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OBTENCION DE ANTlCUERPOS MONOCLONALES DIRIGIDOS 
CONTRA ANTIGENOS SOLUBLES DE P.falciparum 

ZULEIMA RUBIO*, MOISES WASSERMAN L.**, MIGUEL GUZMAN U.*** 

En este trabajo, se describe la producción de los anticuerpos monoclo- 
nales dirigidos contra proteínas solubles de P.falciparum (FCB-1). Uno 
de los anticuerpos identificados como M-45 detectó una proteína de 72 
Kd y dos más de menor peso molecular de 30 y 26 Kd, y el otro, iden- 
tificado como G-172, detectó una proteína de 120 Kd, cuando se enfren- 
taron a un extracto de esquizontes por inmunoelectrotransferencia. 

Estos anticuerpos monoclonales mostraron patrones de fluorescencia 
diferente en eritrocitos infectados con esquizontes; M-45 (isotipo M) 
produjo una fluorescencia uniforme y generalizada, mientras que el 
G-172 (isotipo G2a) mostró regiones con parches de mayor intensidad. 

Posteriormente, los monoclonales se utilizaron en una prueba de ELlSA 
sandwich, como anticuerpos de captura para antigenos solubles de P. 
falciparum, en sobrenadantes de cultivo y en cinco sueros de pacientes 
con infección malárica aguda. Los resultados mostraron un 100% de 
sensibilidad y especificidad para la dilución 1/20 de los sueros y un 80% 
de sensibilidad para la dilución 1/40. 

Teniendo en cuenta estos resultados preliminares se abre la posibilidad 
de utilizar estos monoclonales en una prueba de ELlSA que permita el 
seguimiento de una infección malárica. 

La identificación de proteínas de parásitos de mala- 
ria mediante el uso de anticuerpos monoclonales (Acs. 
M.) ha llevado a aclarar y estudiar mejor su biología 
y comportamiento, como también a pensar en la posi- 
bilidad del mejoramiento de las técnicas de diagnósti- 
co. 

Durante el rompimiento de los esquizontes, en el 
ciclo asexual del P. falcipamm se liberan un grupo 
de partículas proteínicas solubles o exoantígenos (P.S) 

(l), que se derivan posiblemente de la cubierta externa 
de los merozoítos liberados, cuando éstos invaden 
nuevos eritrocitos y10 a partir de las membranas de 
los eritrocitos infectados con esquizontes (2,3). Estas 
proteínas son detectables en la circulación del huésped 
infectado (4) y en el medio de cultivo de los parásitos 
(5,6) y su función exacta es aún imprecisa. 

La demostración de antígenos, ha llegado a ser de 
gran utilidad en el diagnóstico de las enfermedades 
parasitarias, porque ellos están más altamente relacio- 
nados con la enfermedad activa de lo que están los 
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anticuerpos (7). En el caso de malaria, las pruebas de 
ELISA evalúan la memoria inmunológica de un pa- 
ciente, es decir, determinan si un paciente ha tenido 
malaria en una ocasión reciente, pero no si la infección 
malárica es activa. Por otro lado, el número de pará- 
sitos detectados en sangre periférica es inferior al real 
en algunos casos, especialmente cuarido el paciente 
ha tomado alguna droga antimalárica. Estos hechos 
significan una verdadera dificultad en el diagnóstico 
de la malaria. 

Los Acs. M. han demostrado ser una herramienta 
invaluable para la caracterización de antígenos de los 
diferentes estadios del P. falciparum (8, 9, 10). Por 
ejemplo, la glicoproteína P-195 ha sido caracterizada 
y se ha determinado su procedencia a partir de esqui- 
zontes y merozoítos (1 1, 12). 

Teniendo en cuenta la presencia de proteínas (Ps) 
derivadas del parásito en los sobrenadantes de cultivo, 
en el suero de pacientes con malaria y su presencia 
algún tiempo después del tratamiento con cloroquina 
(13); pensamos en producir Acs. M. que estuvieran 
dirigidos contra algunas de estas proteínas. Esto con 
el fin de utilizarlos en una prueba de ELISA. En 1987, 
se desarrolló una prueba inmunoradiométrica para de- 
tección de antígenos de P. falciparum en sangre; me- 
diante el uso de Acs. M. y policlonales, observándose 
una buena correlación con las parasitemias. 

Con P. Yoelii también se ha utilizado una prueba 
inmunoenzimática con Acs. Monoclonales para detec- 
ción de proteínas solubles en sueros de ratonesjnfec- 
tados (14). Otro ejemplo en un área diferente, es un 
ELISA para detección de antígenos de Tripanosoma 
en la enfermedad del sueño, observándose resultados 
preliminares prometedores (1 5). 

MATERIALES Y METODOS 

1. CULTIVO Y CONCENTRACION DE 
PARASITOS DE P. falciparum. 

La cepa de P. falciparum (FCB-1) fue cultivada 
según el método de Trager y Jensen (16), con suero 
humano al 10%. Cuando las parasitemias alcanzaron 
de 5-lo%, encontrhndose los esquizontes en mayor 
proporción, éstos se concentraron mediante gradientes 
de Percoll ( 1  7). 

Obtención de antígenos 

Después de concentrados y lavados, los parásitos 
se trataron con una sol. de saponina al 0.15% ( 1  8) en 
inhibidores de proteasas: PMSF 1 mM, TPCK O. I I 
mM, TCLK 0.1 mM, Ac. aminocaproico 2 mM, 
EGTA 5 Mm, Incubando a 370 C durante 25 minutos. 
Los parásitos libres se lavaron para ser pasados a través 
de agujas No. 27 y finalmente ser agitados para la 
liberación de proteínas solubles. 

