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Producir anticuerpos monoclonales partiendo de la sintesis de secuencias peptidicas
pertenecientes a glicoproteinas de membrana, los cuales son marcadores superficiales de células

dendriticas, esto con el fin de desarrollar un tratamiento contra la malaria.
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Resumen
De las enfermedades tropicales la malaria o paludismo es una de las de mayor preocupacion
por su alta tasa de contagio, principalmente en las poblaciones en paises en desarrollo, es trasmitida
por el vector Anopheles spp. y es causada por el parasito Plasmodium spp., entre los tratamientos que
se han desarrollado para curar y prevenir esta enfermedad no han sido eficientes, por lo que la
busqueda de un tratamiento es de gran interés. En este trabajo se realizd una produccion de
anticuerpos monoclonales los cuales estan disefiados para reconocer y unirse especificamente a una
molécula o antigeno especifico el cual fue inducido por la inmunizacion con un péptido sintético para
generar una respuesta inmunitaria especifica de ratones hembras de la cepa BALB/c. Se hizo una
prediccion de las regiones inmunogénicas de los marcadores de membrana de las células
presentadoras de antigenos en el modelo Aotus spp. mediante analisis “in silico”. Las regiones
previstas se sintetizaron y utilizaron para producir una respuesta inmunitaria en los ratones, también
se realizo la fusion de células PAI y células de vaso de ratdon y se realizd la evaluacion de
inmunogenicidad y afinidad de los clonos en Homo sapiens y Aotus spp., en donde se obtuvo una
respuesta positiva por lo péptidos sintéticos fueron reconocidos por anticuerpos monoclonales.

Palabras Clave: Anticuerpos monoclonales, malaria, sintesis de péptidos.
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Abstract

Malaria is one of the tropical diseases of greatest concern due to its high rate of contagion,
mainly in populations in developing countries, it is transmitted by the vector Anopheles spp. and is
caused by the parasite Plasmodium spp. among the treatments that have been developed to cure and
prevent this disease have not been efficient, so the search for a treatment is of great interest. In the
present work, monoclonal antibodies were produced which are designed to recognize and bind
specifically to a specific molecule or antigen which was induced by immunization with a synthetic
peptide to generate a specific immune response in female BALB/c mice. Prediction of the
immunogenic regions of membrane markers of antigen-presenting cells in the Aotus spp. model was
performed by in silico analysis. The predicted regions were synthesized and used to generate an
immune response in mice, the fusion of PAI cells and mouse vessel cells was also performed and the
evaluation of immunogenicity and affinity of the clones in Homo sapiens and Aotus spp. was
performed, where a positive response was obtained because the synthetic peptides were recognized

by monoclonal antibodies.

Keywords: Monoclonal antibodies, malaria, peptide synthesis.
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Introduccion

Las enfermedades tropicales como el dengue, el célera, la fiebre amarilla, la
tuberculosis y la malaria (o paludismo) son un importante objeto de estudio y encontrar formas
de prevenirlas y tratarlas es de gran interés a nivel mundial, en la Fundacion Instituto de
inmunologia de Colombia (FIDIC) estan enfocados en el desarrollo de una vacuna para
prevenir y combatir varios tipos de estas infecciones.

La malaria es causada por parasitos del género Plasmodium spp., esta enfermedad
genera una alta preocupacion en el hombre, debido a las funestas consecuencias que causa su
contagio, es transmitida por la picadura del mosquito hembra infectado de la especie
Anopheles spp., se pueden encontrar mas de 400 especies diferentes, donde 40 de ellas son
vectores de trasmision de la enfermedad (OMS, 2022). Segln la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) casi la mitad de la poblacion mundial esta expuesta a contraer esta infeccion,
241 millones de personas de 85 paises contrajeron malaria en 2020 y se presentaron
aproximadamente 627.000 victimas que perdieron la vida en ese mismo afio (OMS, 2022).
Esta enfermedad tiene una incidencia en los paises tropicales y subtropicales, siendo el mayor
porcentaje de incidencia en Africa, Asia Sudoriental, el Mediterraneo Oriental y el Pacifico
Occidental (WHO, 2017). En Colombia segun lo reportado por el Instituto Nacional de Salud
(INS) en el boletin epidemioldgico de la semana 43 del afio 2022 se notificaron 1.475 casos
de malaria, teniendo un acumulado de 60.994 casos, de los cuales 59.619 son de malaria no
complicada y 1.375 de malaria complicada, los departamentos con mayor incidencia de casos
de malaria fueron Choco, Narifio, Cordoba, Antioquia y Guainia (INS, 2022)

Diversos estudios han demostrado que esta infeccion por parasitos ha disminuido
gracias a diversas estrategia que en su mayoria son dirigidas por la WHO, pero estos esfuerzos
por la eliminacion de la malaria a nivel mundial podrian verse afectados por varios factores

tales como: la resistencia a los medicamentos e insecticidas, las creencias y practicas sociales,
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demograficas, culturales y de comportamiento, y la infraestructura de salud no reformada

(Dhiman, 2019; OMS, 2022), por lo que la malaria es ain la principal causa de mortandad a
nivel mundial. La infeccidn es causada por un protozoo pequefio que hace parte del grupo de
especies de Plasmodium spp., estos son paréasitos intracelulares ameboides que acumulan un
pigmento paltdico (hemozina), es un metabolito insoluble de la hemoglobina (Vuk et al.,
2008). De las 172 especies de Plasmodium spp. podemos encontrar cinco especies que pueden
provocar paludismo en el ser humano, P. malariae P.ovale y P.knowlesi, P.falciparum, y
P.vivax siendo los dos dltimos aquellos que representan un mayor riesgo para la salud,
tienen mecanismo de infeccion mas letal para el ser humano, y si no es tratada de manera
rapida y adecuadamente se puede desencadenar casos graves y potencialmente mortales
(Danel, 2018; OMS, 2022; Talapko et al., 2019)

El ciclo de vida que presenta el parasito Plasmodium spp. es complejo, se desarrolla
en dos fases: la primera es una fase sexual y la segunda es una fase asexual, como se muestra
en la figura 1. La infeccidon que se da por este paracito comienza en el momento que un
mosquito Anopheles hembra infectada pica a una persona sana e inyecta el parasitos
Plasmodium spp., en forma de esporozoitos, en el torrente sanguineo, los esporozoitos pasan
rapidamente al higado humano en donde se van a multiplicar asexualmente en las céelulas del
higado durante los siguientes 7 a 10 dias, sin causar sintomas, luego los parasitos, en forma
de merozoito, se liberan de las células hepaticas en vesiculas, viajan a través del corazon y
llegan a los pulmones, donde se asientan en los capilares pulmonares. Las vesiculas finalmente
se desintegran, liberando a los merozoito para que entren en la fase sanguinea de su desarrollo.
En el torrente sanguineo, los merozoito invaden los glébulos rojos (eritrocitos) y se
multiplican nuevamente hasta que revientan. Luego invaden mas eritrocitos. Este ciclo se
repite, causando fiebre cada vez que los parasitos se liberan e invaden las células sanguineas.
Algunas de las células sanguineas infectadas abandonan el ciclo de multiplicacion asexual.

