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INTRODUCCIÓN
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Impacto de la malaria

2018 - 219 millones de casos. (OMS)

https://lamalaria.com/consejos/prevencion-profilaxis-zona-pais-riesgo-malaria-tipo/

https://www.shutterstock.com/es/search/ni%C3%B1os+de+africa
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Vacuna COLFAVAC24 con 

una protección del 81.7% 

ENFRENTADOS A LA CEPA FVO

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/aotus

https://www.eltiempo.com/salud/entrevista-con-el-cientifico-colombiano-manuel-elkin-patarroyo

https://www.info-natura.com/blog/2010/06/16/el-anopheles-mosquito-

vector-de-la-malaria-habita-el-delta-del-ebro/8
/image.shutterstock.com/image-photo/plasmodium-falciparum-

gametocyte-blood-smear-260nw-1087816607.jpg
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Características células dendríticas 

Receptor para 

quimiocinas CCR7

CMH I - II

Células profesionales 

presentadoras de 

antígeno

https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula_dendr%C3%ADtica

Prolongaciones 

ramificadas en forma 

de dendritas. 
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PÉPTIDO VACUNAL

CÉLULA DENDRÍTICA 

CONVENCIONAL

CÉLULA DENDRÍTICA 

PLASMOCITOIDE

CITOQUINAS

LINFOCITOS T 

LINFOCITOS B

LINFOCITOS B
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CÉLULA DENDRÍTICA 

CONVENCIONAL TIPO 1

CÉLULA DENDRÍTICA 

CONVENCIONAL TIPO 2

CD103CD11c

BDCA-1 

No existen anticuerpos monoclonales 

comerciales que reconozcan las células 

dendríticas del modelo animal Aotus spp.
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OBJETIVOS 
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Producir anticuerpos monoclonales que reconozcan marcadores de membrana BDCA1, CD11c,

CD103 y CD14 sobre células presentadoras de antígeno de Aotus spp.

• Seleccionar mediante herramientas bioinformáticas las secuencias de los marcadores de

membrana de células presentadoras de antígeno de Aotus spp. a sintetizar.

• Desarrollar el hibridoma a partir del bazo de ratones cepa BALB/c inmunizados, para

producir los anticuerpos monoclonales contra marcadores de superficie de membrana de

células presentadoras de antígeno.

• Evaluar la afinidad de los anticuerpos monoclonales producidos, frente a las células

presentadoras de antígeno de Aotus spp.

GENERAL 

ESPECIFICOS
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METODOLOGÍA 
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PROCEDIMIENTOS

Reconocimiento de células diana por los 

anticuerpos obtenidos - IFI

Obtención de células dendríticas humanas 

Producción de hibridoma

Obtención de esplenocitos

Valoración de la inmunogenicidad por ELISA 

Inmunización de ratones 

Síntesis de las secuencias peptídicas 

Predicción “in silico” de secuencias peptídicas 
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1. Predicción “in silico” de secuencias peptídicas 

Secuencias BDCA-1, CD103, CD11c y

CD14 de Aotus spp.
Predicción fragmento extracelular

NCBI Protein TMHMM Server
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Identificación de epítopes de células B y T.Determinación de péptido señal.

SignalP 4.0 Server IEDB Analysis Resource
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Alineamiento entre las secuencias de Mus

musculus, Homo sapiens, y Aotus spp.

BLAST
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2. Síntesis de secuencias peptídicas 

Las secuencias proteicas seleccionadas se sintetizaron químicamente por el grupo funcional

de síntesis química FIDIC.

Sistema de fase sólida múltiple por 

aproximación. 

Hidrolizados por TFA/TIS/H2O, purificados 

mediante RP-HPLC, liofilización y análisis 

mediante espectrometría de masas (Maldi-

TOF).

Dicroísmo circular.
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3. Inmunización de ratones 

Grupo 1 Grupo 4

CD14 (ratón 6, 7 y 8)

Grupo 3Grupo 2

CD11C (ratón 3, 4 y 5) CD103 (ratón 9, 10 y 11)BDCA-1 (ratón 0, 1 y 2)

https://www.taconic.com/images/balb-c-inbred-mouse-model.jpg
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77724228140

Sangría pre y post 

inmunizaciones.