Para la liberación espontánea de las mismas proteí- 
nas, los esquizontes concentrados fueron devueltos al 
cultivo en medio sin suero. Después de 2 ,4 ,  8 horas, 
se colectaron los sobrenadantes por centrifugación a 
1200 y 2800 xg, y se trataron con los inhibidores de 
proteasas ya descritos. Luego de liofilizarlos, fueron 
desalinizados mediante el paso por columnas PD- 10 
(Sephadex G-25), determinándose la concentración de 
proteínas por el método de Bradford ( 19). Las proteí- 
nas se conservaron en alícuotas a -20°C. 

ELISA: después del tratamiento con saponina 
0.15%, los parásitos fueron sonicados a 40 pulsos por 
minuto, (Sonicador heat systems-ultrasonics, Mod. 
W-225), manteniéndolos en hielo. Inmediatamente, 
se centrifugaron a 150 xg durante 30 min. El sobrena- 
dante se fraccionó y se conservó -20°C. 

IFI : los parásitos concentrados se lavaron y suspen- 
dieron en medio de RPMI 1640, más bicarbonato 32 
mM, en una concentración de 20 x 106 cel.1ml. De 
esta suspensión se sirvieron 20 ul en láminas pretrata- 
das con solución tampón de carbonatos pH 9.6, y se 
dejaron secar para ser conservadas a -20°C. 

Para la electroforésis y la inmunotransferencia (20, 
2 l ) ,  se utilizaron los extractos obtenidos anteriormen- 
te, como se describirá más adelante. 

2. INMUNIZACIONES EN RATONES 

Se inmunizaron ratones Balblc de 8-12 semanas, 
utilizando una mezcla de proteínas solubles en adyu- 
vante completo e incompleto de Freund (50- 100 ug o 
1,5 a 10 x 106 parásitos. Se hicieron 3 inoculaciones 
con intervalos de 10 días IDM, IP y una al mes, en 
un volumen 0.2 ml. Cuando el título de anticuerpos 
fue mayor de 1/200 por ELISA y mayor de 11 100 por 
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IFI, los ratones fueron desafiados con 20 x 106 pará- 
sitos y 100 ug de P.S por punción intravenosa, 3 días 
antes de la fusión. 

Inmunizaciones en conejos para obtención 
de suero anti-P. falciparum 

Tres conejos de 3-4 Kg fuefon inmunizados 2 veces 
con intervalos de un mes, por punción intramuscular 
con esquizontes concentrados, y adyuvante completo 
e incompleto de Freund. La concentración aproximada 
de proteínas inoculadas fue de 150 ug por conejo, en 
un volumen final de 1 ml. Cuando el título de anticuer- 
pos por ELISA fue mayor de 11500 se hizo un refuerzo 
y se sangraron para concentración de inmunoglobuli- 
nas G anti- P. falciparum. 

al lo%, a 37 grados C y 5% de COZ. Periódicamente 
las células fueron tratadas con una solución de 8-aza- 
guanina 10 mM al 1 % para eliminar posibles revertan- 
tes. El recuento celular se hizo de igual manera con 
las células del bazo de los ratones. 

Obtención de células alimentadoras 

Ratones desnudos Balblc, de aproximadamente 5 
meses de edad, fueron sacrificados después de 4 días 
de haber sido inoculados con 0.5 m1 de SFB intrape- 
ritonealmente. Posteriormente se hicieron 3 lavados 
peritoneales con 10 m1 de medio D-MEM frío. Los 
macrófagos peritoneales se lavaron y se colocaron en 
hielo, hasta el momento de la fusión. 

Fusión 
Separación de IgG anti-P. falciparum 

Para la separación de Igs. G por el método de ácido 
octanoico o caprílico (22), se hizo un "pool" de sueros 
de los tres conejos, se llevó a pH 4.8 con ácido acético 
IN y luego 6 m1 de ácido octanóico por cada 100 m1 
de suero. Después de centrifugar a 10000 xg durante 
media hora se recolectó el sobrenadante en donde se 
encontraba aproximadamente un 90% de Ig G y luego 
se dializó contra una solución tampón de fosfatos. 

3. PRODUCCION DE ANTICUERPOS 
MONOCLONALES ANTI-P. falciparum 

Obtención de células del bazo de ratones 
inmunizados 

A los ratones previamente inmunizados se les ex- 
trajo el bazo, se maceró y suspendió en medio D-MEM 
y se trató con una solución de tris-NH4C1 10 mM pH 
7.0; para lisar los eritrocitos. Después de lavar las 
células, se resuspendieron en medio D-MEM y se 
diluyeron para contarlas en cámara de newbawer. Para 
determinar el porcentaje de viabilidad se diluyeron 
con una solución de azul de tripán al 0.2%. 