En lugar de replicarse, los merozoito de estas células se convierten en formas sexuales del
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parésito, llamadas gametocitos, que circulan en el torrente sanguineo, y finalmente cuando un

mosquito pica a un ser humano infectado, ingiere los gametocitos, que se desarrollan ain méas
hasta convertirse en células sexuales maduras llamadas gametos, los gametos femeninos
fertilizados se convierten en ooquinetos que se mueven activamente y excavan a través de la
pared del intestino medio del mosquito y forman ooquistes en la superficie exterior. Dentro
del ooquiste se desarrollan miles de esporozoitos activos. El ooquiste finalmente estalla y
libera esporozoitos que viajan a las glandulas salivales del mosquito. El ciclo de infeccion
humana comienza de nuevo cuando el mosquito infectado pica a otra persona sana (CDC,
2020; Josling & Llinas, 2015; PATH, 2015; Soulard et al., 2015; Talapko et al., 2019; Vuk
et al., 2008). Todas las especies de Plasmodium spp. conducen a la ruptura de los eritrocitos
lo que conlleva una severa consecuencia, la anemia (Achan et al., 2011; Cowman et al., 2016;

Vuk et al., 2008).
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Figura 1. Ciclo de vida del paréasito que produce la malaria. Adaptada de (PATH, 2015)
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Entre los tratamientos que se han desarrollado para combatir esta infeccion parasitaria

se encuentra el uso de algunos farmacos, uno de ello tiene como principio activo la
artemisinina de la planta Artemisia annua., el cual es un antipaltdico que ha demostrado ser
muy Util en el tratamiento de esta afeccion, este fue descubierto por el grupo de cientificos
dirigidos por Dr. Youyou Tu lo que le otorgd un premio nobel de Fisiologia y Medicina en el
2015 (Talapko etal., 2019). Los esfuerzos para el desarrollo de una vacuna peptidicas
eficiente contra este parasito se siguen realizando en muchos laboratorios a nivel mundial. En
el desarrollo de vacunas para esta infeccion parasitaria podemos encontrar diversos
mecanismos accién, en donde se tendra en cuenta el estadio del ciclo de vida del parasito
dentro del organismo o en el mismo vector de trasmision. Se encuentran las vacunas pre-
eritrocitairas en las que su principal objetivo es inhibir la motilidad de los esporozoitos
previniendo asi la invasion de hepatocitos, la segunda estrategia esta enfocada en la fase de
infeccion del parésito en los eritrocitos por lo que esta se dirige a la superficie del merozoito
para inhibir la invasion de eritrocitos, tambien estan las vacunas que bloquean la transmision,
en donde se inhibe el desarrollo de oocinetos en el intestino medio del mosquito y por Gltimo
las vacunas multietapas o multigenicas en donde se dirige a diferentes proteinas del parasito

y potencialmente a diferentes etapas del ciclo de vida (Draper et al., 2018; Laurens, 2018).

La Unica vacuna contra la malaria que se prueba actualmente se encuentra en ensayos
clinicos de fase 3 esta es RTS,S/AS01 (RTS,S), se clasifica entre las vacunas dirigidas a la
fase pre-eritrocitairas, solo es efectiva frente a Plasmodium falciparum y es administrada a
los nifios con la intencion de reducir significativamente los cuadros de malaria y malaria
grave, este plan piloto de vacunacion solo esta enfocado en la inmunizacion de primera
infancia que viven en zonas de transmision moderada o alta y con ello prevenir contagios,
pero segun estudios sobre este plan de inmunizacién se ha visto que después de los 5 afios los
nifios que fueron vacunados sufrieron un mayor riesgo de malaria clinica (Laurens, 2018),

demostrando de esta manera que la eficacia de esta vacuna es baja en la generacion de una
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respuesta inmunitaria a largo plazo. Se han encontrado grandes desafios a la hora de

desarrollar estas vacunas, entre los cuales podemos encontrar: el complejo ciclo de vida del
parésito tanto dentro como fuera del huésped humano, el alto nivel de diversidad genética en
las poblaciones de Plasmodium spp. que les permite evadir la respuesta inmune humana vy,
potencialmente, una vacuna contra la malaria inducida por respuesta, ademas la incapacidad
de mantener especies de Plasmodium spp. en cultivo que infectan a los humanas, con la
excepcién de P. falciparum (Cubides Amézquita, 2019; Laurens, 2018; Lopez et al., 2017,

Talapko et al., 2019).

Se considera que la busqueda de una vacuna contra esta enfermedad es uno de los
proyectos de investigacion mas importantes en el area de salud publica. Los modelos animales
que se han utilizado han ayudado en gran medida a entender como se da el desarrollo de la
infeccion la interaccion entre patdgeno-hospedero y la respuesta inmunoldgica. EI modelo
que mas se ha utilizado es el modelo con primates como lo es el mono Aotus spp. este puede
presentar una susceptibilidad a la infeccion en el laboratorio, lo que facilita la evaluacion de
vacunas y medicamentos para tratar y controlar esta enfermedad, por lo que es el modelo
animal recomendado por la WHO para realizar los estudios vacunales contra la malaria
(Contacos & Collins, 1968; Riccio et al., 2015; Rieckmann et al., 1981). Actualmente se
cuenta con muy pocos ejemplares de ese tipo de simios por lo que se ha venido desarrollado
estas investigaciones con el modelo de mus musculus ya que este cuenta con muchas
similitudes en el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), el cual es codificado en el
cromosoma 6 para ambas especies Estas moléculas juegan un papel importante en el
reconocimiento y la presentacion de antigenos a las células T, que son un tipo de célula
inmunitaria que puede reconocer y atacar a los invasores extrafios. (Canales & Walz, 2019;

