una 
placa libia (~1proxin1ada111cn1e JO"'C). 

8. En un tubo de cn:saye se mc.l'"claron 20 µJ de Ja suspensión de cClulas 1 infoidcs. 20 µJ de 
una suspensión de EC al 7"..-ó en solución salina y 200 1-d de agurosa ul O.Ro/o en J\..1EM a 
45•c. se homogeneizó la suspensión usando un vortcx. 
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9. La suspensión se tr.Ulsfirió rápiduinentc n la superficie tibin de un portaobjetos tratados 
(paso 6), us..-imJo una pipeta 1~astcur, nsí mismo se extendió sobre el por1aohjetos usando 
ln parte delgada de la pipeta. 

l O. Sobre ta superficie tibia se dejú de l O a t S s.c~undos. después s.c transfirietnn a una 
plataforma fr'a { 1 O"C) por l O segundos. 

11.Se incubaron las prcparo1ciones pe.u 2 horas a 37"'C en un mnbienlc hUn1cdo, conteniendo 
3-4'Vo Je C0 1 . 

12. l\ cad;.1 placa se agrcg,ú ::! mi de Cl>mplemcnto (suero de cobayo) diluido 1:10 en ri..1EM 
1 X y se incuh..-iron a 3T'C en un atnhlcntc hUn1cJo, conteniendo .:l--tº/o de C01 por 30 
minutos. 

13. Para fijar las prcpar~1ciones se colocaron en una solución de glutaraldehi<lo al Cl l So/o en 
una solución de NaCI 0.15~1 por 3 mint.1tos. y .... e lavaron con agua destilada 

14. Se conl•uon las placa_..,, hcn1olil1cas que aparecieron en caLla port;1oh1cto') se h1;,n el 
calculo dc cC:luhts fonnadoras de placa por ha;o 

1. Cada cohayo fue anC!-.tcsiaJu con Ctcr. par;, dcspuCs colncarlo en posición dccUhito 
ventral, 

2. Se hi7.ó una incisión en la región axilar. 
3. Se colectó la rnayor cantidad de sangre, en tutxls de ensaye.con uyuda Je pipetas Pastcur. 
4. La :sangre colectada se incuht..'> a 37"C por 15 n1inutos, después en hielo pcir .10 rninutos 

para que la retracción del co3gu1o fucru n13.s r.ipiJo. Así nli.sn10 se separó el co.igulo de 
las paredes del tub<."l de ensaye con un aplicador de tnadera. 

5. Se cenlnfugaron los tuhos a 2500 RPJ\.1 durante 20 minutos y se separó el suero y se 
prepararon alicuotas de l rnl en tuhos Eppendotl·. etiquetados adecuadatnente. Se 
guardaron a - 70"C. 

OBTENCIÓN Dt: lgG Dt: RATA. 

1. Cada rata fue anestesiada con éter. Después se coloco a la r..lta en posición decúbito 
ventral. Para hacer una incisión en la región axilar 

2. Se colectó la mayor cantidad de sangre en tubos de ensaye. con ayuda <le pipetas Pasteur 
3. Los tubos con la sangre de rata se dejaron incubando a tcn1pcratura an1bicntc durante 30 

minutos para que se formara el coágulo. el cual se separó de las paredes dcl tubo con un 
:iplicador de madera. 

4. Se centrifugó 2500 RPM durante 20 minutos y se separó el suero de todos los tubos con 
una pipeta Pasteur. colectándolos en uno solo. formando asi un pool de suero de r.itn. 

5. Se precipitó con solución SAS (ver anexo) la IgG presente en el suero obtenido. 
(Técnica de precipitación con sulfato de amonio al 50%). 
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INMUNOFLUORESCENCIA J>IRt:CTA Y CITO/\IETIUA DE FLU.JO (FACS) 

Pnra cada cns.."lyo se prC'paruban Jos tubos Je la siguiente manera. 

TUHO ;\.IAh-nunre,cC"inadct PUS-1 •/u AlhUnainie-Na.,N 
blanco-mucstr;1'"' 20 J.ll 
muestra•- C'J), J J.tl • 17 J.'I 
muestra• - C:I>. 2 pi. 18 pi 

•Can11d;11.d rC"cornC"nJ.11.J.1 r<•r cl í.ahru:;intc Je c:•doa ;1n11cucrpo quC' 'l.e qu1 .. r;i .tctC"rrn1n11r 
•L.s mueslr!ls que sc rn.1ncJ01h .. n 'l.on ~ngrC", h.1.-n. lunv y J~Jngllo'li ('.,¡t."'I c.id.1 t1p<."J de muc-.tra '!.e prC"p.irahJ 
un tubo para blanco ouo pata dC'lcrm1nar la suhpuhl:1c11\n celular Cl>J' y un 1crcero paroa Cl">-1 · 

1\. Jos ratones utili ... ...;uJos para el cns;1yo de 1nniunonuorcsccncia directa, se les c:o.;trajo sangre 
de In Tona rctru-orhital con ayuJa Je una prpeta Paslcur ir11pn:gnmJ;1 con un poco de 
hcparina. Por c.;1tJ.;:1 tut->o se u11J1.l'...;1ron JOO 111. J>c!-puCs ..;e :-.•1crificaron lus ratones por 
dislocación cerchro1f '.\' se e:•d1"<1jo el h<i.l'o. tuno y ganglios. teniendo el cuidado de que al 
extraer e.ida uno de ellos se colucal"an c:n una c.:i11t•1 de: l'ctn 1.'.l>ll PllS rnicntra~ se c"l.lr•uan 
los demás órgano!'. 

Aparte. en otra CaJ1l;1 Pctri !'.C n1accrab;:1 por ~cparado. c;:uJa uno de los úrgarH>S ohtenido'io 
sobre una n1alla lina con un tut')u de enso:1)e. en1uagando con PBS p¡ua obtener un¡1 
suspensión de t:élul;1, l>c cou.Ja úrg•1no se ohtuvo JO'"cClulas y se Cl)locaron 1.-·n In<> tllho..; ya 
prcpar-:uJo!i y e11qu1..·101dtJs. de .icuen.hl a l•t 1nuc ... lril Se ag1toUtJn y l.h:jaron 1nc:uh;:1r a ·lºC 
durante 30 n11nutu:-. J)c!-.pul!'i. ~e a<lícionú ,¡¡ c.ada luho l rnl de solución de 11!-ii'i dc crltrocilo~ 
se agitaron y dejaron 1ncuhar durante 12 n11nu1os ror 1"1ltirno sc 1"eaJi7.aron dos lavado~ cun 
PBS IX-Albúmina lo/o-NaN'" centnfugando a 2000 RPM pcu 5 minutos . se dccan1ó el 
sobrcnadantc y rcsuspcnd1ó d botón ob1cn1do .:n PBS p;1ra analiz.ar las n1uc~tras por 
citometria de flujo. 

TECNICA DE IN?\.IUNOfo'LUOR•:..c.;cfo:NCIA INDIRECTA. V CIT(.Ji'\.11-:TRIA DE 
FLU.JO <•"ACS) 

Se sacrificó al ratón por dislocación ccn:bral para cxlraer el bazo. timo y ganglios. teniendo 
el cuidado de que. al cxlraer cada uno de se colocara en una cajita de pctri con un poco de 
PUS mientras se cxtraian los demás órganos. En otr.a cajita Pctri se n1accraron. por 
separado. cada uno de los órganos obtenidos sobre una malla fina con un tubo de ensaye. 
enjuagando con PBS. para ob1cncr un.a suspensión de células de Ja cual se lon1aron 50 pi 
que se colocaron en tubos etiquetados de .acuerdo a la muestra y quc previamente se les 
adicionó JO J.11 del MAb anti-CD4 purificado más JO p.I de PllS-1°/o albúmina-NaN,. Se: 
agitaron y dejaron incubar a 4ºC durante JO minutos. 
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Después de Ja incubación se hicieron dos lavados con 3ml de PBS-1 o/a albúmina-Na,N. 
centrifugando a 2500 Rl"M por 5 minutos, el sobrcnadanlc de los tubo~ se decanró y el 
botón ccJulnr obtenido se 1"csuspendió. A cada tubo (menos al blanco) se adicionó. 1 O µJ de 
anticuerpo anti-lgG de rnta-FITC (Gibco ORL). Se ngitaron y se incubaron a 4ºC durante 
30 minutos. Tenninado el tiempo de incubación se hicieron tres lavados con PDS 1 X
Albúmina l~-ó-NaN 1 • centrifugando a 2500 RPM por 5 minutos. Se desechó el sobrenadante 
y el botón obtenido se rcsuspcndió en PllS para sel" anali.r..ado poi" citometría de: flujo 

ELII\.-llNACION DE LA SUllP<>Ht4ACION CEl.lJLAR CD4•. 