Las céluras del bazo de ratón inmunizado y las 
células de mieloma, se mezclaron en una proporción 
de 2: 1, respectivamente y se centrifugaron a 459 xg 
durante 5 min. Al sedimento obtenido se le agregó 
una solución de polietilénglicol (PEG 1500 de Sigma), 
al 45% y dimetilsulfóxido (DMSO) al 5% en solución 
salina al 0.9% (23). Después de un minuto se agrega- 
ron 12 m1 de medio D-MEM. Las células fusionadas 
se dejaron en reposo durante 2 minutos y se centrifu- 
garon a 160 xg durante 4 minutos, y al sedimento se 
le agregaron 5x106 células alimentadoras. Finalmente, 
las células fueron suspendidas en medio de hibrido- 
mas: D-MEM, L-glutamina 2 mM, aminoácidos no 
esenciales al 0.01%, piruvato de sodio 1 mM, solución 
HAT (Hipoxantina 1x 10-2 M, aminopterina 4x 10-3 
M, timidina 1.6~10-3 M), solución de insulina 0.2 
udslml, oxalacetato 0.15 mglml, sulfato de gentami- 
cina 40 uglml SFB 20%, 2 mercaptoetanol 1x10-5. 
De esta suspensión se colocaron 150 ullpozo en placas 
de 96 pozos, con una concentración de 1 x10-5 células/ 
pozo. Las placas se incubaron a 37°C y 5% de C02 
hasta observar la aparición de híbridos. Aproximada- 
mente 2 semanas más tarde, se evaluó la producción 
de anticuerpos por ELISA e IFI. 

Seguimiento de la producción de anticuerpos 
Obtención de células de mieloma monoclonales 
P3.X 63.Ag.8.653 

Por ELISA 
Las células de mieloma se cultivaron en medio D- 

MEM suplementado con glutamina 20 mM, sulfato A placas de poliestireno de 96 pozos, fondo plano, 
de gentamicina 40 uglml y suero fetal bovino (SFB) se les adhirió una dilución de extracto de esquizontes 
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en una solución tampón de carbonatos 50 mM pH 9.6, 
según título previo contra sueros de ratones inmuniza- 
dos. 

Igualmente se adhirió extracto de membranas de 
eritrocitos normales. Después de lavar con solución 
salina tampón (PBS), 0.05% Tween y albúmina bovina 
sérica al 0.1%; se agregaron los sobrenadantes de los 
hibridomas, incubando durante la noche a 4°C. Se usó 
control S. positivo, (fusión) y normal, ambos diluidos 
1110, 11100 y 11200; además sobrenadantes de células 
de mieloma. Después de la segunda lavada se agregó 
conjugado anti-IgG molécula completa, marcada con 
fosfatasa alcalina diluido 11800. Esta mezcla se incubó 
durante dos horas a temperatura ambiente, y se lavó 

Concentración de los ACS.M. a partir de los 
sobrenadantes 

Los sobrenadantes de los cultivos positivos se colec- 
taron y concentraron con sulfato de amonio saturado 
en PBS, y en partes iguales. La mezcla se dejó en 
agitación durante la noche a 4"C, luego se centrifugó 
a 12000 xg durante 45 minutos. El sedimento obtenido 
se disolvió y dializó contra PBS 0.01 M, pH 7.2. La 
concentración de proteína se estimó mediante lectura 
de la absorbancia a 280 nm. 

4. CARACTERIZACION DE LOS ACS. 
MONOCLONALES 

para agregar el sustrato PNP 1 mglml diluido en solu- Determinación de la su bclase y tipo de cadena 
ción de dietanolamina pH 8.6. liviana 

Luego de parar la reacción soda 3N1 se leyeron Los sobrenadantes concentrados se incubaron con 
las densidades ópticas en un espectrofotométro TOYO tiras de un Kit comercial, (Mouse monoclonal anti- 
ELISA ANALYZER A 405 nm. body isotyping Kit-Amersham), portadoras de anti- 

Por IFI 

Los pozos positivos por ELISA fueron evaluados 
contra impresiones de eritrocitos infectados y no infec- 
tados en láminas para IFI. Los sueros controles se 
diluyeron 11100 con PBS pH 7.4. Después de una 
hora de incubación a temperatura ambiente, se lavaron 
las láminas y se agregó conjugado anti-Igs de ratón 
marcado con fluoresceina diluido 1/40 con azul Evans 
1/10000. El conjugado se incubó durante una hora y 

cuerpos específicos de cabra contra los tipos de cade- 
nas peptídicas, además de un control positivo. Luego 
de lavar con solución de PBS- TRIS-H C1 20 mM, 
Na C1 mM, tween 20 0.1 % pH 7.6 (TBS-T), se incu- 
baron con conjugado anti-Igs. de ratón marcado con 
peroxidasa. De nuevo se lavaron y se agregó el sustrato 
4-cloro-naftol (tabletas), disuelto en metanol, peró- 
xido de hidrógeno al 3% vlvl en solución TBS. Final- 
mente, se lavaron las tiras y se observó la presencia 
de bandas. 

Se lavó para luego montar las láminas, y observarlas Determinación de la especificidad y actividad 
al microscopio. de los ACS. M. por ELlSA e IFI. 

Concentración y expansión de los híbridos Los sobrenadantes fueron nuevamente probados por 

seleccionados ELISA, de igual forma que en los casos anteriores. 

Para obtener un solo clono a partir de los pozos c m  
híbridos, éstos se clonaron por dilución límite (24). 
Los híbridos positivos seleccionados fueron contados 
y diluidos hasta una concentración de 3 célulaslml. 
Se dispensaron 200 ullpozo y adicionando macrófagos 
peritoneales. Los pozos que mostraron crecimiento de 
un solo clono de células fueron evaluados para la 
producción de Acs. M por ELISA e IFI. Aquellos que 
fueron positivos fueron expandidos a placas de 24 
pozos y botellas de 4 onzas para colectar los sobrena- 
dantes y conservar las células para criopreservación. 