Khanna & Burrows, 2011; Vanhooren & Libert, 2013)
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La respuesta que da el sistema inmune ante la infeccion se produce mediante varios

mecanismos, uno de ellos es la inmunidad innata o natural, y el otro es la inmunidad adquirida,
esta Ultima estd integrada por la inmunidad celular y la inmunidad humoral, las cuales trabajan
en conjunto para combatir al agente infeccioso mediante la liberacion de anticuerpos
producidos por los linfocitos B y las células plasméticas derivadas de ellos. Las células
dendriticas (CDs) hacen parte fundamental de la respuesta inmune debido a que participan en
ambos tipos de inmunidad, estas células son las que presentan el antigeno mas fuerte, ademas
pueden activar los linfocitos T colaboradores que no han tenido contacto antigénico previo,
los marcadores que presentan las CDs dan la oportunidad de identificar y reconocer los
mecanismos de presentacion de antigeno de las mismas, haciendo énfasis en la importancia
de producir anticuerpos monoclonales que sean capaces de reconocer estos marcadores

(Amorim et al., 2016; Cruz Castro & Diaz Barrera, 2019; Rojas, 2017).

Los anticuerpos monoclonales son herramientas esenciales en el &mbito clinico y
biotecnoldgico, y han probado ser utiles en diagndstico y tratamiento, asi como también en el
estudio de las interacciones patdégeno-hospedero y la marcacion, deteccion y cuantificacion
de diversas moléculas (Machado etal., 2006) estos anticuerpos son inmunoglobulinas
modificadas y disefiadas especificamente para actuar frente a dianas concretas, con el objetivo
de interrumpir un proceso patoldgico, estimular una accién celular determinada o desviar un
mecanismo celular hacia una via de interés (Castillo, 2015). Para la produccion de anticuerpos
monoclonales se requieren una seria de pasos generales entre los cuales encontramos: La
inmunizacion de un modelo animal con un antigeno especifico el cual puede ser producido en
el laboratorio, como lo son los péptidos sintéticos, posteriormente se realiza la extraccion de
estas de las células inmunizadas que se encuentran en el bazo del modelo animal para
finalmente realizar una fusién con células de mieloma, con el fin de producir células hibridas
con la capacidad de crecer infinitamente en el laboratorio produciendo anticuerpos especificos

(Beck et al., 2010; Geng et al., 2015; Posner et al., 2019).
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Con lo anterior se evidencia que la principal herramienta sobre la que se propone

seguir investigando debe estar enfocada en el estudio de la respuesta inmune natural del
huésped mediante la implementacién del desarrollo de vacunas peptidicas, parte fundamental
en el desarrollo de este tipo de vacunas es la produccion de anticuerpos monoclonales puesto
que estos son células especializadas que hacen parte del sistema inmune, producidas por las
células B, con la capacidad de reconocer moléculas especificas como los antigenos (Geng
etal., 2015) por lo que el principal objetivo del presente trabajo es producir anticuerpos
monoclonales para la identificacion de células dendriticas del modelo de mono Aotus spp.,
para lo cual se van a emplear herramientas bioinformaticas para la blsqueda de las secuencias
peptidicas que se emplearan en la inmunizacién de los ratones y asi realizar la produccion de
anticuerpos monoclonales a partir de la induccién de un antigeno especifico en ratones, con
ello, obtener las células plasmaticas especificas de antigeno del bazo de los ratones, en donde
las células plasmaticas aisladas se fusionaran con célula inmunes cancerosas para la

inmortalidad y finalmente se evaluaran su respuesta en el modelo Aotus spp. y Homo sapiens

2. Materiales y Métodos
2.1 Poblacién y muestra
En el estudio se utilizaron esplenocitos las cuales son células blancas que se
encuentran en el bazo, como lo son linfocitos T y B, células dendriticas y macréfagos, los
cuales se obtuvieron de ratones hembras de cepa BALB/c, con un peso de 20 gramos y
aproximadamente 10 semanas de edad, provenientes de la Universidad Nacional de Colombia
(UNAL), se separaron en grupos de dos individuos por cada péptido a evaluar y se
mantuvieron en el bioterio de la Fundacion Instituto de Inmunologia (FIDIC), proveyéndoles
un ambiente éptimo y garantizando para el bienestar de los animales y la seguridad del
personal que los maneja. Los ratones se mantuvieron a temperatura ambiente y se alimentaron
con comida Rodent Diet 5010 y agua, el aseo de las cajas en donde se mantiene los animales

se realiz6 cada 3 dias, en donde se cambi6 el aserrin el cual es previamente autoclavado y se
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realiza cambio de agua y abastecimiento de comida. Cabe mencionar que el desarrollo del

proyecto cuenta con el aval del comité de ética de la Universidad de Ciencias Aplicadas y
Ambientales U.D.C.A regulado por el acuerdo No. 285/2008, capitulo VII.
2.2 Seleccion in silico de secuencias peptidicas

Para la prediccion in silico de las secuencias peptidicas se emplearon diversas
herramientas bioinformaticas como TMHMM Server, SignalP 6.0, IEDB Analysis Resource
y NIH. En donde lo que primero se realiz6 fue la busqueda de las secuencias de las proteinas
de interés en el modelo animal Aotus spp. estas proteinas son: Glicoproteina de superficie de
células-T CD1c (BDCA-1), integrina alfa-X (CD11c) y antigeno de diferenciacion de
monocitos (CD14), estas son de gran importancia y se han estudiado previamente, por lo que
en ese estudio se busca corroborar los datos obtenidos. Como primer paso, se obtuvieron las
secuencias en formato FASTA en la base de datos NCBI Protein, posteriormente se empled
la herramienta TMHMM Server con el cual se logro predecir las hélices transmembranales de
estas proteinas y asi conocer la porcion que se encuentra fuera de la membrana y estan
disponibles, y con una mayor probabilidad que sean reconocidas por los anticuerpos que se
van a generar en el presente estudio. Usando SignalP 6.0 Server se identifico el péptido sefal
para su respectiva remocion.