Refuerzo Sacrificio

Inmunización con péptido (30 μg/ml) y

adyuvante incompleto de Freund. Vía

subcutánea – intraperitoneal.

https://www.taconic.com/images/balb-c-inbred-mouse-
model.jpg

DÍA
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Péptido + PBS



4. Valoración de la inmunogenicidad por ELISA 

Placas con  péptidos 

sintetizados

Reactividad frente al péptido  de sueros 

obtenidos ELISA

Revelada con sustrato FAL  

Suero de los ratones

Ac anti-ratón IgG (FAL)

http://dynamimed.com/shop/wp-
content/uploads/2018/01/ELISA_plates.jpg

https://c8.alamy.com/compes/xebne5/alicuotas-de-suero-congelado-muestras-
almacenadas-en-la-nevera-a-80-c-el-adn.jpg

P-nitrofenil fosfato

19Fosfatasa Alcalina (FAL)

Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA)



5. Obtención de esplenocitos

Esplenectomía
Obtención de células 

mediante perfusión

Recuento celular en 

Neubauer® 

https://medium.com/@manuelvega11/disecci%C3%B3n-
a-un-rat%C3%B3n-f937d005c8f8

https://www.globaltradebr.com.br/pub/media/catalog/product/cachemara
s_de_neubauer_1.jpg

https://encryptedn0.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcTto1KYN3
yfSasBDw3btIsXJBNVzN708XkKtWtjRDg4jP5bT9US&s
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6. Producción de hibridoma

EsplenocitosPAI PEG

Incubación ~16 d, 37ºC - 5%

CO2 en medio HAT.

https://assets.fishersci.com/TFS-Assets/CCG/product-images/F32786~p.eps-650.jpg https://c8.alamy.com/compes/hn2kx1/el-pipeteado-de-muestras-en-tubos-eppendorf-
hn2kx1.jpg

http://shop.llg.de/static01/Img/4009096_1.JPG
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Polietilenglicol (PEG)

Hipoxantina, aminopterina y timidina (HAT)



A partir del día 12 de incubación 

Presencia/Ausencia 

clones

https://thumbs.dreamstime.com/z/placa-de-cultura-del-tejido-64238858.jpg

https://encrypted-bn0tbn:ANd9GcSgykwjUonsWQNKY7RJ-8YzVUyeArdpUfqAUO7iltHEN5-
AmM7Z&s

https://ruo.mbl.co.jp/bio/e/support/method/elisa.html

Crecimiento clonal
IFI células humanas
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Selección de clonos

Inmunofluorescencia indirecta (IFI)



Reactividad frente a 

células humanas

Dilución limite 

IFI células Aotus spp.

Pasados 12 -15 días

Crecimiento clonal

http://shop.llg.de/static01/Img/4009096_1.JPG

23Inmunofluorescencia indirecta (IFI)



7. Obtención de células dendríticas humanas 

Sangre periférica 

Incubación 3h 37ºC - 5% CO2

Cultivo

Ficoll-Hypaque® Recuento celular en 

Neubauer® 

http://4.bp.blogspot.com/-SDrcdSD0N_/s1600/descarga.jpg

https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrichl.jpg

https://thumbs.dreamstime.com/z/tubo-de-ensayo-la-heparina-
del-litio-en-laboratorio-121837030.jpg
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https://www.globaltradebr.com.br/pub/media/catalog/product/
cachemaras_de_neubauer_1.jpg



Adherencia por microscopia Estimulo día 0 y 3

IL4 y GM-CSF 

Lipopolisacarido y sobrenadante 

de células P388/D1 

Diferenciación

Estimulo día 6.

Día 12

http://4.bp.blogspot.com/-SDrVjuhFjY1f3IM/s1600/descarga.jpg

Maduración

Desprendimiento y 

cuantificación 

25
Interleucina 4 (IL4)

Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF)



8. Reconocimiento de anticuerpos obtenidos mediante IFI

Adherencia de células dendríticas Bloqueo con leche 1% en PBS 1X Clones analizados. 