Prirnc-r proto~olo dr rlirninación. 

Se uliJiz..aron 10 ratones singénicos de Ja cepa (C57-B'I• x BALB/c)Fio los cuales se 
mantuvieron bajo condiciones libres de: p¡,ilógcnos. Se marcaron 5 de: ellos cumo l"atones 
testigo y 5 como ralones tratados con el anticuerpo 1nonoclonal YTS 19 J 1 pul"ificado anti
CD4, a Jos cuales se les inyectó intrapcritonealn1entc 300 µg de lgG de rnta y 300 J.•g de 
MAb anli-CD4 respectivamente. Las dosis fueron aplicadas diariamente durante Jos 
primeros 7 di.as del ensayo. después solo Jos dias JO. J 3. 19 y 22. 

Se determinó el porcentaje de la pohlación de las células CD4-+- mediante la técnica 
inmunofluoresccneia directa y citon1ctda de nujo en los ratones tratados con lgG de rata y 
en los ratones tratados con MAb anti-CD4. en muestras de sangl"e pcrifC-rica Jos dias 5. 8. 
14. 20 y 26. Y en ganglios liníaticos, timo y bazo Jos dias 20 y 26 de iniciado el 
trJtamiento. Por otro lado se sclcccional"on dos ratones testigos y dos ratones tr;uados con el 
MAb anti-CD4 para inn1Uni7..arlos el dia 22 (con l"Cspccto al protocolo de eliminación 
celular) y s.aerificarlos el día 26 para realizar la tc.!cnica de Jeme. 

Srgundo prolocolo de eliminación. 

Se utilizaron 8 ratones singénicos F 1. 4 de ellos se etiquetaron como ratones tratados con el 
anticuerpo monoclonal YTS 1 91 .1 y Jos otros 4 se marcaron como ratones control tratados 
con JgG de rata •. La misma dosis que se administraba a Jos ratones tratados con el 
anticuerpo YTS 191.1. a los ratones control se les inyectaba JgG de rata. El primer dia de 
iniciado el protocolo se les inyectó intrapcritoncalmcnte 500 µg, En los siguientes dias de 
tratamiento la dosis fue de 300µg/por dia. Del día 1 al 5 la administración fue diaria, 
después la aplicnción se reali7..ó solo los dfas 7. 9 y 1 1 de iniciado el protocolo. 

Se dclcnninó el porcentaje de Ja población de las células CD4" mediante la técnica de 
inmunofluorcsccncia directa y citomctrfa de flujo (FACS) en Jos ratones control y en los 
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ratones trotados con MAb anti·CD4. Unicamcnle en ganglios linfáticos los días cero. 4. 6. 9 
y 12. (con respecto al protocolo de climinnción celular). A los ratones que se les determinó 
el porcc:nl:tijc de células CDJ+ y CD4+ los dfns 6. 9 y 12 también se les realizó Jeme y 
Drcsscr. 

Trrcrr prolocolo dr eliminación. 

Se utilizaron 8 ratones singCnicos F 1. 4 de ellos se cliquctaron como ratones tr • .llados con el 
anticuerpo monoclonal YTS 191 . 1 y Jos otros 4 se marcaron como ratones control tratados 
con lgG de rata. a Jos cuales se les administró intrupcnloneaJmcnle 500µg de Mi\b 
purificado y 500 µg de JgG de rata rcspcc1ívamentc. En Jos tres primeros dias la 
administración fue diaria después solo los dia.s 5,7. 9 y 1 ldc iniciado el trntamicnlo 

Se detc:nninó el porcentaje de la población de las células CD4+ mcdia.nlc la tCcnica de 
inmunofluoresccncia directa y cilomctría de flujo en los ratones lestigo y en los ratones 
tratados con MAb anti-CD4. en muestras de sa.ngrc periférica. bn.zo, ganglios linfüticos y 
timo los días 3. 6. 9 y 12. A Jos ralones que se les dc1enninó el porcentaje de células CD3+ 
y CD4+ los dias 6. 9 y 12 también se les realizó Jcrne y Drcsscr. 
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DISEÑO EXPERIMENTAL 

/ !Producción Je MAbs anti-CD4\ ~ 

(liquido. de ascitis) 

.......... ~--~ 
". Precipitación con (NI l,):SO, 

al 50o/ .. 

\Ensayo de funcionalidadl 

/ 
Técnica FACS 

l 

di;ilisis 

Cromalogrnfia de afinidad 
por proteína G 

diit.lisis 

Concentración del ?\.1Ab 
y 

prcpan\r al icuota.~ 

( Crioconscrvación 1 

Protocolos de eliminación 
celular T CD4 .. 

.--.,-,n-,v"ir..,.ro----, 
(cultivo celular) 

/ 

Electroforesis J 

Determinación de células 
formadoras de anticuerpos 

1 1 ecnaca de Jeme 
1 '---'---.--~ 

'-----~ ---- .---.~-=-.,,..,...,.=,..,..,...---. 
Re.u liados 

Tccmca de Oresscr 
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VIII 

RESULTADOS 
PRODUCCIÓN Y PURIFICACIÓN DEL ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI 
CD .. + (YTS 191.1) OBTENIDO. 

La producción del MAb anli-CD4 se realizó por cultivo del hibridoma YTS 191.1 en medio 
RPMI 1640 e Hibrimax en una atmósfera al So/o de C01 a 37°C como se indica en la 
mctodologia. Las cClulas se propagaron tanto "' \.'itro corno in \'1vo par-a obtener liquido de 
ascitis. El sobrcnadantc del cultivo celular y el liquido de ascitis se prccipital"On con 
sulfato de antonio al SO~ó seguido de cronH1tog,rafia de afinidad utili7..ando como matriz 
protcina G-scfaros..'l. Se dctcrnlinó la concentración del MAb a las fracciones oblcnidas 
utilizando cspcctrofotomctria a 280 nn1. El factor de conversión utili:r .. ado fue: 1 Unidad de 
nbsorbancia es equivalente: a 1.44 mg/ml de MAh (Coligan, 1992). En la gráfica l se 
ilustran lecturas de absorbanc1a de las fracciones obtenidas en dos clucioncs despuCs de 
pasar por la colu1nna de proteina G-scfarosa_ En la primera clución se observa un pico 
mayor que en la segunda 

2 3 • 5 • 

,--..-1r• ••uc:•On 1 
-e-2da ••uelOn 

• • 10 11 12 13 1• 15 1• 17 1• 1• 20 21 22 z~ 2• 25 

Gr6ric• l. Lcctur-. de absorbancia de fracciones obtenidas en dos clucioncs al pasar el MAb por la 
columna 1.h: p.-olcina G. Se considera que 1 Absorbancia es a 1.44 m¡;/ml (Coligan 1992). 



La pur-cz.a del MAb obtenido se evaluó por ekctroforésis en geles de poliacrilamida·SDS en 
condiciones reductoras. en la figura S se í1ustrn un gel en el cual se obs,crva un banda a 50 kDa que 
corresponde a 1a cadenas pesadas de la inmunoglobu1ina y otra banda a 23 kDa que corresponde a 
la cadenas ligeras. En cuanto a su funciona1idad se rcnli:r.6 un cnsnyo de inmunoOuorescencia 
indirecta y citomctrin de flujo pam verificar que dicho anticuerpo no ha perdido la capacidad de 
unirse a la molécula CD4 (gr.ifica 2). 
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•·1cura S. Cornmienlo electrofore-tico en un 
gel de poliac11larn1da·SDS en .;ondicion
reductoras. En lól linea !l.t el marcador de 
p:-M> molcculu, en l• line• A y n el !1.1Ab 
purifi>::.-do que corrC"Spondc a un lo1c A y un 
lolc U r-~1ivamcntc. Se ObM"rvan el 
cooimicr110 de las ca.Jcmu. ~•s 1 - } 
y el de las ~cna. hgcl""iu. l ) 

- 14 

p..,_._ 
M • 
o 10000 
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Gr6fic-a 2.. His1og.ram:n de la población C04+ de ttmo marcados con !l.tAb VTS 191.1 20 µg, (U) y ~~·g (C). En 
A la población sin marcar En las ordenadas el nUmcro de c~lulas y en las abc1sas lnlcnsidad de Fluor~cnc1a 
M 1 rcpn::scnla la población que c"prc!Ml Cll-1 

ELIMINACION DE LA SUBPOBLACION CELULAR CD4+ ~;n vivo~. 

l. Porcentaje de células T CD.3+ y T CD.a+ rn ratones FI nor111alrs. 