Para IFI, se utilizaron láminas con diferentes esta- 
dios del parásito: anillos trofozoitos y esquizontes; 
diluyéndolos 1/10. 

Identificación de proteínas por los ACS.M., 
mediante electroforesis SDS-PAGE e 
inmunoelectrotransferencia 

Las proteínas de esquizontes y de las membranas 
de eritrocitos normales, se separaron en geles de po- 
liacrilamida, SDS: gel concentrado al 4%, en solución 
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tampón tris-H Cl 0.5 M pH 6.8 y gel separador al 5. UTlLlZAClON DE LOS ANTICUERPOS 
8%, en solución tampón tris-H CI 1.5 M pH 8.8 (25). MONOCLONALES M-45 Y G-172 EN UN 

ELISA-SANDWICH DE CAPTURA DE 
Los extractos se aplicaron al gel en una concentra- 

ción aproximada de 30 ug de proteína por carril; uti- 
PROTEINAS SOLUBLES DE P. falciparum. 

lizando como solución de tanque un tampón de tris 
0.025 M,  glicina 0.192, SDS 0.1% pH 8.3, en una 
unidad de electroforésis en placa vertical a 10 mA por 
dos horas y a 80 mA por tres horas. 

Los marcadores de peso molecular utilizados, fue- 
ron: anhidrasa carbónica 29.000, ovoalbúmina 
43.000, albúmina bovina 68.000, fosforilasa B 
97.400, Beta-galactosidasa 1 16.000 y miosina 
205.000. Estos marcadores fueron tratados de igual 
manera que los extractos. Los geles fueron coloreados 
con azul de coomasie y10 coloración de plata amonia- 
cal para observar las condiciones de laelectroforésis. 

Las proteínas separadas se transfirieron a membra- 
nas de nitrocelulosa, en una solución transferencia tris 
25 mM, glicina 192 mM, metano1 al 20% en un equipo 
de electrotransferencia, con una corriente a 10 mA 
durante la noche (21). Finalizada la transferencia se 
bloquearon los sitios inespecíficos con una solución 
de PBS y Tween 20 al 0.05%, durante una hora a 
temperatura ambiente. 

Las membranas con las proteínas transferidas, se 
expusieron a una dilución de 11200 de los sueros de 
los ratones inmunes y normales, como también una 
dilución 1/10 de los sobrenadantes concentrados, incu- 
bando a 4°C durante la noche. El diluyente utilizado 
fue PBS-TWEEN 20 AL 0.5%, SDS al 0.02% y tritón 
x- 100 al 0.01 %. Aparte una tira con los marcadores 
de peso molecular fue coloreada con una solución de 
amidoblack. 

Después de lavar el exceso de inmunoglobulinas, 
se incubaron las tiras con una dilución 115000 de los 
conjugados anti-Ig M y anti-Ig g de ratón, molécula 
completa, marcados con Biotina durante 3 horas a 
temperatura ambiente. De nuevo se lavaron las tiras 
y se incubaron con una dilución 11 1000 de inmunoglo- 
bulinas de cabra antibiotina marcadas con fosfatasa 
alcalina; durante 2 horas. Finalmente, después de lavar 
las tiras se agregó el sustrato de alfa-naftilfosfato 50 
mg y fast blue salt 50 mg en 100 ml de una solución 
tris 0.05 M y cloruro de magnesio de 10 mM, pH 8.6 
hasta revelar completamente. 

En sobrenadantes de cultivo 

En microplacas de polivinilo de 96 pozos activadas 
(Falcon), se pegaron 10 ug de los monoclonales M-45 
y G-172, en una solución de carbonatos 50 mM pH 
9.6. Luego de incubar a 4°C durante la noche y lavar 
con PBS-Tween, se bloquearon los sitios inespecíficos 
con PBS y BSA al 2% durante una hora a temperatura 
ambiente. Después se agregó sobrenadante a un cultivo 
de parásitos cuya parasitemia era del 4% diluido 112, 
114, 118, 1/16, 1132 en buffer PBS-T y se incubó 
durante 2 horas a temperatura ambiente. Inmediata- 
mente después de lavar, se adicionó Ig G anti-P. fal- 
ciparum diluida 1/1000 y se incubó durante una hora 
a temperatura ambiente. De nuevo se lavó para agregar 
conjugado anti-IgG de conejo con fosfatasa alcalina 
marcado con fluoresceina 1120000 producido en cabra 
y se incubó durante una hora a temperatura ambiente. 
Finalmente se lavó y agregó el sustrato PNP en buffer 
de dietanolamina pH 8.6, para incubar 30 minutos a 
37°C. La reacción se paró con soda 3N y se leyeron 
las absorbancias a 405 nm. Estas y las pruebas ante- 
riores se hicieron por duplicado para luego sacar pro- 
medios. 

En sueros de pacientes con malaria 

Esta prueba se realizó de igual forma que anterior- 
mente, pero con sueros de pacientes con malaria y 
sueros normales en forma de "pool", y por separado 
en diferentes diluciones. Los sueros de malaria se 
escogieron a partir de pacientes con una infección 
aguda; algunos de los cuales ya habían tomado alguna 
droga antimalárica como falcidar. Cabe anotar que los 
sueros ya habían sido descongelados por lo menos en 
dos oportunidades. 