Después de predecir la fraccion extracelular y el péptido sefial se continu6 con la
identificacion de los epitopes reconocidos por las células B y células T, se emple6 el programa
Bepi Pred - 2.0 y se realizd un alineamiento de las secuencias de Mus musculus, Homo
sapiens, y Aotus spp. descritas en GenBank para asi realizar la seleccion de los péptidos a
sintetizar e inmunizar en ratones, donde el criterio de seleccion fue que las secuencias
difirieran en el 50% o menos de homologia entre Mus musculus y Aotus spp. y mas del 90%

para la homologia entre Aotus spp. y Homo sapiens.
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2.3 Sintesis de las secuencias peptidica

Las secuencias de las proteinas seleccionadas fueron sintetizadas quimicamente por el
grupo funcional de sintesis quimica de la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia
(FIDIC), mediante el sistema de fase solida multiple usando la aproximacion de ter-
butoxycarbonyl (t-Boc) (Houghten, 1985). Los péptidos se hidrolizaron con TFA/TIS/H20
(95%/2,5%/2,5%), siendo purificados mediante RP-HPLC, con posterior liofilizacion y
analisis mediante espectrometria de masas (Maldi-TOF) para confirmar su peso molecular.
Adicionalmente, se realiz6 dicroismo circular (que es una aproximacion de la composicion
estructural de las proteinas en disposicion de las hojas alfa, beta hélices y polipropinil); el
espectro se registré a 20°C utilizando un espectropolarimetro Jasco J-815 acoplado a un
sistema Peltier PFD-425S para el control de la temperatura. Se utilizaron soluciones de
péptido en 0,1 mg/mL en diferentes porcentajes de 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) (Roccatano
et al., 2002). Los espectros se recogieron de 195 a 260 nm, utilizando una celda de cuarzo de
1 mm (los parametros utilizados fueron: velocidad de exploracion de 100 nm / min), el tono
de datos 0,2 nm, la respuesta 2s, 1 nm ancho de banda y 3 scans). Como resultado de la sintesis
quimica de las secuencias peptidicas de interés, fueron entregados los péptidos en estado
liofilizado, uno por cada proteina de membrana.

2.4 Inmunizacion de los ratones

Se realizaron dos inoculaciones subcutaneas de los péptidos los cuales se prepararon
bajo una proporcion de 30 ul de péptido acoplados con KLH + 30 uL de adyuvante incompleto
de Freund, en una tercera inmunizacion via intraperitoneal se prepar6d 30 uL de péptido en
PBS + 30 pL de adyuvante incompleto de Freund, los ratones se dividieron en 3 grupos y se
inocularon con los péptidos seleccionados previamente. Para obtener el suero pre-inmune a
cada ratdn se le realizo una puncién de la vena facial con una lanceta, por lo que se realiz6
una sangria previa a la primera inmunizacion. A cada raton se les realizo dos inmunizaciones

las cuales se llevaron a cabo cada 14 dias, tras las inoculaciones se procedio a realizar una
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toma de muestras de sangre para asi obtener el suero, se puede observar en la figura 2. Los

ratones fueron sacrificados mediante método fisico por dislocacion cervical con previa
sedacion empleando una combinacion de Ketamina + Xilacina teniendo en cuenta las normas
éticas del bienestar animal. Para finalizar, se hara una toma de muestra de sangre después del

sacrificio mediante una puncion cardiaca.

Dia O Dia 14 Dia 28 Dia 31

Inmunizacién via subcutédnea Inmunizacién via Sacrificio
(Peptido acoplado a KLH) intraperitoneal (petido sin
acole a KLH)

Il Inmunizacién con péptido Taima muestra.de
ﬂ (30 pl/ml) y adyuvante sangre
v incompleto de Freund

Figura 2. Protocolo de inmunizacion con los péptidos sintetizados.
2.5 Obtencion de los esplenocitos
Posteriormente a la eutanasia se retird el bazo a cada raton, estos fueron llevados a un
medio de cultivo IMDM completo, el cual es adecuado para cultivos celulares de alta
densidades y proliferacion celular rapida, en este medio se obtuvieron los esplenocitos
mediante la perfusion del bazo, para finalizar se realizd un recuento empleando una camara

de Neubauer®.

Esplenectomia Perfusion del Recuento celular
bazo para obtener en Neubauer®
celulas

Figura 3. Protocolo para la obtencion de los esplenocitos.
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2.6 Obtencion del hibridoma

Para obtener la produccion del hibridoma previamente se realiz6 un cultivo de células
de mieloma (PAI) las cuales no producen anticuerpos, estas deben alcanzar una concentracion
de 20 millones de células. Para realizar la fusion las células se deben mezclar una proporcion
de 1 célula de mieloma por cada 5 de bazo mediante el uso de polietilenglicol (PEG) el cual
se adiciono de a 1 ml durante un minuto gota a gota, inmediatamente al realizar esto se diluyo
con 1ml de medio IMDM incompleto el cual también se sebe adicionar gota a gota.
Posteriormente se debid llevar las células hibridas a 10 mL, se centrifugo y se resuspendié a
una concentracion de 1°000.000 de células/ mL en medio HAT-20% de suero fetal bovino
(HAT: Hipoxantina, Aminopterina y Timidina). Estos hibridomas fueron cultivados en placas
de 96 pozos e incubados durante 16 dias a 37° en una atmosfera con CO2 al 5%. Para
seleccionar los colones optimos a los 12 dias de incubacion se realizo una prueba ELISA en
la cual se analizo el sobrenadante de las células hibridas. Los clones que sen obtuvieron como
resultado positivo fueron separados en cajas de cultivo, posteriormente se les realizo un
analisis a los clones mediante inmunofluorescencia de los cuales se obtuvieron un resultado

positivo fueron clonados mediante dilucion limitante.
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en placas de 96 pozos

Figura 4. Obtencion de los del hibridoma
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2.7 Valoracion de la inmunogenicidad por Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA):

Antes de realizar la eutanasia para la obtencion de los esplenocitos del bazo de los
ratones y lograr determinar cual tuvo una mejor respuesta frente al péptido inoculado, se
realizaron dos ensayos, el primero fue mediante ELISA para determinar la reactividad frente
al péptido, este ensayo se realizd con los sueros pre-inmune, post segunda, donde se
emplearon placas Nunc Maxisorp de poliestireno de 96 pozos de fondo plano las cuales fueron
recubiertas por los péptidos previamente sintetizados con una proporcion de 1 pg/pozo, en
cada uno de los pozos se coloco el suero de los ratones bajo una proporcion de 1:100 en PBS
con leche descremada 5%, las placas fueron incubadas por 2 horas a 22°C. Los anticuerpos

especificos fueron detectados mediante 1gG anti-ratén conjugado a fosfatasa alcalina.