La disminución de la población celular CDJ+ y CD4+ por el tratamiento in vivo con el MAb 
VTS 191.1 o con lgG de rata se dctcnninó en tres ratones FI normales. los porccnujcs de células 
T C03+ y T CD4+ en sangre periférica. órganos linfoides primarios y secundarios (tabla 4). 
mediante lnmunoflucrcsccncia directa y citometria de Oujo (FACS) 
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CD3+ 59 4~ 57 32 
CD4+ 35 JJ 44 89 

Tabla ... J-orcenlDJe de células CDJ t- y Cl>4 • en ralolll:!i. 1 , nom1alcs lklcnninado 
por la t.!cnica de C1tomclrla Je lluJn El porccnlDJe mo,.lritdo ... on el valor promedio 
de 1res ntlones 

11. Eliminación de la población celular Cl>4+ tic ~ani:re pcriféricu. en r:.loncs ¡.·¡ 
Ira.lados con el !\.-IAh YTSJ91.1. ter. prolncolo. 

Para poder evaluar la pan1cipación de las ¡,;-clulas (-()4" en una rc!'>pucsta in1nunc :i.ccundaria 
n paludismo, se rcali7.ó una cinética de clin1im1c1ón u11li:r..ando el anticuerpo monoclonal 
YTS 19Ll dirigi<lo contra la molécula CD4. La evaluación de la eliminat.:ión se realizó 
mediante citomctria de flujo a los 5, K. 14, :!O y ::!6 días de iniciado el tratam1ent(). Los 
resultados 1nucstran una eli.n1inación del 90'!ó Je dich;;1 suhpohlación celular en sangre 
periférica durante el di.a 5 (grfalica 31\.) porcentaje que se rnantuvo durante la rnayor par1c 
de la cinCtica. aunque ¡11 fin;1I del trata111icn10 se observa una rccupcracu'>n (gráfica J). 
Simultáncan1enlc se realizó la c111C1ica en un grupo control de ratones utilil" .. ando cnn10 
anticuerpo lgG de rJta. l.a pohl:iciOn celular CD-$ no sufnó ol11crac1ún sign1fic.ativa (gr..ilica 
30). 

111. t:lin1inacii>n Je la población ccluh1r Cl>4+ en úri:ano,.. linfoides primario~ J• 
secundarios en ralonc" •-1 trahu..lo" con el i\.1Ah v-1-s1 1Jt.t. ter protocolo 

A pesar de que se obtuvo una importante clinlinación de la subpohlnción cclulaT T CD4+ en 
sangre periférica en los ratones tral&idos con el l\.1Ab YTS 191.1. es importante evaluar 
dicha población en órganos linfoides sccundanos tales con10 ba:l".o y ganglios linfaticos. 
sitios donde se concentra una gran cantidad de estas cC:lulas. La subpoblación cclulaT T 
CD4+ se dc1crminó por citomclría de flujo en los dias 20 y 26 de iniciado el protocolo de 
eliminación los resullados muestJ"an que el grupo de ratones tratados con el MAb YTS 
191.1 sufrió una disminución de la subpoblación celular T CD4+ del 57-60o/o en ba7,0 y del 
36-49'"/e en ganglios con respecto del grupo tratado con lgG de rala (Gró.ilica 5 ). Dado que 
los órganos hnfoidcs pritnarios son los productores de los linfocitos T, tambiCn se anali:.o-..ó el 
efecto del tratamiento con el f\.1Ab YTS 1C)1. 1 en el limo, donde no se observó ninguna 
altcrnción de la subpoblación celular CD4+. Debido a que las cClulas T CD4+ expresan la 
molécula CD3+~ en el rnismo expcTimcnto se dctcnninó el porcentaje de células con dicho 
receptor en sangre pcrifCrica y en los órganos ya mencionados, tanto en los ratones tratados 
con lgG de rata como en los tratados con YTS 191. 1. No se observa disminución 
significativa de dicha población corno se muestra en la tabla 4 y gnifica 6. 
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B 

Crific• .J. Histoi;.rama de la población celular CD4+ en sangre penftric.a. determinada por citomctrfa de Oujo 
el dfa cinco del 1raLamicnlo. A. ratones crat.ados con MAh YTS 191 .1. B, r-atoncs tratados con JgG de rata. En 
las ordenadas el numero de c.!Julas y en las abscisas Intensidad de Fluorescencia. 
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ICJTr•t.d09 eon JgG d• ,..g, ~Tr•~O. con YTS 1Dt. t 

Grinca 4. Porccnrajc de celul;.:u C04 +- en ralone"i rr.uaJo., c:nn l\.IA h'> Y ·1S191 y r.1'one'> 1r;11ados con l~G de 
La de1cnninac1ón se rcali~ó mediante c1ton1elrla Je llu10 C'n 'º' d•J'i dc-1 lro11.ur11c11to 1nd1<.ado~ 

RESU,,tf:N DF: J.tESULTAl>OS l>EL Pltll\.11-:H. PH.OTCJCOl...O 
Ct:LUL4S TMA rAL>O~ (_·uN J H.A l'AL>U._ (_;()N ()J!'lo~tlNUCIUN H.•:..,r•~c...-ro 

JcG Df: N.A·rA , ...... , l\fAb YTS 191.1 (~.J OF.L. CONTROL{%) 

CD->• .15.•J .l J6 
CD-<• 2.5.77 24J ~I0.5 .. Cl.>.1• 61.~ , . 1 111 n 

SANCRE CD4• JH . .57 7 7-l- 80 o 
Cl>J• ><• 1 lf1-I 

Cr.>4• .J7.45 '4 X5 (• ,6 CDJ• 84 85 4.? 25 
CD4• 2h 2 18 45 2'' 6 

w Cl.J.J• \(o() ():! 

BAZO CD4• 22.6 97 ,, 1 

26 C0.1• l7, 2K 7 .?15 

C04• 24.8 IO 1 

'º CO.J• 6" 4J J JJ.7 

GANGLIOS CD4+ J6.5 18 9 48 2 

26 C0.1+ 5).1 "o 
CD4+ 24.6 "·7 J6.2 

'° CO.J• NO 
TIMO CL>4• 36.J 88 2 o.o 

26 CDJ+ .J.a 2 27 7 J•) u 
Cf.>4+ llOA 76 7 º' 

T•hl• 5. robl;ac;:i~ celulOllrcs CDJ• y CJ>.a• en s..-.n¡;.re pcr1fértc0ll. órganos linf,udes pr1m011r1os y secundarios de 
ra1ones control (lratados con lgG de rat.11) y r•lones l1;:1toados con el P\..fAh :u111·CD4 (YTS 1<>1. 1 ). evaluados por 
citometrla de flujo en los dias indicados en el ler. pn•locolo de eliminación celular El porcenlaJC de ehn11noc1ón 
de 1.a pobl.ción cdul<U' en los ralone-s lr.iilados con el MAh con respeclo de su cnnrrol se rnucs11;:1 en la Ullmla 
columna. NO. no dettrmin-io 
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%CD4+ 

~ l].r]. l)o lb ..... :;:;;,::;.::::~: .. 
SANGRE BAZO GAHGLJOS 

Gráfica 5. PorccntillJC' lle células Cl.)4 • en ór~anus linfuuJeo;. pr1111;1rovo;., o;.c:cunJ,1nvs ~ .. ;111¡,:rc pcrifc!rica en 
raloncs 1r.11ados con MAbs YTS-1'>1.I y r011one~ 1ra1adu"' ,.,n f~<i de ralos La dc:i..·rnunación se reali.tó 
med1an1e cllomctrfa de flujo en lo.,. Jlas :!O y :!6 del trat;un 1en10 

'%.C03• 
90 

a TQUdos con lgG do nrta 
•Tr;at.ados con YTS 191.1 

DIA 

Cr•rtca 6. Porcentaje de células CDJ• en órgan~ linfoides primario'l, sccundarms y :ooomi;re periférica c:n 
r.nonc:s tratados con MAbs VTS-192 y r.uonc:s testigo tratados con JgG de r.ua. La dct,·nuinación se realizó 
mcdianlc cuomc:1rla de flujo en los di.as 20 y 26 del lralarnicnlo. La dc1ermmación de células CDJ+ del dla 20 
en el cimo no se realizó. 
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OPTIMIZACION DEL ESQUEMA DE ELIMINACION. 