Ac Anti-Ratón igG

DAPI

264 ',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)



RESULTADOS Y 

DISCUSIÓN 
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CÉLULA DE 

ORIGEN

RECEPTOR DE 

MEMBRANA

NÚMERO DE ACCESO 

(NCBI Protein)

LONGITUD 

(aa)

CÉLULA 

DENDRÍTICA

BDCA-1 XP_12305169.1 345

CÉLULA 

DENDRÍTICA

CD11c XP_012325376.1 1161

CÉLULA 

DENDRÍTICA

CD103 XP_021526954.1 1618

MONOCITO CD14 XP_012324561.1 375

Cabrera - 2018 - México

- Uniprot y Switt-Prot

- Predicción para T. gondii.

PREDICCIÓN “in silico” DE SECUENCIAS PEPTÍDICAS 
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Determinación del fragmento extracelular

RECEPTOR UBICACIÓN

A. BDCA-1 1 – 308 aa.

B. CD11c 1 - 1105 aa.

C. CD103 1-1618 aa.

D. CD14 1-375 aa. 

TMHMM Server
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Predicción del péptido señal

RECEPTOR UBICACIÓN

A. BDCA-1 1 – 19 (DNA-EE).

B. CD11c 1 – 19 (SLG-FN).

C. CD103 NO POSEE.

D. CD14 1 – 19 (VSA-YY). 

SignalP 4.0 Server
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Predicción de epítopes B

BDCA-1 11 137 – TWVPSPDSGSL – 147  CD11c 12 35 – PHEMTAANQTGG – 46  

CD103 14 1006 – QLETPEGQKDCPQP – 1019  CD14 14 336 – STLPQEGSTNSGVV – 349
31



PROTEINA

LONGITUD DEL

EPÍTOPE T SECUENCIA

A. BDCA-1 15 122 – QVAFKGVALLNFQNT - 136

B. CD11c 15 20 – DSVVQYANSWVVVGA - 34

C. CD103 15 991 – HEEDSFSNASIKVSY - 1005

D. CD14 15 320 – KVDNLILDGNPFLVP - 334

IEDB Analysis Resource

Predicción de epítopes T
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Determinación del porcentaje de identidad

RECEPTOR

A. BDCA-1

B. CD11c

C. CD103

D. CD14

Cubides - 2019 - Colombia

- Mismos % de identidad

- Producción de mAbs contra

LT (Aotus spp.)

32.14%

82.14%

42.85%

85.71%

46.66%

83.33%

42.85%

83.87%
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Determinación de secuencias  

PROTEINA

LONGITUD 

TOTAL (aa)

LONGITUD DE LA 

SECUENCIA 

SINTETIZADA

SECUENCIA SINTETIZADA

BDCA-1 308 28 122-QVAFKGVALLNFQNTTWVPSPDSGSLAQ-149

CD11c 1105 28 20-DSVVQYANSWVVVGAPHEMTAANQTGGL-47

CD103 1618 29 991-HEEDSFSNASIKVSYQLETPEGQKDCPQP-1010

CD14 375 30 320-KVDNLILDGNPFLVPSTLPQEGSTNGSVVP-350
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EVALUACIÓN DE LA INMUNOGENICIDAD DE LOS RATONES

RECEPTOR DE 

MEMBRANA

RATÓN 

ESCOGIDO

TÍTULO

ALCANZADO

BDCA-1 N° 2 1:3200

CD11c N° 3 1:3200
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RECEPTOR DE 

MEMBRANA

RATÓN 

ESCOGIDO

TÍTULO

ALCANZADO

CD103 N° 8 1:3200

CD14 N° 11 1:800

Blanco - 2015 - España

- Usó 4 ratones

- mAbs contra Salmonella

Vanasco - 2001 - EEUU

- Validó ELISA para el

seguimiento durante la producción

de mAbs.
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FUSIÓN CELULAR 

DÍA 16DÍA  12DÍA 0

Dreyer - 2010 - EEUU

- Usó células PAI por su

estabilidad y homogeneidad

Taylor y col -2015 - UK

- Clonos de manera mas rápida contra

Baculovirus

- Cambio de relación PAI:EPT

Esplenocitos
Células PAI
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EVALUACIÓN DE LA INMUNOGENICIDAD DE LOS CLONOS 