RESULTADOS 

6. OBTENCION DE ANTIGENOS 

A partir de volúmenes de 80-120 ml de cultivo, 
cuyas parasitemias (trofozoitos maduros y esquizon- 
tes) eran de 2-3%, se obtuvieron entre 50 y 80 ul de 
extracto de esquizontes (70%). Al relacionar estos 
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valores con el número de células parasitadas/ml de TABLA No. 2. TITULO DE ANTICUERPOS ANTI- 
EN SUEROS DE CONEJOS INIIUNIZADOS 

eritrocitos, se pudo calcular aproximadamente el nú- 
mero de parásitos en el extracto (420 x 106). La razón 
para hacer estos cálculos proveniente del parásito sino 
también de los eritrocitos. 

La dilución de trabajo utilizada para el antígeno de 
ELISA generalmente de 11200, después de titular con- 
tra sueros inmunes y normales de ratón. 

Para IFI, se determinó que 10 x 108 cel/ml era una E, 
concentración adecuada para las impresiones de las 
láminas. La producción de anticuerpos anti-P. falciparum fue 

observada después de la primera inmunización. Des- 
7. SEGUIMIENTO DE LA PRODUCCION pués del refuerzo y diez días antes de sangrar los 

DE ACS. ANTI-P. falciparum animales, se observó un aumento considerable de los 
anticuerpos (tabla 2). 

En ratones 
La concentración de Igs G anti-P. falciparum por 

Después de dos meses y a la sexta inmunización 9 
el ácido octanoico, a partir de 50 ml de suero fue de 

ratones fueron positivos hasta la dilución 1/10 y sólo 
17 mgtml. Al titular esta fracción de Igs por ELISA 

dos hasta la dilución lllOO? por Luego de se determinó que la dilución de trabajo era de l/lOOO. 
séptima inmunización y tres meses después de la pri- 
mera; tres ratones alcanzaron un título de 1/80 por 
ELISA, siendo escogidos para fusión. Después de la 

8. PRODUCCION DE ACS. M. 

Última inmunización 3 días antes de la fusión, dos de Fusiones 
estos ratones alcanzaron un título de 111000, también 
por ELISA (tabla 1). De tres fusiones, en donde se utilizaron diferentes 

proporciones de células parentales, sólo una tuvo éxito 
TABLA NO. 1. ELISA. SEGUIIIIENTO DE LA PRODUCCION DE ANTICUERPOS (FS-3). esta fusión se utilizaron 100 106 células ANTI-P. falcioarum 

esplecnicas inmunizadas, 52 x 106 células de mieloma 

RATONES D .  O. i 4 0 5 n m )  de ratón, con un 87% de viabilidad y 5 x 106 macró- 
fagos peritoneales como células alimentadoras. En FS- 
3 se obtuvieron 258 pozos con híbridos, del total de 
placas, lo que correspondió a un 30% de los pozos 
con células aparentemente fusionadas. El ratón utili- 
zado para esta fusión, se desafió por vía intraperitoneal 
e intravenosa. Al extraer el bazo se obtuvo un gran 
número de células estimuladas (200 x 106). 

Seguimiento de la producción de ACS. 
monoclonales 

Después de dos semanas de crecimiento de los 258 
pozos con híbridos (FS-3), se evaluó la producción 
de Acs. anti P. falciparum por ELISA contra extractos 
de parásitos y de eritrocitos normales. Sólo un pozo 

*Las diluciones 1/10, y 1/100 corresponden a muestras fue clara específicamente positivo ( N ~ .  45) para ex- 
después  d e  la sexta inmunización, y la dilución 1/1000 
a muestras después  d e  la última inmunización, 3 dias tract0 de parásitos, y algunos muy débilmente ( ~ j  NO. 
antes d e  la fusión. 208,80 Tabla 3). Los otros presentaban reacción más 
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fuerte o igual con el extracto de eritrocitos normales. 
Estos sobrenadantes, además de aquellos dudosos por 
ELISA como el 172 y el 195: con densidades ópticas 
cercanas a 0.1, fueron probados con impresiones de 
eritrocitos infectados con esquizontes y eritrocitos sa- 
nos; por IFI. Los sobrenadantes 45, 172 y 195 mostra- 
ron fluorescencia clara con la superficie de los eritro- 
citos infectados, más no con los eritrocitos sanos. Al 
repetir la IFI días más tarde, sólo presentaron fluores- 
cencia específica los sobrenadantes 45 y 172, seleccio- 
nándose para clonación y expansión. El sobrenadante 
195 fue descartado por presentar fluorrscencia escasa 
y dudosa, posiblemente porque el hibridoma empezó 
a disminuir la producción de anticuerpos en ese mo- 
mento. 

Expansión y c lonación d e  los h íb r idomas  
45 y 172 

Luego de seleccionar los híbridos 45 y 172 y am- 
pliarlos, se dividió el crecimiento para criopreserva- 
ción y clonación. Después de una semana de haber 
clonado por dilución límite, se seleccionaron los pozos 
con un solo clon de híbridos. Cuando el crecimiento 
de las células fue suficiente, se evaluó la producción 
de anticuerpos. A partir del hibridoma45 se obtuvieron 
26 monoclonos (27% total de pozos), de los cuales 
25 presentaron inmunofluorescencia específica contra 
la superficie de los eritrocitos infectados. 

Para el hibridoma 172, sólo 12 de los 27 monoclonos 
seleccionados presentaron fluorescencia de las mem- 
branas de los eritrocitos infectados, pero un poco me- 
nos que con los clonos 45, observándose puntos o 
parches más fluorescentes en algunas de las regiones 
de los eritrocitos infectados. Las IFI se repitieron in- 

cluyendo controles negativos (sobrenadantes de célu- 
las de mieloma y eritrocitos sanos); confirmándo los 
resultados anteriores (Figura 1). 

