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0,5% (v/v) de eritracitos infectados en medio de
cultivo se colocaron en cada uno de los pozos de
una lamina; después de cinco minutos, el exceso
de liquido se retird y las laminas se secaron en
camara de flujo laminar durante dos horas. La
muestra de cada pozo se incubo con 15 ul de
sobrenadante de cultivo de hibridomas durante 30
minutos a temperatura ambiente. Las laminas se
lavaron tres veces cen PBS y, posteriormente, las
muestras se incubaron con una antiinmuno-
globulina de raton (contra cadena pesada y liviana)
conjugada con isoticcianato de flucresceina (FITC)
(Gibco/BRL). Después de 30 minutos de incuba-
cién, las laminas se lavaron de la forma ya descrita
y se montaron con glicerol al 90% para ser
observadas bajo un microscopio Zeiss de
fluorescencia.

Extraccion e identificacion de
antigenos del parasito

La fraccion enriquecida de eritrocitos infectados
con parasitos maduros, producto de [a separacion
en gelatina, se lavo tres veces con PBSi (10 mM
de solucion amortiguadora de fosfatos de sodio,
pH 7,40, 0,145 M NaCl e inhibidores de proteasas:
0,5 ug/ml de leupeptina, 0,5 M EDTA, 0,2 ng/ml
de pepstatina A, 200 uM PMSF a 4 °C). Posterior-
mente, los eritrocitos se lisaron con 20 volumeneas
de la solucion hipotonica 5P8i (5 mM solucion
amortiguadora de fosfatos de sodio, pH 8,0 con
inhibidores de proteasas) durante cinco minutos
a4 °C. Después de centrifugar la muestra a 30.000
g por 20 minutos, el sobrenadante se removid y el
sedimento se dividio en cuatro fracciones, cada
una de las cuales se sometid a extraccion con
una de las siguientes soluciones: 1) 1% Triton X-
100 en PBS, pH 7,40, 2) 3 M KCI en PBS, pH
7.40, 3) solucidn acuosa 0,1 M Na,CO,, pH 11,5.
Las extracciones se realizaron a 4 °C en presencia
de inhibidores de proteasas en las concentra-
ciones anteriormente indicadas. Después de 30
minutos de extraccidn, las muestras se
centrifugaron a 30.000 g por 30 minutos y tanto el
sedimento como el sobrenadante se trataron con
solucion muestra de Laemmli (16) y, finalmente,
se sometieron a ebullicién durante cinco minutos.
Los polipéptidos se resolvieron en geles de
poliacrilamida del 8% y se transfirieron electro-
foréticamente a membranas de nitrocelulosa. La
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deteccion de los antigenos solubles e insolubles
en cada uno de los tratamientos de extraccion se
realizé mediante la reaccion inmunoldgica con el
anticuerpo monoclonal 8F4. Como control, se
emplearon muestras de eritrocitos no infectados
gque se procesaron de manera identica.

Expresion del antigeno reconocido por el
anticuerpo monoclonal 8F4 durante el ciclo
eritrocitico del parasito

Para determinar el periodo de expresion del
antigeno reconocido por el monoclonal 8F4 durante
el ciclo eritrocitico o asexual del parasito, se obtuvo
una fraccion enriquecida con eritrocitos infectados
con parasitos maduros mediante flotacion en
gelatina. Dichos parasitos se cultivaron en
condiciones normales; después de seis horas, las
formas maduras que aln permanecian en el cultivo
se lisaron por exposicion a sorbitol. Se tomaron
muestras de los parasitos sincrénicos en
diferentes etapas del desarrollo: anillos de 0-6 h,
anillos de 12-18 h, trofozoitos de 24-30 h,
trofozoitos de 32-38 h, esquizontes de 40-46 hy
anillos de 0-6 h del siguiente ciclo; la reactividad
de los antigenos presentes en cada una de estas
fases se probé con el anticuerpo 8F4 mediante
immunoblot e inmunofluorescencia indirecta.

Inmunoprecipitaciéon

Con el objeto de determinar si el manoclonal 8F4
reconoce epitopes presentes en la proteina MSP-
1 de P. falciparum, se realizaron experimentos de
immunoprecipitacion. Se lisaron osmoticamente
eritrocitos infectados con parasitos altamente
sincronicos, de 38 a 42 horas de edad, y se trataron
con una solucion 1% Tritén X-100 en PBSi como
se explicd con anterioridad. Dicho extracto se
utilizé en una reaccion de inmunoprecipitacion con
el anticuerpo monoclonal 8F4 o con un suero
polivalente de conejo contra MSP-1, facilitado
amablemente por el doctor Anthony Holder, del
National Institute of Medical Research, Mill Hill,
Londres.

Como control de la inmunoprecipitacion con el
monoclonal 8F4, se utilizé una muestra de liquido
ascitico del clon NS-1 (Sigma), que corresponde
a un fluido ascitico de ratones Balb/c portadores
de mielomas de la linea NS-1. Como control
negativo de la inmunoprecipitacion con el suero


