V. Eliminación de I• pohl•ción C'clul•r CI>4+ en ganglio!I linfáticos utilizando 
sq;:undo protocolo de eliminación. 

A pesar de haber logrado una hucna eliminación de Ja población celular CD-i + en sangre 
pcrifCrica. en órganos secundarios no se obtuvieron buenos resultados. Por tal ra7Ón se realizó 
un ~cgundo prolocolo de eliminación. en el cual ;s partir de la ~cgunda semana de tratanucnlo. 
la aplicación del J\.1Ab se rcali."6 cada tercer Ji.a a diferencia del prirncr prowcolo en el que :<.e' 

aplicó la dosis cada cuatro dias. Además de que se acortó a 12 dias. Tarnhién 5.C rcaliJ":ó la 
cinética en un grupo control de ratones ulili7...ando como anticuerpo Jg<J de rala Jos cuales no 
sufren difcr-cnci.-is significativa., de un día a otro (tahla 6). En cu.anta a 1<1 eliminación de c¿,lula .. 
co.i+. mejoró>'ª que en ganglios linfalicos se logro una cllmin•1ciUn del 67-85 ~ó (gráfica 7J 

l>IA Ct:LULA TRATADOS CON ·rkATAl>OS CON OISMINlJCION H.t:srt:c..•o 

"' IEC DI: RATA(•/.) "'IAb VTS 191.1 (•AJ Ot:L CONTROL (•/•J 

CUJ• S<1.2•J _ls 86 34.45 
CD4• ofl.34 6.•11 84.3.;? 

CDJ• s•.10 .lS 91 
GANGLIOS CD4+ 44.08 14 44 67.24 

CDJ+ 7.ljl 65 46 84 J7 2.'i 
CD4• 44.97 13 IJ 70 80 ., CDJ+ '1.41 J2 8.;? 36.16 
CD4+ 37.80 10.2) 71.16 

l"abl• ir.. 1•.•t>l.a<.1unc' cclul.,.rc' LPJ• y Ll>4• en g;anJtlt05 de róUone' <.:unlrul (11.at.a,Ju., L'"' l¡::C, d<.: raló'I) :o r.11nne ... 
lr;il.aJo,; ,;un el !\.tAh ... nu-Cl>-4 CYIS l•JI 11. e-..aru.-..Jtt'" f'º' <:ol<>nu;1r1.1 tic llu1" ,.,, "'" •l•.:o' 'i"•' -· •n<J,.,.,n en d .:'du 
pfnlnculn p.1r.1 l.a clunon;lk;oón Lt:lulaf LI ,....,<.:cnlaJe Je clonunow;u\n Je 1.1 I""''"'·''-'"'" <.clul.or "'" 1,., ra1'"'"'' lratadu~ '"" ..cl 
Ml\h Lun '"'"P.:"'" J.: ~u c;unuol...., mu<."'"" 0:-11 l.a ul1nna i:nlumn;a 

Día 12 

Cr.ilif".c. 7. Cinética de la ehmin...c:10n de la pobl..:ión Cf>..4+ en ganar.o, hní.t11cos de mtones 1nll4do' co" MAh VT'" 
191. 1 en un M"Sundn protocolo de chmin>*CiOn Los etlulas se marc4run con an11-C04 i:onjueado a fluofC!l<l;cnc1¡¡_ el 
primer pico rcpi-ic:i..:nt.a las ctlulas sm marcar)' el ~gundo la pobl>*Ción ccluloar Cf}.4 + 



VI. Eliminación dr I• población celular CD4+ dr sangrr prrirrrka. órgano:. linfoides 
prim•rios y !H~cundarim1 rn r-.11onc5 tratados con <'11\tAh VTSJ9J.I. 3rr. prolocolo. 

Debido a que se logró una buena eliminación de la población celular CD4 t- en ganglios 
Jinfiiticos utilizando el segundo prorocolo de clintinnción ~ re;1Jj7ó un rcrcer protocolo en 
donde la dosis fue Je 500 J.•&. durante los primeros días la inoculación fue diaria. después 
solo cada rerccr dia hasla cumplir Jos doce días del prolocolo. La evaluación de la 
eliminación se realizó en sa.ngre periférica. órganos linfoides primarios y secundarios 
mediante ci1ome1ria de flujo en Jos dias 3, 6. 9 y 12 de iniciado el lratamienro. En Jos 
resultados (gráfica 8) se observa que se a1can7.ó una buena eliminación de Ja población de 
células CD4 ". excepto en tin10. También se rc:;di.r.ó fa cinética en un grupo control de 
ratones utili7..ando como anticuerpo lgG de ra.ta. en donde Ja población celular no sufrió 
ahera.ción signific;itiva. En el mismo expcrimenlo se dererrnint·) el porcent.aje Je células 
CDJ+. en sangre pcrifCrica y en Jos órganos ya mencionados, tanlo en los ratones lratados 
con JgG de ralit como en los 1ratadus con YTSl91.I. Tahla 

0Traitadc»9Con 
JgG de rat.o 

•Tr•U.CSO. con 
YTS19"1.1 

%.CO.-• 

Timo 

Crjinca 11. PorcenlaJe de célula.s C[)..S +- en sangre periférica, órganos linroides pnmano:s. y sccunJanos de 
r.:110.-ies FI conirol (1ra1ados con JgG de rara) y ratones 1r111ados con el MAb anli·Cf.>4 (YTS l?J.J). 
ev11luados por cirometrfa de fluJO en los dfas que se indican en el )cr prolocolo de ehm1nación celular 

Simultáneamente se trató a raloncs FI no imnunes a paludismo de acuerdo al tercer 
protocolo. El día 12 se les determinó el porcentaje de Jintbcitos T CDJ+ y CD4+ en sangre 
periférica. órganos linfoides primarios y secundarios. (tabla 8). En la gráfica 9 se 
encuentran Jos porcentajes de la población celular C04+ en el día J 2 del protocolo de Jos 
ratones inmunes lratados con el YTS J 91. J y de raloncs no inmunes a paludismo que 
siguieron el mismo tratamiento no observándose diferencia significativa. 
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SANGRE 

GANGLIOS 

Tl:\10 

RF.SUMEN DE RESULTADOS DEL TERCER l'ltOTOCOLO 

DIA 

1 o 

10 

Ct:LUL.AS rlC.ATADOS <.'ON 
h:G Ot: MATA(•..<.) 

Cl>J+ 5l.8S 
CD4• J3.S7 
CDJ• SO.J.S 

CD-4• 34.l I 
COJ• S4 82 
CD4• Jt.29 
CDJ• 6.l OJ 
CD4t- 32.99 

CL>.J• 4:?.!'>S 
CD-4• 2.S.67 
CDJ+ )6.74 

CD4• 24.41 
CDJ• ... ,_qg 

CD4• 2.S XJ 
C:DJ• 32.2.S 
Cl>4• 20.42 
CDl• 
CD4• 28.8.l 

THATAOOS C.ON 
MAb YTS 191.1 (•/.) 

.lJ 6.1 

2.20 
ND 
4.72 ,, 17 
2.9.S 

41 )6 

2 60 

2J 04 
6 <)7 

21.74 
6 -:!.7 
l.S J(> 
J 7.S 
I') Of, 

>MI 

40 17 
ll HS 

DIS!\llNUCION KU.t"t:.C-1 O 
n•:&. CONTROi. t•/•) 

.17 .,, 

71 

., 
71 

CD.1• 67 IK 47 ,,, 

CD4• " 61 10 72 
2•1 

---~~~-~~~~~~~-~~~~~~~~---~~-~-~,-.,~~~~-• 

CDl• _l·l'>l. 