RECEPTOR DE 

MEMBRANA 

NÚMERO DE CLONOS 

OBTENIDOS

NÚMERO DE CLONOS 

REACTIVOS

BDCA-1 34 25
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RECEPTOR DE 

MEMBRANA 

NÚMERO DE CLONOS 

OBTENIDOS

NÚMERO DE CLONOS 

REACTIVOS

CD11c 11 9
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RECEPTOR DE 

MEMBRANA 

NÚMERO DE CLONOS 

OBTENIDOS

NÚMERO DE CLONOS 

REACTIVOS

CD103 10 6
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RECEPTOR DE 

MEMBRANA 

NÚMERO DE CLONOS 

OBTENIDOS

NÚMERO DE CLONOS 

REACTIVOS

CD14 19 7
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CULTIVO DE CÉLULAS DENDRÍTICAS HUMANAS

DÍA 0 DÍA  5 DÍA 12
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EVALUACIÓN DE CLONES SOBRE CÉLULAS BLANCO DE HUMANO

A: Control negativo. B: Control positivo. C: Clon 1G3. D: Clon 1H1. E: Clon 1H11. F: Clon 3E4.

Clones para BDCA-1
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A: Control negativo. B: Control positivo. C: Clon 2G11. D: Clon 4E4. E: Clon 6E1. 

Clones para CD11c
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A: Control negativo. B: Control positivo. C: Clon 1F5. D: Clon 3B11. E: Clon 3F7. 

Clones para CD103
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A: Control negativo. B: Control positivo. C: Clon 2A7 D: Clon 2B2. E: Clon 2C8. F: Clon 4H5. G: 8D2. 

Clones para CD14
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CLONES PROBADOS EN SANGRE PERIFÉRICA DE Aotus spp 

Clones para BDCA-1

A: Control negativo. B: Control positivo. C: Clon 1H11. D: Clon 1G3. E: Clon 3E4. F: Clon 1H147



Clones para CD11c

A: Control negativo. B: Control positivo. C: Clon 2G11. D: Clon 6E1. E: Clon 4E4. 48



Clones para CD103 

A: Control negativo. B: Control positivo. C: Clon 3F7. D: Clon 1F5. E: Clon 3B11. 49



Clones para CD14

A: Control negativo. B: Control positivo. C: Clon 8D2. D: Clon 2C8. E: Clon 2A7. 50



CONCLUSIONES
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• El análisis “in silico” de los marcadores de membrana de células presentadoras
de antígeno de monos Aotus spp., de las proteínas BDCA-1, CD11c, CD103 y
CD14, permitió predecir las regiones más inmunogénicas (Epítopes B).

• Una vez generados los hibridomas se obtuvieron clones positivos frente a los
péptidos sintéticos y las células diana probados mediante ELISA e
inmunofluorescencia.

• Se logró obtener células dendríticas humanas a partir de monocitos de sangre
periférica tras la estimulación con IL-4, GMCS-F y sobrenadante de células
P388/D1 productoras de IL-6 e IL - 1 β.

• Los anticuerpos monoclonales obtenidos reconocieron el péptido sintético y las
células presentadoras de antígeno tanto de humano como de primates no
humanos (Aotus spp.).
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• Los anticuerpos monoclonales obtenidos podrán ser utilizados en ensayos
funcionales para evaluar la cinética de la degradación de las microesferas
con péptidos sintéticos dentro de las células dendríticas de Aotus spp.