Q0 0 G

1. Acoplamiento 2. Se colocé el 3. Detecion .
de los suero de los mediante [gG anti-
péptidos ratones ratén ‘conjugado a

peroxidasa

Figura 5. Esquema general de los ensayos de inmunogenicidad (ELISA)

3. Resultados y Discusion
3.1 Prediccion “in silico” de las secuencias peptidicas y sintesis
Al realizar la prediccién “in silico™ de las secuencias peptidicas que pertenecen a los
receptores de membrana de las células que presentan el antigeno, se realizo la busqueda en la
plataforma de NCBI Protein asi obtener las secuencias en formato FASTA de las proteinas
del modelo animal Aotus spp., las cuales se muestran en la tabla 1. Cada una se presenta con

su respectiva descripcion, abreviatura, cddigo de acceso y longitud en aminoacidos.
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Tabla 1. Receptores de membrana seleccionados para la prediccién in silico.

CELULA DE ORIGEN

RECEPTOR DE

NUMERO DE ACCESO (NCBI

LONGITUD (aa)

MEMBRANA | Protein)
Célula dendritica BDCA-1 XP_12305169.1 345
Célula dendritica CD11c XP_012325376.1 1161
MONOCITO CD14 XP_012324561.1 375

Con las secuencias en formato FASTA se procedio a realizar la bldsqueda de las
porciones extracelular, las cuales tienen una alta probabilidad se ser identificadas por los
anticuerpos, en las base de datos TMHMM Server, para cada secuencia se obtuvo un Output
que a manera general se observa algunas estadisticas y una lista de la ubicacion de las hélices
transmembranales previstas y la posible ubicacion de las regiones de bucle intermedias, en las
graficas se observan en color azul la porcion de la proteina que se encuentra extramenbranal,
de color rosado claro la porcién intramembranal, de color naranja esta representado el péptido
sefial (Gutierrez et al., 2022). El resultado que se obtuvo para cada una de las secuencias fue:
BDCA-1 se observd que el fragmento extracelular se encuentra en las pociones 20 y 310,
como se evidencia en la figura 6-A, para CD11c se observé en las posiciones 20 y 1107 lo

que podemos corroborar en la figura 6-B y para CD14 su porcion extracelular es la totalidad

del fragmento como se observa en la figura 6-C.
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(C  ##gff-version 3
# XP_012324561.1 Length: 375
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Figura 6. Prediccion del fragmento extracelular con las secuencias que se
obtuvieron en NCBI Protein para las proteinas BDCA-1 (A), CD11c (B) y CD14 (C).

Para conocer la ubicacion del péptido sefial y la ubicacion de sus sitios de escision en
proteinas dentro de la region extracelular de las proteinas seleccionadas para ello se empled
el servidor Signal P 6.0 (Teufel et al., 2022), en donde a modo general podemos observar un
output en color rojo representa la region n-terminal del péptido sefial (Sec/SPIn), en color
naranja la region hidrofdbica central del péptido sefial (Sec/SPI h), en color amarillo la region
c-terminal del péptido sefial (Sec/SPI c) y en verde encontramos el punto de corte del péptido
sefial (cs), como se resultado se observa que para todas las secuencias se encuentra entre las
posiciones 1y 19 con los siguientes puntos de corte: BDCA-1 se encuentran en DNA-EE, en
la secuencia CD11c esta en SLG-FN y por ultimo para CD14 el péptido sefial esta presente

en VSA-TT, esto lo podemos observar en la figura 7.
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Figura 7. Prediccion del péptido sefial mediante SignalP 6.0 de cada proteina. A:
proteina BDCA-1, B: proteina CD11c y C: proteina CD14

Con la identificacion de las regiones extracelulares de las secuencias seleccionadas y
sin los péptidos sefiales se procedid a buscar los epitope B. Podemos ver en el output una
graficas donde se muestra en la seccion amarrilla los posibles epitopes y una tabla con la

secuencia peptidica completa del posibles epitopes, con los valores de inicio y finale dentro
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de la secuencia y la longitud, todos las busquedas se realizaron con un limite de 0,5 el cual es

el recomendado (Jespersen et al., 2017), la seleccion de la secuencia se realiz6 bajo los

siguientes pardmetros: Tener una longitud de 20 a 25 amino&cidos y no pertenecer al péptido

sefial previamente identificado. En la proteina BDCA-1 la ubicacion de este se encuentra entre

los aminodcidos 101 y 121

con

una

longitud de 20, la secuencia

es

IGLMRDVQAHASQYPIEYPFE. Para la proteina CD11c su epitope B se encuentra entre los

aminoacidos 68 y 90 con una longitud de 23, la secuencia es la siguiente

QCSYITGSCQPIGLQVPPEAVNM vy finalmente para la proteina CD14 su epitope se da

entre los aminoacidos 96 y 117 con una longitud de 22, muestra la siguiente secuencia

VGAAQVPAQLLVGALSVLAYSR, esto se puede observar en la figura 8.

Predicted peptides:

No. Start End Peptide

1

18
16
|

29

GDNAEELGLLPPRA
ngs.
NKIT

o e w o

101

IGLMROVQAHASQYPIEYPFE

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
L] 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

Position

149
157
251

293
333

119
227
264
310
341

TESPL.
L
WVPSPDSGSLAQSVCDLLNGYDGIKETYYTLLRSTCPRFLLGLLDSGKMYLHRQVRPEAWLSSRPSLGSGR
QEQLGTEYGDILPN
SLGGQDIILYWGHHFSMN
KHWYRFETG

024

1

25

35

No. Stat End  Peptide

EQPTAFRVDSA

QCSYITGSCQPIGLOVPPEAVIE

Position

159
206
216
248
260

168
214
25
219
269

SGSISYNFA
FRDSSHPLS.
LASVYQLEGYT
NGARRD
GKKEGDNLDY
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Predicted peptides:
c
1 12 2 ATTP 4
0.67 2 29 32 DDDF 4
3 ar 54 NFSEPQPDWSEALQCVTA 18
4 56 68 EVEIRGGGRSLGP 13
05 5 70 94 L KRVDASADPROYADMVKALRVRRL 25
6 % "7 VGAAQVPAQLLVGAL SVLAYSR 22
g 7 126 | 147 TTGTHMPPLPLEAKGLALSSL 20
R 044 8 148 | 172 LRNVSHATGRSKLAEL QQULHPGL 24
] 77| T 1 1
10 180 | 224 | AHSLAFSCEQURAFPDLTSLDLSONPGLGERGLIAALCPHKFPAL | 45
59 11 226 | 226 N 1
12 | 22 | 22 T 1
13 | 234 | 240 METPTOV 7
0.2 4
T T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
Position