C-04• 12 8) 4 9K 
t----i"~~-·~~~~~~-..~~-"~~~~-J--~~~~-"';~-~~~~-1 

CDl• 60 17 44 ~ 1 

CD4• .14 R5 NI> 
Cl>J+- 2K 6h 48 S2 
CD4• ')6.')2 
COJ+ 27.J 1 2.l.1 s 
CD4• 83.42 ND 
CDJ• 18.26 20.00 
CD4• 91.09 73.38 l<J 
CDJ• 21.46 I•) SS 
CD4• 77.6.S 8.S.17 

Tabla H. Poblaciones celul.:ucs CDJ • y CD4 • en s.angrc pefiíé:nc.1, órg.anos linfoides pnmanos y 
secundarios de ra1ones con1rol (lnUados con lgG de rala) y ralones lr~uados con d l\.1Ab an11-CD4 (YTS 
191.1 ). evaluados por c1lornelrla de nujo en los dias del prolocolo J de cl11111nac16n celul.-.r que se md1can El 
porcen1ajc de ehmmac16n de la población celular en los ratones 1ra1ados con el l\.tAb con rcspcclo de su 
conlrol sc mucura en la ultima columna. NO. no dc1crrn1nado 
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0•11'0(%) 

COJ+- ,7.48 ''-12 30.Q,i 47.0' 
CD4+ 4.41 3.33 7.48 86.39 

T•bl• 7. PorcentaJC" de hnhiocrto'I T CD3• y T cl>4· en r:atones no inmunes tratados 
con MAbanti-CD4 (VTSl?l.I c-ldla 12detr..lam1en1odel tercer prococolo. L• 
detenninote:ión se reali1ó por inmunonuorescencia d1re("ta y FACS 

--

a Ratón tr.tado ea.. fgO ~ nlta 
(Dt• 121 

O A.Ión Inmune tnotado con 
YTS 191.1 (dla 12) 

•Ratón no lrwnune ll"aLMSo con 
YTS 191.1 (di• 12) 

Gr•raca 9. Porcentajes de cc!Julas T CD4+ de ralones sin 1ra1amien10 y del dla 12 de 1ratamienlo del tercer 
protocolo lanlo de, ratones lralados con lgG de rata como de rutoncs inmunes y no inmunes a paludismo 
lrarados con YTS 19 1 . 1 . 
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A 
Sangre 

•Trauiooe c:on 
lgOdenot. 