Concentrac ión d e  los ACS.M. e n  los 
s o b r e n a d a n t e s  45 y 172 

Después de ampliar los clonos 45 y 172, se colectó 
un volumen aproximado de 100 ml. Después de pre- 
cipitar las proteinas, se obtuvo una concentración 
aproximada de Igs 520 ug para el sobrenadante 45 y 
650 ug para el 172. Ambos mediante lecturas de ab- 
sorbancia a 280 nm. 

9. CARACTERIZACION DE LOS ACS.M 
45 Y 172 

S u b c l a s e  y t i p o  d e  c a d e n a  liviana 

Los sobrenadantes 45 y 172 concentrados al ser 
enfrentados a tiras con anti-Igs de ratón producidas 
en cabra; revelaron dos tipos de anticueipos, así: el 
sobrenadante 45 se identificó como una Ig M, cuya 
cadena liviana era del tipo kappa. El sobrenadante 
172 se identificó como una Ig G2a, cuyacadena liviana 
también era del tipo Kappa. 

Especificidad y actividad d e  los a n t i c u e r p o s  
rnonoclonales  M-45 Y G- 172 

Por ELISA los resultados fueron completamente 
negativo. Por IFI, después de enfrentar los Acs. M.  
a anillos de 12 y 20 horas y esquizontes de 34, 40  y 
46 horas de maduración; los resultados mostraron una 
fluorescencia fuerte de membrana. Esta fluorescencia 
empezaba a partir de los trofozoitos de 20 horas y 
aumentaba con el tiempo de maduración del parásito 
(Tabla4); siendo más intensa y generalizadaparaM-45 
que para G-172 (Figura 2). Los controles funcionaron 
correctamente mostrando diferencia clara entre posi- 
tivo normal. 

Identificación d e  l a s  p ro te inas  de l  parás i to  
por  e lec t rofores is  SDS-PAGE e 
inrnunotransferencia  

Después de colorear los geles con una solución de 
plata amoniacal, los extractos de esquizontes y proteí- 
nas solubles liberadas espontáneamente en el medio, 
mostraron diferencias claras. 
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D. E. F. 

Fig. 2. Microfotografías inrnunofluorescencia indirecta. Esquizontes Trofozoitos Madu- 
ros P. falciparum 
A.B.C. Sobrenadante concentrado - Monoclonal M-45 
D.E.F. Sobrenadante concentrado -Monoclonal G-172 

a 

del ratón normal sólo mostró 3 bandas bien definidas 
comparables con algunas del ratón inmune, pero de 
menor intensidad. 

Posterio~mente se utilizó un extracto de esquizontes 
tratado con saponina para eliminar la mayor cantidad 
de proteínas provenientes de los eritrocitos, y que 
podrían interferir en los resultados finales. También 
se decidió diluir los nonoclonales 1/30, 1/60, 1/90). 
E1 Ac. M.,  M-45, reveló una banda fuerte y bien 
definida correspondiente a una proteína de peso mole- 
cular de 72 kd y otras dos mas pequeñas de menor 
intensidad de 30 y 26 Kd aproximadamente. Estas dos 
últimas podrían ser productos de degradación de la 

proteína de 72 (Figura 3). Con los extractos de eritro- 
citos sanos no se observó banda alguna. 

Con el Ac.M. G-172, sólo se observó una banda 
muy tenue y estrecha con el extracto de esquizontes 
que correspondía a un peso molecular aproximado de 
120 kd (Figura 3). 

10. €LISA SANDWICH CON LOS 
MONOCLONALES M-45 Y G-172 

De acuerdo con las recomendaciones para las prue- 
bas de ELISA sandwich, se utilizó un exceso de la 
mezcla de Acs. M. M-45 y G-172; 10 uglml, para 
adherir a las placas. 
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Fig. 3. lnmunoelectrotransferencia. Membranas de Nitro- 
celulosa con estractos de esquizontes de P. falciparum (1, 
2, 3, 4) y eritrocitos normales (5, 6, 7, 8). 1 y 5 - Suero de 
ratón normal 11200. 2 y 6 - Suero de ratón inmune anti-P. 
f. 11200. 3 y 7 - Ac.M - 45 1/10. 4 y 8 - Ac.M - G-172 1/10. 
Izquierda marcadores de P. molecular: Miosina (205 kd). 
B-Galactosidasa (1 16 kd), albumina de huevo (43 kd), an- 
hidrasa carbónica (29 kd). 

OlLS SOBRENADANTES 

densidades ópticas mostraron nuevamente diferencia 
clara entre los sueros positivos y normales, desde la 
dilución 1/10 (Tabla 5). 

Posteriormente, se probaron 5 sueros cuyas parasi- 
temias eran: 0.17%, 0.57%. 0108%. 0.47%, 0.12% 
y 5 sueros de personas que nunca habían tenido mala- 
ria. En esta prueba se observó una actividad específica 
de captura de los monoclonales; posiblemente contra 
antígenos solubles liberados del parásito y conser- 
vando las misma tendencia de las pruebas anteriores. 
La dilución 1/20 produjo un 100% de diferencia entre 
las muestras de malaria y las normales. Para la dilución 
1/40 sólo el 80% de diferencia, tomando siempre como 
positivas aquellas muestras cuyas D . 0  estaban por 
encima de 0.4 (Gráfica 2). 

Ellsa landwlch Lo8 monocionaks ( M 4 5  y 0 1 7 2 )  
y sobranadontrs da cultlvo. 