Figura 8. Prediccion de los epitopes B mediante BepiPred-2.0 Analysis Resource sobre el
fragmento extracelular libre del péptido sefial de cada receptor. A: proteina BDCA-1, B: proteina
CD11cy D: proteina CD14

Posteriormente a la prediccion de los epitopes B se procedio a la prediccion del epitope

T para cada proteina, en donde buscamos una herramienta de prediccion a la union de péptidos
a moléculas del CMH de clase Il, en donde se escoge la especie raton, con el alelo para el
complejo mayor de histocompatibilidad H2-1Ed (Jensen et al., 2018), como se muestra en la
figura 9, se ubicaron estos epitopes T justo antes de los epitopes B anteriormente

seleccionados, como se observa en la figura 9.

P alcle # St End  length  Method used Peptide Percentile Rank | AGISISGIRANKLA]|
H2-IEd | 2 19 33 15 Consensus (smminn) | FLDLNVLFRFYTIGL 18.50 15.50
H2-1Ed 2z 4 18 15 Consensus (smminn) | TFLHTWSKGNFSHEE 18.00 19.00

I_:;::d 2 27 41 15 Consensus (smm/nn) | RFYTIGLMRDVQAHA 19.00 19.00
-1Ed 4 jriv] 5 5 Consensus (smminn} | CHYSGFYPEPWIHATE 18.50 19.50
H2-IEd 4 23 37 15 Consensus (smminn) | HYSGFYPKPVRATIM 20.00 20.00
B G Length Method used Percentile Rank
H2-IEd 15 Consensus (smm/nn) | TSCRINHLIFREGAQ 40.50 40.50
H2-IEd 3 23 7 15 Consensus (smminn) EQGHPI.-ER FGAALTV 41.00 41.00
H2-IEd 6 64 78 15 Cansensus (smm/nn) | GELYQCSYITGSCOP 41.00 41.00
T HEd | 13 pict EE] ik Consensus (smmnn | 1NALLFREGAQISFL 100 T1.00
H2-IEd 5 27 41 15 Consensus (smm/nn) | KPSQEHIFKVEDFDA 41.00 41.00
Allele # Sart End length  Method used Peptide Percentile Rank  [AGISIOIRNRRA
H2-IEd 5 g 22 15 Consensus (smm/nn) | LEQYPKGLPAELSVL 80.00 &0.00
H2-Ed | 2 56 70 15 Caonsensus (smm/nn} | LEITGTMPPLPLEAK 80.50 50.50
| H2JEd | 2 22 36 13 Consensus (smmnn} | RRLTVGAAQVPAQLL 80.50 &0.50
H2-ed | 2 55 [sz] 13 Consensus (smm/nn) | DLEITGTMPPLPLEA 81.00 g1.00
H2-IEd 5 13 27 15 Consensus (smmfnn) | KGLPAELSVLDLSCN &1.00 &1.00

Figura 9. Prediccidn de los epitopes T mediante IEDB Analysis Resource.
A: proteina BDCA-1, B: proteina CD1llc, C: proteina CD14.
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Para finalizar, teniendo en cuenta que los péptidos sintéticos provienen de secuencias

de Aotus spp. iban a ser administrados en ratones, se hizo un alineamiento entre las secuencias
de Aotus spp., Mus musculus y Homo sapiens, como lo muestra la figura 5; este analisis se
realizé con la finalidad de evaluar la homologia entre las proteinas presentes en este estudio,
lo cual garantiza de un lado, que al momento de inocular los ratones se generaria una buena
inmunogenicidad en respuesta a los péptidos inoculados (grado de homologia menor al 50%
entre Aotus spp. y mus musculus) y ademas que a futuro los anticuerpos obtenidos frente a los
péptidos de Aotus spp. puedan utilizarse en ensayos con muestras humanas (alta homologia
entre Aotus spp. y Humano).

El alineamiento entre las secuencias de interés demostré una homologia entre Aotus
spp. Yy Mus musculus menor del 65% para todas las proteinas. Para BDCA-1 la homologia fue
del 45.81%, en el caso de CD11c fue del 57.80% y por ultimo la homologia entre las
secuencias de CD14 fue del 63.99%.

En lo que respecta al alineamiento entre las secuencias de Aotus spp. y Homo sapiens;
para todas las proteinas se obtuvo una homologia mayor al 70%. En el caso de BDCA-1 fue
de 78.88%, para CD11c de 89.91% vy, por ultimo, CD14 del 90.91% como se muestra en la

figura 10
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EDCA-1
Mus MEYLFWLLLWIFLOV————————- WEOSEVOONY TFRCLOMS S FANRSWSRTDSVVIWLED a3l
Homo MLFLOFLILAT EERSERHNAD —— - - -——— RS 0ERVSFHVIQIF S FVNOSWARGOESGWLDE a2
Aotus MLEFLQFPLIAVEFLEGGONAEELGLLPPRAAPERVSFHVIQL ASF&EESHPQCGHEGWID* al
* vk o k% "k v vk wkr kk kekks L &k =
CD11c
Mus DDLS I THMSAMGLDTLVVGEPODFNMSN T LENDGEDSYGTOVIVY YESGLSYRKDSASONE B37
Homo DHLGISFSFPGLESLLVGESNLE LN AENMWRDGER S ETEETESERSEE S Y E WV ARGORD B33
Aotus DDLGISFSFPGLETLLVGSHLE L AEVMVWNDGEDSYGTTITE SHPAGL. SYRHVARGORD B35
ok ke dEk vk kK ek % v kkkkkEkdkk ok sk adkhdkdd L
CD14
Mus VLDLSYNRLOBNESFDELEOVGENLS LEGHNEFLDSE——- SHEEKYHSGEWY TRGLESSOLVEA 338
Homo VLDLICHELNEAPQPDELFEVDNLT LDGNEFERES T2 LR TEGSMRSEWEERARN B STL.SVE 360
Aotus ﬁ;ELQCWRLHQET“PDEIPH?EHLILDGHPFLVPGSTLPQEGETNSGV?P&EanTASfG 3a0
FEEEkd Fdked F kEFdAkek Fhk ok FhkAhER L. EEEFEE F F o a k|

Figura 10. Alineamiento entre la secuencia de interés de Aotus spp. vrs. las mismas
ubicaciones en Mus musculus y Homo sapiens. A: proteina BDCA-1, B: proteina CD11c, C: proteina
CD14.