DTratado9 con 
YTS191.1 

c._. _ _,"'" C'"'"' id JK""°"'olo 1 'J' po'04<>Colo ) de I• pobl~>ón 
~~~-;:~! ~IM• en ,..., • ..,. f>C"t1ítro.:.. dor rat<N>C'I Ual..SO.. c.-

e 
Ti010 

prOIOC:OI01 Pf'olocolo 3 

u 
Bazo 

~LL 
pt"otocolo 1 pro1ocolo JI 

Curnparac>ón cnUc d prot ...... olo 1 y prol•>eu&<> l <k la p.>hl-..->n 
cd.,l:w CIW• en hU<>. dc '"''""""" u:.1ado" con YJ">l91 1 

D 
Ganglios 

~b Lnb._ 
prolocolo 't pro1ocolo 2 proloc ::>lo 3 

(._'nn1p.arac>éH'I cnuc el P'''""'' ,. lc:u:cr poul<>Colu .Je I• pohl-oón C°"'par-=oñn cnnc el P""o>tnc;olu 1. 2 y l de I• publ-1<lo'I .::clular 
CC'lular Cr>4• en ton"''· ck rat1....,.s uatad<,.. """' yt ... 191 1 CO-f• en a;>nJCIOfK. <k fatoo..:, 1ro1t-S..~ c;o>n VTSl91 1 

GráOca 10.Comparación de la eliminación de la población CD4• entre los prolocolos rcali7~dos. La 
dc1cnninac1ón se llevó a cabo por C1tomctrta de Flujo. El porcentaje de los ratones tratados con l&G de rata es 
el "1;:1lor pron1cdio de los obtenidos durante: la. cint1ica. dc:I protocolo corrc:spond1c:ntc:. 
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A 

e 

:;i"[,_'".;::.:~~::.::.. d ...... Pw-···' ... . 
~ 'l 68°08° 

~a• 1a 1 10<1 10> m"' 

Al>tó••-•'"'"'""'•~oco• YTS '"ill-2 
e~o o.;. 12 ~u"'º'<><°"° 
""-•of .. orc~<c-..co"' d9't<•• 

... . 
o 100.00 
t 9• 21 
2 581 

u 

D 

p,..,.,._ ... , ... "' o 10000 

1 •9.10 

A~O..-•r~~oco .. YT$ 191.1 
8~o º'"' 12 3cr Pt-o<olo 
'--tkoo<rc;cc-.c•"' .. dwcct:ii 

•D" 

Pw-c•u ... . 
o 
, 100.00 
2 00.00 

Grific• 11. Comparnc16n J.: la dC1cnn1nac1ón de la población cclul;u CD4+ por lnmunofluorc~cnc:1a 
directa e indirecta. }•oblación sm marcar (A). p<>blación Je CD-i+ de ratón sm lralamicnlo man~ado con VTS 
191 1 por lnmunofluorc:Kc:ncia mdirc:cta (ll). población de C:D4+ de ratón el dlo1 12 de lr.tlam1cn10 con MAb 
YTS 191.1 m<1rcado'!i. con conj11gaJo GlllCO por lnmunofluorcsccnc1a directa (C) y con MAb VTS 191.I 
(O). 

Dlsminución de la cooper-ación celular T-11 por la e-liminación de la poblacilJn celular 
CD4+. 

Para verificar la eficiencia de los protocolos de eliminación celular Je la población CD4+~ se 
realizaron las técnicas de Jeme y la variación dise~ada por Drcsscr en donde se evaluó la 
cantidad de cClulas que fonnan anticuerpos para un antígeno timoJcpcndientc (eritrocitos Je 
camero) como una prueba funcional de la cooperación de los linfocitos T CD4+ con lo~ B para 
la formación de anticuerpos. Los resultados obtenidos por la técnica de Jcrnc (tabla 9), indican 
que en el primer protocolo de eliminación, los ratones tratados con el MAb YTS 191. t 
manifiestan una disminución del 72 o/o en el número de células p["oductoras de anticuerpos en 
comparación con los ratones trata.dos con 1gG de rata. Con el segundo protocolo de eliminación 
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se logró disminuir In coopcrnci6n celular T-D haslA un 93% y en el tercer prolocolo hasta un 
96%. En los resultados obtenidos por la técnica de: Drcsser (tabla 10. fig_ 6). los porcentajes Je 
disminución, en la coopcrnc:ión. son muy similares que los obtenidos por la TCcnica de Jeme:. 

rrotOC"olo l>'• M..mtonrs tr•l•do• 

rrhn•ro 2b lgü de r•I• 
Y"IS 191-I 

li;tG de ral• 
YTS 191-1 

~·•do lgG de r•ta 
YTS 191.I 

12 lgG de n1UI 
YTS 1q1 l 

lgG de rala 
YTS l'Jl.I 

Tirrtirr lgG de rala 
YTS '"' ' 12 lgG de rala 
YTS 191 ' 

No. de t1tlul•• produttor•• de 
•ntituir~ POr b•zo 

36.150 
10.100 

27.525 
2.550 

28.125 
2,100 

30.J75 
4.275 

25.875 
1,875 

28.125 
1.200 

23.t.25 
1.275 

Ubmlnudón dll' ta 
eooi.wr•ei.ón ¡•/.) 

72 

.,, 

.,, 
Tabla 9. Células f"onnadoras Je anticuerpos de1enn1nadas por la 1écn1ca de Jeme en n1toncs tr;iitados con 
lgG de rata y en ratonc1. tn1tados con el MAh VTSl91 1 Los valore1. moo;.tradus en el cuadro MHI el 
promedio de los resuhados obtenuJo1.. debido a que en cada ensayo se realizaron preparaciones por dupllcaJu 

rrotocolo ll.atOllll'• tr•lado• No. dll' cfl•I•• productor•• l>iunlnución de la 
d• ••tic-••rpo por baao coopirraclón (·~) 

lgG de rata 22.500 
VTS 191.1 7>0 

~undo lgG de rata 16.875 
VTS 191.1 7>0 96 

12 lgG de rat.a 10,875 
YTS 191.1 1.875 83 

6 lgG de rat.a 14.250 
YTS 191.1 >OO "6 

Tirrcer lgG de rata 14,2SO 
YTS 191.1 7>0 9> 

12 lgG de rata I0.500 
YTS 191.1 562 9> 

Tahh• 10. Ctlulas tonnadoras de anllcuerpos dclcnn1nadas por la 1ten1ca de Orcsser c:n ratones tratados co11 
lgG de rala y en ratones lrat.ados con el l'\.1Ab VTS 191.1. Los valores mostrados en el cuadro son el pron1cd10 
de los resuhados obtenidos. debido .a que en cada ensayo se tn•baJaron dos ratones por grupo. 
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A 

B 

Flaur• 6. Célula .. fonnadura!> de an11cucrro (Cl"AJ por l.s técn1ca de Dre~!locr En A ">C' ob!>cn•a la 
CFA en el i;::cntro de la plac.s llllca En B no ">C lllUC\lran CFA :'.>ªque C'i un conlntl ncgal1\.o 



IX 

DISCUSION DE RESULTADOS 

Se ha demostrado que las célula..<i T CD·t+ tienen un papel muy importante en el 
cstablcc:imicnto de una rcspucst."l inn1unc protectora contra paluJisn10. sin embargo. Jos 
mecanismos moleculares implicados no se han elucidado al.in. En el presente trabajo se llevó a 
cnbo la producción y purificación del an1icucrpo monoclonal de rata anti-CD4 (YTS 191.1) 
dirigido contr·;:1 Ja n1olécuta Cl>4 Je r;:ttón así corno tambi~n cinCtic~L'> de eliminación;,, vivu de 
cClulas C04-t- en ratones Fl con dicho anticuerpo. El cs4ucn1a de clin1inación de los linfocitos 
T CD4 pcnnitc 1cncr ratones con niveles rnuy bajos de esas células. para utili;r .. ars.c en 
experimentos 4uc p..:nnit;:u1 conocer l;:1 [Xl~ihlc part1cipac1ón de dicha suhpohlac1ún celular 
durante: una rcspuc~la 1nn1unc sc:cundario:t a paltH.Jisn1u. 

Debido a que las cdulas que producen el ~1Ah ;rnti-CD·I son 11n hihridu rala-ratún. p.ira poder 
lograr producir el liqui<lo 1. .. k a~c1t1s en lo~ rJtoncs Bi\.l.Blc. ~e rc4uiriú ~ornetcr J los roedores 
a inmunusuprcsión u1iliz.an<lo hidrocort1soua e irradiando con r;:1yos p,amma (450 r<H .. b.). El 
l\.1Ab tamhién se produjo \.·n el ~ohrcnad~ulte de rnedio de cultivo a 37°C; en atn1ósfcra al So/o 
de CO, y 5~~ de SFll .. En la purificación se considcrurun dos técnicas; la primera fue precipitar 
Jos anticuerpos del líquido biológico añadiendo una concentración de sulfi1to de amonio del 
50% de saturación eliminando así gran cantidad de lipidu<i y pro1cinas que no son de nuestro 
interés. sin cn1hargo en el precipitado tan1biCn se encuentran proteínas de peso molecular 
elevado por lo que se utlli7ú una segunda tCcnica de purificación .. La cromatografia por 
afinidad Fe-especifica, cn1pleando una columna de proteína G. en la cual el MAh anti-CD-4 
queda unido a la protcina G y la albún1ina y otras proteinas se cl1n1inan en los lavados. Se 
obtuvo el anticuerpo deseado mediante la ruptura de los enlaces antigcno-anticucrpo al pasar 
por la columna una solución ácida que rnodificó el pi 1, en cada clución ~e r-ccupcraron las 
fracciones que eontenian el ;anticuerpo. A la.s fracciones obtenidas se les determinó la cantidad 
de proteína presente (gráfica 1 ). Cabe señalar que el liquido biológico en donde se encuentra el 
MAb anti-CD4 se pasó n1ás de tres veces por la columna para obtener la mayor cantidad de.: 
anticuerpo. por- lo que las fracciones obtenidas muestran lecturas Je al-tsorbancia menores en 
cada clución, es decir en cada elución va disnlinuycndo la c.antídad de protcina en el liquido 
biológico. rara evaluar la pure:l'...a del l\.11\b purilicado, se realizó electroforesis de acrilamida 
en condiciones r-eductoras (figura 5) después de cada paso y al linal del esquema de 
purificación revisando de este modl) el producto final .. 

Se "'criticó la funcionalidad del anticuerpo purificado por la técnica de inmunofluorcscncia 
indirecta en la cual se puso en contacto. a células de un órgano linfoide, como timo y el MAb 