En sobrenadantes de cultivo 

l a -  

0.9- 

0.B- 

0.7- 

0.6- 

Las diluciones de los sobrenadantes de los cultivos 
(parasitemia 4%) y los del medio de cultivo sin pará- 
sitos; mostraron diferencia clara entre positivo y nor- 
mal. Las lecturas fueron disminuyendo a medida que 
se aumentaron las diluciones, y al graficar se observó 
una línea recta descendente. Las densidades ópticas 
obtenidas fueron desde 0.75 hasta 0.16 (Gráfica 1). 

"\ 

En sueros de pacientes con malaria 

La mezcla de sueros "pool", tanto de malaria como 
normales, fueron diluidos hasta 1/60 y los resultados 
fueron comparables con los de los sobrenadantes. Las 

~ i á f l c a  N.1 M 8obr*nadani*s culllvo Plasmodlum f a l c l ~ o m  - m8dlo d8 CulllvO r l n  iuaro 

TABLA No. 5. ELlSA SANDWICH CON 1-45 , 0-172 

Y "POOL" DE SUEROS HUHANOS 

SUEROS "POOL" 

O ILUCIONEC 

P. falciparum 

NORNAL 

D. O. (405) 

1/10 1/20 1/40 1/90 1llb6 

0.78 0.59 0.40 0.19 0.123 

0.11 0.07 0.05 0.03 0.02 
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Ellso londwlch con lo1 Monoolonolal (M45y-G172), 
,uaro, con Plo,modlum m vscontiola, rozoitos, siendo ambos el resultado de proteólisis de 

normales. polipéptido P- 195. Es muy probable que las proteínas 
identificadas por M-45, sean el resultado de un proceso 
de degradación durante el rompimiento del parásito. 

Los ratones utilizados para las imunizaciones nece- 
sitaron gran cantidad de antígeno, además de imuniza- 
ciones prolongadas, para producir una respuesta hu- 
moral significativa (Tabla 1). Esto es muy explicable, 
ya que el inóculo fue en todos los casos, una mezcla 
muy compleja de proteínas del parásito y los eritroci- 

- - - - - - tos, en donde no siempre la cantidad de proteínas del 
parásito pudo ser suficiente. 

El desafío de los ratones tres días antes de la fusión 
por vías intravenosa e intraperitoneal, resultó, por 

o,i A a3 A O.' cuanto mejoró la estimulación de las células inmuno- 
3 (5 )  (11 ( 4 1  (2) 

Porcantaja da poros i tmla  comvetentes: observándose aumento del número de 
con-p,folsimrum 

~ r á f l c ~ ~  N. 2 .  ~ l l u s l ó n  1/20 ruaroa 
células para la fusión y título de Acs. por ELISA 

noimoims O O (Tabla 1). Esta estimulación es muy importante porque 
va a determinar la cantidad y variedad de linfocitos 

011udón 1/40 suero1 ConP folclmorm A A 

normola i  A A 
específicos que podrían fusionarse y dar lugar a hibri- 

Suaro  N. Pora i l t amlq  

( 1  1 0 1 7 %  domas productores de Acs. monoclonales (24). 
( 2 1  o 5 7 %  
( 3 )  O 0 8 %  
14 I O 47% En el caso de los conejos la respuesta al antígeno 
( 5 1  o 1 2 %  fue más rápida y considerable (Tabla 2). 

DlSCUSlON Y CONCLUSIONES 

En este trabajo, se produjeron e identificaron dos 
Acs. M. que reaccionaron con proteínas de P. falcipa- 
mrn (FCB-1); mediante inmunoelectrotransferencia e 
inmunofluorescencia. El Ac. M. M-45 identificó un 
polipéptido de 72 kd, produciendo un banda de mayor 
identidad y otras dos con menor intensidad, de menor 
peso molecular, 30 y 26 kd (Figura 3). Con el mono- 
clonal G-172, se observó una sola banda muy tenue 
que correspondía a una proteína de 120 kd. El hecho 
de que una Ac. M. reconozca varias bandas, como es 
el caso de M-45, puede deberse a que hay epítopes 
compartidos, o procesamiento de las proteínas de ma- 
yor peso molecular. Resultados similares han sido re- 
portados en varias oportunidades (25, 12, 14), en 
donde se establece que los péptidos identificados pue- 
den pertenecer a una sola familia de moléculas deriva- 
das del mismo precursor. Freeman y Holder (1 l ) ,  
demuestran una proteína de 83 kd presente en los 
esquizontes maduros, que puede ser parte del merozoi- 
to, al igual que otro fragmento de 60 kd que es produ- 
cido durante la invasión de los eritrocitos por los me- 

Aunque no podemos saber si los monoclonales reac- 
cionaron con uno o varios antígenos de los parásitos; 
por inmunofluorescencia, fue posible observar dos pa- 
trones diferentes. M-45 mostró una fluorescencia ge- 
neralizada sólo alrededor de la superficie de eritrocitos 
infectados con parásitos maduros; y con diferente in- 
tensidad en un mismo campo microscópico, posible- 
mente relacionada con la cantidad de epítopes identi- 
ficados expresados en la célula. De acuerdo con ésto, 
el (los) epítope (S) identificado (S), podrían estar aso- 
ciados a las membranas que rodean los parásitos (26), 
o corresponder a proteína dispersa en el interior de la 
célula parasitada (Figura 2). 