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

presentadoras de antigeno de Aotus spp. disefiadas cumplieron con los criterios para proceder a su
sintesis quimica; las secuencias completas se encuentran en la tabla 2.

Tabla 2. Prediccion “in silico” de las secuencias a sintetizar de los marcadores de membrana
de las células presentadoras de antigeno de monos Aotus spp.

Proteina | longitud total longitud de la secuencia sintetizada
(aa) secuencia sintetizada
BDCA-1 308 24 10-AVFLPGGDNAEELGLLPPRAAPEH-33
CD11lc 1105 24 804-EVMVWNDGEDSYGTTITFSHPAGL-827
CD14 375 26 327-DGNPFLVPGSTLPQEGSTNSGVVPAC-352
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3.2 Evaluacion de la inmunogenicidad de los ratones

La respuesta inmune generada por los ratones frente a los péptidos que se inocularon se
evalué por la reactividad de los sueros tomados durante todo el proceso de inmunizacion
mediante le ensayo ELISA, en donde se puede observar que para el péptido BDCA-1, el cual fue
inyectado en el grupo 1, tuvo una reactividad positiva, se evidencia que desde los sueros post
primera inmunizacion hasta los sueros obtenidos por puncion cardiaca en la eutanasia de los
ratones un aumento en la produccion de anticuerpos y que el péptido tuvo una buena respuesta,
esto se puede observar en la figura 11, en donde de color gris esta el grupo control que son lo
sueros tomados previamente a la primera inmunizacion da como resultado una absorbancia de
0,0896 mientras que el suero tomado por puncién cardiaca en la eutanasia del raton y esta
representado con color morado da como resultado 1,2062, con lo que podemos ver que hubo una

mayor produccion de glicoproteina de superficie de células T CD1c (BDCA-1).

BDCA-1 Raton 1
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1,2000

1,0000

0,8000

0,6000

0,4000 '
0,2000 ’

0,0000

Absorbancia 450 nm

Pre-inmune Pos-inmune 1 Pos-inmune 2  Eutanasia

Figura 11. Evaluacion de la reactividad dada por la inmunizacién con el péptido sintético
BDCA-1, (ELISA).

Para el péptido sintético CD14 encontramos que la respuesta inmune generada por los
ratones del grupo 2 mostrd una reactividad positiva, con una intensidad mayor a comparacion
del grupo uno, como los podemos observar en la figura 12, con ello podemos confirmar que la
respuesta mediada por los antigeno de diferenciacion de monocitos CD14 se increment6 con

respecto al grupo control, en donde se obtuvo un resultado de absorbancia de 0,0567para los
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sueros pre inmunizacion y de los sueros tomados al realizar la eutanasia del ratdn la absorbancia

obtenida fue de 0,3211.

CD14 Ratén 4

0,3500
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0,2500
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0,0000
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Pre-inmune Pos-inmune 1 Pos-inmune 2  Eutanasia

Figura 12. Evaluacion de la reactividad dada por la inmunizacion con el péptido sintético
CD14, (ELISA).

Finalmente, para el péptido sintético CD11c que era el grupo 3, al igual que los anteriores
se puede observar que se obtuvo una reactividad positiva, esto lo podemos observar con los
resultados del ensayo de reactividad en el suero pre-inmune se obtuvo una absorbancia de 0,0722
mientras que los valores con sueros tomados por puncién cardiaca fueron de 1,0239, esto lo

podemos corroborar en la figura 13.

CD11c Ratdon 5
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Pre-inmune Pos-inmune 1 Pos-inmune 2  Eutanasia

Figura 13. Evaluacion de la reactividad dada por la inmunizacion con el péptido sintético
CD14, (ELISA)

Con los anteriores resultados podemos ver que el nuevo diseno de los péptidos “in silico”

se realiz6 de una correcta manera ya que estos lograron generar la respuesta inmune deseada, las
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vacunas peptidicas hasta la fecha han demostrado tener un gran potencial ya que el disefio de

estas tiene varias ventajas como lo es el disefio “in vitro” con una gran precision, se pueden
realizar con mezclas antigénicas que no se encuentran de forma natural o su produccion sintética
puede ser controlada tiendo asi un alto estar de calidad (Gomez, 2011; Gonzalez-Romo & Picazo,
2015), en FIDIC se estan desarrollando diversas estrategia con un enfoque en la sintesis de
péptidos para el tratamiento de la malaria en donde se selecciona proteinas conservadas del
paracito y con ello generar un agente inmunitario exitoso (Patarroyo et al., 2011), en los Gltimos
tiempos en el grupo de inmundloga en FIDIC han estudiado la posibilidad de generar anticuerpos
monoclonales para tratar esta infeccién la cual consiste en generar una respuesta promoviendo
diferentes proteinas pertenecientes al sistema inmunitario, segin los estudios realizados
previamente se pueden confirmar los datos obtenido, en donde con estas nuevas prediccion de
los péptidos sintéticos se logra ver un incremento en la produccion de anticuerpos al realizar la
comparacion de los resultados obtenidos previamente por (Cruz Castro & Diaz Barrera, 2019).
Se evidencio de esta manera que el estimulo que se da al sistema inmune empleando péptidos
sintéticos se logra dar de manera exitosa, y se estdn generando anticuerpos dirigidos

especificamente a los péptidos sintéticos.