anti~CD4 purificado. como no perdió su funcionalidad se unió a las células T CD4+ presentes. 
de otra forma se hubiera eliminado en Jos lavados .• para detectar la unión antigcno-anticucrpo 
se adicionó un anticuerpo anti-lgG de rata Ouorcsccinado el cual se unió al r-..1/\b purificado 
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por Jo que .al leer en el ci1ón1e1ro de flujo se dctci.::tó uua pohl<-1ciún celular 111arc;u.fa con 
tlul>rcsceina (gnHico ::!, región ?\.·1 l) que representa J;¡ pnhlac1ón celular 4uc L":'l.prcsa la 
molécula CD4 prcscnle en ese órgano linfoide. 

,.,1 tener unu cantidad adccumJa de anticuerpo se proccd11'1 a la cl1rn1nac11·1n <le la ~uhpohlac1•,n 
celular T Cll-J • en ratt.1ncs FI 1nn1unc~ a p•tlu<l1snH1 J,a d1n11na..:1<•1J de la p.1hl.11.:1ún celular 
Cl)4..- en r;ltoncs F 1 tr;.1t;.i<los ..:on c!"I !\-1.-\h antr-Cl>·J. de ;1cuerdo .1J pruncr protocolo. rc!>ulto 
casi curnplcta de !.1'i cCJulas Cl>4 t- en !'.angrc pcntC,-ic;.1 prác11c;uncnlc durante h•d•• el 
tratanliento (gr;iJiC>l 4) E~ta clirnin;u;ión fue cspccífic.;1 d.1.Ju .. ¡uc nn :-.e oh:-.crvú tal clin11n.1c1ón 
en Jos ratone:-. tratados con Jg(j de rata y !ns valnrc:-.. pohlac1onales oh1cn1do<; en 1.iJ.:.,, r;1tone'-. 
no se alejan de hlS valores ohteni<lus en rah•ne<> n«•nnalc" (t;1hJ;1 4). 1:n el di.1 2<1 dt:I tr;.il;.in11entu 
con el ~1Ah de acuerdo al lcr. protocolo, el porcentaje de cdulas (~J).¡ + nh1cn1.Jo en sangre 
pcnl"eric.:•1. prescnló un.a clc"ación cc.1nsi<.k·rahle rc~pci.:to a las dc1crn11nacu•ncs p1c.,,1as. <l1cha 
obscr..·ación pu..Ju:r>t cxplic;:1r~e 1.:ons1úcrou1do que la ad1nuu-.,tr;ll:1on de :\.1Ah YTS 1fJ1 1 ;1 lo .. 
ratones fue di.aria 1.•n J;i prin1er;1 scniana y en la., .Jo., lilt11ua->. l.1 1nocuJ,1c1ún del anticuerpo '-.e 
<listrihuyú por cuatro .Jia-.. lo que prohahlcn11.·n1t.• provocú l;1 r••:-.1hk· d1~.rn1nución la 
conccntral.'.1<."n .Jel YTS J•)I 1 en el r;1tún 11• que qt11/.;1 pcr1111l1•• l.1 rccuper.u.:1ún d1.· L1 
suhpohla..:1ón ...-t:lul.1r CD4 • 

t.•011 rc~pcl.'.lo a lo:-. org;ino~ linfo1..Jes s1.·cundario~ (ha/lt y g:ingltd•>) 1.1 L"l11n1n.1..:1on de !Js 
cC-lulas (-f).J • lue lllL"tH1r a la oh~crv.ad;1 en sangre ¡K·riférica (grafic.1 :'). p••:-.1blc111c1He J.1 
t.:otnpart1111c111.11.·1l111 úc du . .-h~1~ úrganos ev11.1 una 111ay1>r clun111.1c1t'i11 de J;i·, ..:1.·!11!.1-. ( "[).l + tl hu:-11 
que se rcqun:ra ru;iyun:s co1u.::enlrat.:1ones del !\.11,h y·¡-s 1')1 l 1't1r •Hr.1 p.1ne . .:11 1 • .'I tuno no -.,1.• 
logró l.1 eilrn111.1cio11 d1.· l.1~ células (_"f).I +-. cu1111• lu 1n1.hc;.1 l.1 ~1111il1tud d1.· lo•. po>rcc111.;11e'> de 
célula:-.(_"()~- tanto c.:n los r;llones tral;uJos 1.·011 Y'ISl'JI 1 ..::orno en lo~ 1r;1t.1dt1:-. ...:on lg(i de 
rat;1 1:1 111110 con1u úrgano linfoide prirnarto. es c.:I :-.1110 doni.k· 1nadl1ra11 lo-..; linfnc1ln~ y pt.-ir In 
tantt• es gc1H:rad11r <le n11llonc~ de ellos, <le tal 111anera que ~• se.: prc:-.1.·n1;1 la cl11n1n~1c1ún de 
cC-lulas CIJ·l • 111cd1ada ptlr la acciún del YTS 1<J1 1, pos1hlen1cntc un autncnto en l;1 
produeciOn de Jo-..; nlis1nns pudiera con1pcnsar dicho efecto -i·arnhu:n '.'-.C c•hser"ó una 
<lisminuciOn en d p~.Jrccnt;iJC de cClulas CDJ t <le sangre periférica en rall"lflCS tr;llado.., con 
YTSJ<Jl. I con re:-.pccln a lo~ valores observado-..; c.:n lo'-. rah1nc'i tir .. ·:-.11go-..; (grúlica 6). Este 
rcsuh;1do :-.e i::-.pi:raha. da.Jo que existen célula~ qu1.- prcscrllan t;11nh11.•n el 111arc;11.hlr CJ)4 ~ .1! 
clirn1nar a las células Cl)4_._ se <lisn1inuyc el nún1eru total de célula"> (_'[)1 + 

Se utilizó un segundtl protocolo de elirninac1ún. en el cual ~e n1anejaron alguna~ 

n1cx.lilicacione~ cc.u1 re~pcc10 al prin1ero. una de ellas es que en la prirnera sernan;i y en Ja 
sigu1cn1c se aplicaron dosis de anticuerpo de 3001-1g. caUa tercer dia. a diferencia del c~qucrna 
inicial en el cual ~e aplicab:i. cada cuarto dia. ()tra diferencia es que ~e ú1sn1inuyeron los <l1;1s 
de 1ra1;:unientu. ya que en el prin1cr protocolo durO ::!6 <.Has, 1ie1npn en qllc un ralón nonnal 
tarda en rcponer:-.e a la infección provoca<l;1 p<tr el parJ.sito Plcun1ud111111 chahazu/J. En c~tc 
seg une.Jo prntocoh1 se e:-..tirnaron 1 :! dias de 1ratarnicnlo esto debido a que el l1c1npo de crisi~ <le 
101 parasi1en11a con r1a,n1odiun1 sp, se encuentra entre l0s dfos 9 y 1 ::!. en los que interesa tener 
clinlinada ;i la suhpohl.ación celular CD4·t para el estudio de Ja participación de Csta 
subpoblaciún en paludismo optimi7...ando de csw tOrn1a el uso de l\t1Ah purific;i<lo. En este 
protocolo se pretende ver si hay una mayor clirnin;ición al ernplcar una dosis mayor, en 
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órganos secundarios por lo que se reati_....ó Unicarncnlc en g•mglios linfáticos quienes nos darían 
una idea de como se encuentra la din1in;ición en sang.rc: periférica y <lcrnás órg¡1nos. para 
rcali:r.~u un tercer protocolo en el que se rnantcndri;a la rnisma dosis y se confirn1arian los datos 
obtenidos por g;tnglios u se ;nuncnturia 101 dosis para ohtcncr una clirninación n1ayor. A~d 
mis1no se ahorrnria una cantada.J considerable de anticuerpo anti-C'DJ antí-CD·i lluurc:sccínado 
ya que se disminuye el núrncro Je lcctur•L". 

Los rcsult;tdos nhtcnidos en ganglaus linf .. itii.:us indican que 1nici.:11rnen1c ~e obtuvo una rnayor 
eficiencia de clirninaciún de 1~1 poh)ación celular Cgrt\fica 7) en cornparación al primer 
protocolo l)e igual fonna qt1c en el 1 er proto..;nlo se oh~rvú una distninuciún en la 
subpt."'lblación celular CD3t en ;<.¡1n~re pcnfCric¡i de ratones tratados con YTSICJI 1 que con los 
ratones trat;ul\lS ClHl l~G de ro11a (tahla 6). Este rcsulto1du era de c~pcrarse debido a que la 
cli1ninación de lo1s célul.i~ CD-l • que t.1n1h1Cn poseen el ntarcadnr CD3 trae con10 
consecuencia la disn11nución dd ptlrcenta1e de cc.."lul.1" CDJ +-. 

De acuerdo a los resultados ohtenidos se plante\. un tercer protocolo en el cuo1I se aurncntó la 
dosis de ;1nticuerfK' anli-Cl"">-l 01 lo!> ratllnes y se ~•guiú 101 cinética de clin1inaciún en ~1ngrc 
pcrifCrica. y órganos linfoides pr11n.anos y ~ccundanos, se obtuvieron pon:enla.jc..·s n1ayorcs de 
climin;u:ión de cClulas Cll-l• Clln rc~pcctn al pruncr protocolo (gralica 10), en cuanto a timo s.c 
observa que igual que en el pri111er prutoc(1hl nn hay una disminución significativ;i (gráfica K). 
Por otro lado en g.:1nglios ~c..· c1lc..·ontrú l\UC con c..·I protocolo 1 se ohtienc una eliminación n1ayor 
a partir del dia 6 que en los protucolns anteriores (figura CJD). con10 se puede ver la 
clirninaciún tiende a aurnenrar hg.eran1ente u al 1nenn~ 1nantcnerse constante entre los Jias q y 
el 12. que son los dias en que se n:quicrc la eli1ninac1ón de c~t;1 subpubl.1c1on celular 

Durante este n1isrno protocolo se n:ali..-:ó un ensayo en el cual se indicaría si el anticuerpo 
producido y purificado era capa.1. de aurnentar in.is el pon..:entajc de ehrn1nac1ún de las cClulas 
CD4+. de t.al fonna que el dío1 1 ::! Je tratm11icnto C(ln d ~1nt1cucrpo S<..' rcali.1..ó la técnica e.Je 
inmunofluorcsccncia indirecta (grúlica 1 1 IJ). en donde no se obtuvo n1ayor intensÍJ¡1J en la 
Ouorcscc:nci.a. lo cll-411 indica que el 5.81°/o de células CD4,.. que permanecen en ba.r.o (groifica 
11 C) ya no son reconocidas por el l\.-1Ab anti-CD4 YTS 191. 1. por lo que no hay uniún 
antígeno-anticuerpo y en los l.avadns es elin1inado el l\.-1Ab YTS 191.1. de la 1nisma fon1"'la el 
anticuerpo anti-lgG de rata tluorcsceina<lo no tiene a quien dirigirse y tarnbiCn es eliminado en 
los lavados. por lo que el citómctro Je flujo no detecta alguna población fluorcsccinada. De 
fonna general este ensayo nos indica que, si se aun1entara la dosis Je ~11\b anti-CD4 YTS 
191.1 a los ratones FI inn1unes a paludismo. el anticuerpt.> ya no seria capaz de eliminar n1ás 
células CD4+. 