El monoclonal G-172 produjo también una fluores- 
cencia de la membrana de los eritrocitos infectados, 
pero con parches más fluorescentes en algunas regio- 
nes, que podrían corresponder a alguna región de los 
merozoitos o los esquizontes. Este patrón de fluores- 
cencia ha sido observado en otras oportunidades, en 
donde los monoclonales han identificado proteínas de 
41, 93 y 39 Kd (27). Estas proteínas están presentes 
en eritrocitos infectados por esquizontes de P. falcipa- 
rum. 
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Por el contrario cuando se enfrentaron eritrocitos 
sanos a los monoclonales, M-45 y G-172 no hubo 
fluorescencia alguna y tampoco presencia de bandas 
por inmunotransferencia. 

Más adelante, continuando con la IFI y enfrentando 
M-45 Y G-172 a anillos y trofozoitos jóvenes (12-20 
h); se observó una fluorescencia más escasa y tenue, 
comparándola con aquella producida por los parásitos 
a partir de las 40 h, principalmente (Tabla 4). De 
aquí, podríamos deducir que parte de los determinan- 
tes antigénicos identificados por los Acs. M. comien- 
zan a expresarse más tempranas del parásito 20 h, 
quedando acumuladas en gran cantidad durante la ma- 
duración, como han demostrado Hall R. y col. (28), 
con la proteína P-190 de la superficie del parásito. 

La evidencia de que M-45 y G-145 son diferentes 
está dada parcialmente, por los dos patrones de IFI 
observados, los dos isotipos de Igs (Ig-M e Ig G2a), 
y el tamaño molécular de las proteínas identificadas 
por inmunotransferencia (72, 30, 26 y 120 kd), como 
se ha reportado en otros casos (29). 

Las pruebas de ELISA, consideradas como pruebas 
más sensibles que las de fluorescencia, no pudieron 
detectar la reacción de las proteínas del parásito con 
los monoclonales en los seguimientos después de la 
clonación. Esto puede ser ocasionado porque los epí- 
topes identificados por los Acs. M, no se expusieron 
adecuadamente en el antígeno utilizado para el ELISA, 
o de igual forma como lo hicieron en las pruebas de 
IFI e inmunotransferencia (30). Además, la unión de 
Ac. M y el determinante antigénico no siempre es tan 
estable, como es el caso de las uniones monovalentes 
en donde es más fácil que el Ac. se desprenda de su 
epítope. Otra posibilidad es que los antígenos aún 
estando presentes, lo estuvieran en una cantidad por 
debajo del límite de detección y10 la cantidad de Acs. 
M era muy baja en ese momento 

Como se mencionó inicialmente, las proteínas solu- 
bles encontradas en los sueros de los pacientes y en 
los sobrenadantes de cultivo del P. falciparum, han 
sido estudiadas en numerosas ocasiones (3 1, 32, 33). 
En 1984, en el Laboratorio de Bioquímica del INS se 
reportaron tres polipéptidos de 77,48 y 36 kd, presen- 
tes en los sobrenadantes del cultivo cuando el mero- 
zoito invade nuevos eritrocitos (34). Estas proteínas 
son susceptibles de proteólisis y se fragmentan en 
péptidos de varios tamaños. 

De acuerdo con la observación hecha por Jepsen y 
Andersen ( 3 ,  acerca de la similitud en la identidad 
inmunoquímica de los antígenos solubles en sueros 
de pacientes con malaria y sobrenadantes de cultivos, 
es muy posibles que los exoantígenos identificados 
por M-45 y G- 172 en los ELISA correspondan a aque- 
llas proteínas circulantes en los sueros de pacientes 
con infección malárica aguda que se probaron en este 
primer ensayo. En esta prueba de sensibilidad y espe- 
cificidad de la reacción fue de un 100% para la dilución 
1/20 de los sueros; tomando como positivos aquellos 
valores por encima de 0.4. Sin embargo, al aumentar 
la dilución 1/40, la sensibilidad disminuyó a un 80% 
(Gráfica 2). Estos datos son preliminares, pues es 
necesario hacer una validación estadística con un nú- 
mero representativo de muestras problema y normales. 
La complejidad y gran variedad de antígenos solubles 
ya ha sido demostrada en otros casos (3.9, cuando se 
han hecho estudios epidemiológicos para determinar 
la incidencia de la infección. 

Es indispensable continuar con el estudio de los 
Acs. M identificados en este trabajo, para determinar 
exactamente su comportamiento; al mismo tiempo que 
la ubicación exacta de las proteínas con las que reac- 
cionan. 

SUMMARY 

This paper describes the production and characteri- 
zation of two monoclonal antibodies against P. falci- 
parum soluble proteins. One of the monoclonal antibo- 
dies indentified as M-45 detected one protein of 72 
kd and two more of 30 and 26 kd in a P. falciparum 
schizont extract, by immnoelectroblotting. The other 
one, G-172 detected a protein of 120 Kd. 

Moreover, the two monoclonal antibodies showed 
different immunofluorescence patterns, both recogni- 
zed Schizont infected erytrocytes: M-45 (M isotype) 
produced a generalized and uniform fluorescence, 
while G-172 (G2 a isotype) produced patches of higher 
intensity in some regions of the schizont. 

Later on, M-45 and G- 172 were used in an ELISA 
sandwich technique as capture antibodies for P. falci- 
parum soluble antigens. Culture supernatants and five 
malaria infection sera were assayed. The results sho- 
wed a 100% sensibility and specificity when the dilu- 
tion sera was 1/20 and 80% sensibility for the 1/40 
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