El péptido que tuvo una mayor respuesta fue CD14 el cual esta esta presente en la
respuesta inflamatoria en la inmunidad innata, actuando asi a través de MyD88, TIRAP y
TRAF6, lo que conduce a la activacion de NF-kappa-B, la secrecion de citoquinas y dar una
respuesta inflamatoria (Fitzgerald & Kagan, 2020; O’Neill et al., 2013), BDCA-1 obtuvieron una
buena respuesta de inmunogenicidad, este esta presente en los procesos de inmunidad adaptativa
y es una proteina presentadora de antigenos que se une a antigenos lipidicos y glicolipidos
propios y no propios y los presenta a los receptores de células (Sugita et al., 2000), por lo que
la estimulacién de estos se ha visto que pueden mediar el reconocimiento de los lipidos
bacterianos o parasitarios por parte de las células T (Briken et al., 2000) haciéndolos de gran

importancia a la hora de una infeccion por el paracito de Plasmodium spp., y el péptido CD1l1c,
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es un receptor de fibrindgeno el cual reconoce la secuencia GPR en fibrindgeno e interviene en

la interaccion célula-célula durante las respuestas inflamatorias el cual es especialmente
importante en la adhesion y quimiotaxis de monocitos, por lo descrito anteriormente son de gran
interés ya que realizan un papel muy importante en la respuesta del sistema inmune frente a un
patdgeno, también las diferentes respuestas estan mediadas por el posible margen de error a la
hora de realizar la inmunizacion que se le realizo a cada raton y la propia respuesta generada por
casa individuo también dependera sobre el sistema inmunitario de cada ratén en el presente

estudio.
3.3 Fusioén celular

Posterior a la realizacion de los ensayos de evaluacion de la inmunogenicidad de los
péptidos se procedié a la realizacion de la fusién celular con lo cual se seleccioné un raton de
cada grupo para realizar la eutanasia y con ello la obtencion de los esplenocitos para asi realizar
la fusion con células PAI, estas células pertenecen a una linea celular de mieloma tiene una
capacidad expansiva muy buena como lo reportan en estudios previos (Dreyer et al., 2010), en

donde se realizaron observaciones los dias cero, doce y dieciséis.

En el dia 0 se puede observar formas celulares de gran tamafio con una membrana
definida las cuales corresponden a las células PAI y otras células de un tamafio mas pequefio las
cuales corresponden a los esplenocitos del bazo de ratdn, esto lo podemos evidencia en la figura
9. Pasados los 12 dias ya se puede observar las formaciones del hibridoma se pueden percibir
grupos celulares que se encuentran en crecimiento en donde la morfologia va cambiando y la
proximidad entre las células se va disminuyendo, esto los que nos esta indicando es la formacion
de células clonales, esto lo podemos observar en la figura 10. En la observacion final en el dia
16 se corrobora la presencia de células clonales las cuales producen anticuerpos, en este dia se

pueden ver cimulos de células grandes uniformes.
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Figura 14. Cultivo al dia 0 de la fusion celular en objetivo de 40x, en microscopio de
contraste, en circulos verdes se observan las células PAI y en circulos naranja los esplenocitos
de raton.

Figura 15. Cultivo al dia 12 de la fusién celular, en objetivo de 40x en microscopio de

contraste, en circulos rojos se observan.

Figura 16. Cultivo al dia 16 de la fusién celular, en objetivo de 40x en microscopio de
contraste, en circulos rojos se observan células clonales bien definidas.
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34 Evaluacion de inmunogenicidad de los clonos

Para la evaluacion de inmunogenicidad de los clones se realizo una ELISA indirecta con los
sobrenadantes posteriores a los 16 en donde ya se observan la presencia de formacién de células
clonales, en donde por cada fusion celular se obtuvieron 3 placas de 96 pozos, en donde se analizaron
2 placas por grupo para realizar la deteccidn, para BDCA-1 se obtuvieron 39 pozos en la placa Al con
una absorbancia mayor de 0,1004 y un maximo de 0,1991 y para la placa 1.1 se obtuvo una reactividad
mayor de 0,1106 con un maximo de absorbancia de 0,7992, esto lo podemos observar en la figura 17
y para CD14 se obtuvieron 13 pozo para la placa 4A en donde la absorbancia esta en un rango de
0,1433 a 0,4875, con lo cual podemos detectar una buena reactividad frente al péptido y para la placa
4.2 las absorbancias se encuentran en el rango de 0,1435 a 0,3498, como se pueden observar en las
figuras 18, los ratones del grupo 3 no se lograron sacrificar ya que a la hora de realizar el cultivo de las
células de mieloma no se logro debido a varios factores que afectaron el correcto crecimiento de estas
celulas.

A Todos los pozos BDCA-1 placa 1A B
0,2500 Pozos positivos BDCA-1 placa 1A
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Figura 17. ELISA indirecta de los sobrenadantes de la fusion celular A: Resultados placa
Al de 96 posos B: Resultados de los pozos positivos de la placa Al C: Resultados placa 1.1 de
96 posos D: Resultados de los pozos positivos de la placa 1.1
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Figura 18. ELISA indirecta de los sobrenadantes de la fusion celular A: Resultados placa
A4 de 96 posos B: Resultados de los pozos positivos de la placa A4 C: Resultados placa 4.2 de
96 posos D: Resultados de los pozos positivos de la placa 4.2
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4. Conclusiones

En este trabajo se realizo un analisis “in silico” de los marcadores de membrana de células
presentadoras de antigeno de monos Aotus spp., de las proteinas BDCA-1, CD11c y CD14,
permitioé predecir las regiones mas inmunogénicas (Epitopes T y B) y con péptidos sintéticos
lograr generar una respuesta inmunogénica comprobada por ELISA, en donde el péptido que

tuvo mayo reactividad inmunogénica fue BDCA-1.

La fusion celular de entre las células de mieloma (PAI) y los esplenocitos de ratén se
logré de manera exitosa, en donde el cultivo celular fue estable desde los 16 dias generando asi
celulas inmortalizadas especificas contra una molécula en especial por lo que los convierte en

herramientas exitosas en estudios vacunales contra la malaria.

La técnica ELISA se estableciéo como una herramienta sencilla y apropiada para lograr
evaluar la reactividad de los sueros de los ratones y los sobrenadantes del cultivo celular debido

a la alta especificidad y sensibilidad.
5. Perspectivas:

Realizar microscopia de fluorescencia para evaluar la afinidad de estos anticuerpos sobre

la células dendriticas y monocitos para los modelos Aotus spp. y Homo sapiens.

Realizar ensayos en citometria de flujo ya que el potencial de esta técnica analitica nos
permite medir diversos pardmetros en decenas de millares de células individuales en pocos
segundos, se medira la absorcion y dispersién por las células y asi poder evaluar como se dieron

las interacciones entre las células dendriticas y los anticuerpos monoclonales.

Para la produccion de antecuerpos monoclonales usar otro tipo de célula de mieloma

como lo seria la linea celular NSO y la linea celular SP2/0 y con esto comparar los resultados.
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