Por otro lado se rcali;t..aron las tCi.:nicas de Jcrne y l>resscr para evaluar la cooperación de las 
cClula.s T con las B en la producciOn de anticuerpos. En ambas tCcnieas se utili;t.an eritrocitos 
de carnero con10 antigcno los cuales inducen un~ respuesta tin10 dependiente. en donde se 
requiere que las células T CD4" cooperen en la es1in1ulación. proliferación y diferenciación de 
las células B para la producción de anticuerpos. po..- lo que si el MAb VTS 191. l es capaz de 
eliminar a la pobla.ción de células T CD-t+. se reducir;) la cooperación con la.s cClulas 13 en la 
formación de anticuerpos. Uti1i;r-·mdo la tCcnica de Jernc en el primer protocolo de eliminación, 



se logró disminuir esta cooperación hasta un 72°/o (tahla 9). Utili;,r.ando un segundo protocolo 
de eliminación. la disminución de In cooperación T-B fue del 93°/o y en el tercer protocolo fue 
entre el 95 y 96º/o. En cuanto n la téenicn de Drcsscr que maneja el fundamento de Jeme. tiene 
como ventajas de que se obtiene una sola capa de EC y células fnrmadora.."i de anticuerpos en 
donde se evita la sobrerosición de er"itrocitos y se pueden mantener las prcparai;;ioncs de 
manera pcrnlanentc. los resultados obtenidos por esta técnica (tabla 1 O) no se <1lcjan 
significativamente de los obtenidos por la técnica de Jeme 

La determinación del porcentaje de linfocitos CD4+ en los ratones tratados con YTSl91.1 y 
los testigos. en los diversos órganos y en los Jias de tratamiento indicados. fue posible gracia.e¡ 
a que el anticuerpo monoclonal anti CD4 de ratón conjugado a tluorc:sccina comercial tiene 
diferente sitio de rcconocitnicnto de la molécula CD4 que el r...1Abs YTS 191. l utili;r..ado par-a la 
eliminación in vivo de las células CD4+ de los ratones Fl. 
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CONCLUSIONES 

La dctcnninación por citomctria de flujo del porcentaje de linfocitos CD4+ en Jos ratones 
tratados con YTS 191.1 y en los ratones control. en Jos diversos órgnnos durante los días 
indicados. fue posible gracias a que el nnticucrpo monoclonal anti-CD4 de ratón conjugado 
a Ouorcsccina comercial, 1icnc difcl"cnte sitio de r-cconocimicnto de Ja molécula CD4 que el 
MAb YTS191.I utilizado par..t Ja eliminación in vivo de las células CD4+ de los ratones F 1 

• El MAh YTS191. I purificado por pn:cipitación con sulfato de amonio y por cromatografia 
de afinidad al ser administrndo rcpetidan1cntc e intrapcritoncalmcntc. de acuerdo al 
protocolo 3~ es capaz de eliminar casi co111plctarncntc la población CD4 + en sangre 
periférica y órganos linfoides secundarios de ratones (C57BL/6 x BALU/c)Fl inmunes a 
paludismo. 

• El esquema de administración del f\..1Ab YTS191.1. utili;1...ado para la eliminación de 
linfocitos T CD4+. En particular el protocolo J permite tener ratones carentes de esas 
células. parn utilizarse en experimentos donde se estudie la participación de los linfocitos T 
CD4+ en Ja infección producida por Plasmodiunr en ratones inn1unes. Esto nos pcnnitirJ. 
poder estudiar la especificidad de la respuesta in1nunc a Pla.\ntoclium en ratones inmunes 
carentes de células T CD4+. 

• La misma metodología de producción y purificación se podrJ. aplicar al hibridoma YTS 169 
que reconoce a la subpoblación celular de lintOcitos T CDS+. para producir y tratar ¡1 

animales inmunes a Plasmodium con el fin de estudiar su participación en el mantenimiento 
y especificidad de la respuesta inmune. 

• Las técnicas de Jeme y Drcsscr permitieron evaluar la disminución en la cooperación de las 
células T con las células D. para la formación de Anticuerpos en los r-atoncs inmunes 
tratados con el anticuerpo monoclonal anti·CD4. Lo anterior es una prueba funcional de la 
eficacia del tratamiento in vivo con el anticuerpo YTS 1 91 .1. 
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XI 

PREPARACION DE SOLUCIONES. 

Solución dr Al•rvrr: 

• Dextrosa 
• Citrato de sodio di hidratado 
• Acido cítrico monohidralado 
• Cloruro de sodio 
• Agua deslilada 

20.50 g 
8.00 g 
0.55 g 
4.20 g 

1000.0ml 

Se utiliza como medio para mantener la sangre de camero. 
r.:..stá solución licnc un pi 1 final de 6. J. EstcriJi7...ar en autoclave a 1 Olb por J S minutos. La 
sangre de carnero se recibe en esta solución en proporción 1: 1 y se deja durante una scman<J en 
el refrigerador antes de usarse parn que se estabilicen las células. además que no debeni de 
usarse pasadas cuatro semanas de su recolección. 

Solución Salin• dr Fo•f'afo!I (PUS 0.1 SM). 

- Cloruro de sodio 
- Cloruro de potasio 
• Fosfa10 de sodio dibásico (Na,1 IPO. Anh.) 
• Fosfa10 de potasio monobásico (Kll2 PO.) 

8.00 g 
0.20g 
1.15 g 
0.07g 

Se disuelven en JOOO mi de agua destilada ajustando a pJ-l 7.2. 

Es una solución salina isotónica. Pesar 8.Sg de CJon...ro de sodio y disolver en un litro de agua 
destilada. 

Suspcnaión de Erirrorilos de carne!'ro (EC). 

• Cenlrifugar a 2500 RPM la suspensión de EC (conservados en solución de AJsever) durante 
S minutos. 

• Lavar 2 o 3 veces el botón celular obtenido con solución salina fisiológica. 
• Ajuslar volumen a volumen en solución salina fisiológica a Ja concenlración deseada. 
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Disolver 0.96g del medio en 100 mi de ngun destilada. se ajusta el pll n 7.2 con bicarbonato de 
sodio hasta lograr un color salmón. 
Esterilizar por filtración en membrana milliporc. 

Solución saluradMi dC" ~ull•lo de amonio (SAS). 

• Sulfato de amonio 
• Agua destilada 

761 g 
JOOOml 

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

Amortiguador de lisb .• 

Disolver en 800 mi de agua dcsioni;r..ada los siguientes componentes: 

• Cloruro de amonio (NI t.CI) 
• Bicarbonato de pota. ... io (KI IC0 1 ) 

• Na1 EDTA 

8.29 g 
l.OOg 

37.20 mg 

Ajustar el pll a 7.2-7 .4 con HCI 1 N y aforar con aguan 1000 mi. 

PDS-NaN, 

• Azida de sodio (NaN J) 
• Solución de PBS 1 X 

PBS-NaN,, al 1•/. de Albúmina 

• Albúmina bovina 
• Solución de PBS-NaNJ 

1.00 g 
IOOOml 

1.00 g 
lOOml 
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• Acrilamida 
• Agua dcsioni7..ada 

SOLUCIONES PARA EL•:CTROFORESIS: 

40 El 
lOOml 

Debido a que: es ncurotóJ111.ica se recomienda usar guantes CU3fldo se trabaje con ella. huy que 
evitar un agilamicnto vigoroso al disolver yn que puede ere.ar aerosoles que: cau.sarian dai\o si 
se inhalan. Se debe almncc:nar en un frasco color ámbar a 4ºC. 

• N. N"- mclilcn-his-acrilamida :? 0/a: 
• Agua dcsinni7.ada 

2.0 g 
IOOml 

Aunque hay pt."cos datos que indican una posible toxicidad de bisacrilamina. es recomendable 
manejarse con precaución. /\ln1acenar en un frasco color ámbur a 4~C. 

Tris. 

l laccr los cálculos par..i la concentración deseada. pesar y disolver en agua desionizada. el pf l 
de la solución dcb..: ser ajustado con l ICI. 

Duodccil sulfato de sodio (SOS) 1 Oº/.: 

Duodccil sulfato de sodio 
Agua dcsioni7..ada 

Almacenar a tcn1pcratura ambiente. 

Pcnulfalo de amonio (APS) tO•/a: 

Persulfoto de amonio 
Agua desionizaJa 

10 El 
IOOml 

0.1 g 
1.0ml 

Almacenarla n 4"C. El APS descompone: rñpid;amente por lo que debe prepararse en el 
momento que se va a utilizar. Por Jo que se recomienda dispensar el APS sólido en tubos 
eppcndoff secos. para que sea diluido con agua dcsionizada al momento 
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H:rgulat.lor dr trutamiento pan1 la murstr• 2X 

Tris 1 .SM pH 6.8 
Duodccil sulfato de sodio 
GJicerol 
Azul de bromofcnoJ J % 
13-Mercaptocta.nol 

Aforar n 50 mi con uguu desioni7..ada. 

Solución amortiguadora dr corr;miento: 

Tris 2M pi f 8.3 
sos 10~-ó 

..-"\forar a 1000 mi con ugua de:i;ionizada. 

Solución decoloranle: 

Metanol 
Acido acélico 
Agua dcsioniz.ada 

25 mi 
2.0g 
!OmJ 
0.1 mi 
5.0ml 

65 mi 
20ml 

200ml 
JOOml 
700ml 
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