• Por primera vez se obtuvieron anticuerpos monoclonales contra células
presentadoras de antígeno de Aotus spp. con reactividad cruzada en
humanos.
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SÍNTESIS DE PÉPTIDOS ACCIÓN MEDIO HAT CLON IDEAL

mAbs NO REACTIVOS FUNCIÓN DE MARCADORES CEPA BALB/c

ADYUVANTE CÉLULAS PAI FUNDAMENTOS BIO/TICA

CONCENTRACIONES CD COMITÉ ÉTICO CICLO DE VIDA Plasmodium

DIFERENCIACIÓN CD



TFA/H2O/TIS
TFA: Ácido trifluoroacético
TIS: Triisopropinsilano

Cromatografía líquida de alta 
resolución (HPLC)

https://www.researchgate.net/figure/Figura-8-Cromatografia-liquida-de-Alta-
Resolucion-HPLC_fig7_237072643

https://www.tesisenred.net/bitstream/handle/10803/1807/01.TPE_

Capitulo_1.pdf?sequence=2&isAllowed=y

MALDI-TOF

DICROISMO CIRCULAR 

https://es.wikipedia.org/wiki/MALDI-TOF

http://www3.uah.es/jcdiez/b-fbbma/tema8/tema8.html
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Método de Merrifield -

1969



HGPRT: Hipoxantinaguaninafosforibosiltransferasa
Timidinoquinasa

AMINOPTERINA
Antagonista del ácido dihidrofólico. 

Bloquea uso de BN endógenas.

https://en.wikipedia.org/wiki/Cell_culture

https://slideplayer.com/slide/759746/
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BDCA-1

1H1
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CD11c

4E4
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CD103

3F7
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CD14

2C8
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376 mAbs contra humanos 

vs 17 especies

Summary of the animal 
homologue section of HLDA8 -

Armin y col – 2014
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Se distribuye ampliamente en 

todo el sistema endocítico

Median la presentación de Ag, principalmente 

lipídicos y glucolípidos de origen propio o 

microbiano a las células T

Estructuralmente relacionada con 

principales proteínas de MHC

Glucoproteína 

transmembranaBDCA-1
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Fagocitosis de partículas recubiertas de 

complemento

Adherencia de neutrófilos y monocitos a las 

células de endotelio

Subunidad Alfa integrinaCD11c
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CD103

Molécula accesoria para la activación de 

IEL. 

Adhesión 

Subunidad Alfa integrina E
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CD14

Mediar repuesta inmune innata al 

LPS bacteriano

Ag superficie expresado  

monocitos / macrófagos 
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http://www.labome.es/method/Laboratory-Mice-and-Rats.html
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Solución acuosa con Ag Aceite mineral
Agente dispersante 

(ej. Manoleato)

Suspensión de Mycobacterium muertos por calor

• Liberan lentamente el Ag

• Estímulo persistente

• Macrófago aumenta moléculas B7 - Interacción CD28 - LTH
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Donación células PAI

Dr. Gerd Pluschke

https://encryptedes?q=tbn:ANd9GcTt0aHIqUuAGAWXPsoBEM1bW7kQ

bMaG-OPL3t3NsllNliG4uWE8&s

scienceoferadication.org/wp-content/uploads/2012/12/SwissTPH1_compressed.jpg
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Base de datos de proteínas

Colección de secuencias de 

varias fuentes

NCBI protein
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Bioinformática

Enfoque oculto del modelo markol

Modela la longitud de la hélice

TMHMM server 

Incorpora hidrofobicidad, sesgo de carga, 

longitudes de hélice y restricciones 

gramaticales.

Estadística topología de las proteínas
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V.1: Se basó en redes neuronales 

artificiales 

V.2: Introdujo modelos ocultos de 

markov

SignalP.V. 4.0

V.3: Mejoró las predicciones del sitio de 

escisión

V.4: Mejoró la discriminación de la señal 

péptidos y hélices TM 
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Base de datos del epítope humano

Humanos, primates no humanos y otras 

especies en el contexto de enfermedades 

infecciosas, alergias, autoinmunidad y 

trasplantes

IEDB Analysis Resource

Algoritmo de random forest entrenado en 

epítopos y aminoácidos no epítopos

Se predice que los residuos con puntajes 

superiores al umbral (0.5) son parte de un 

epítopo y se colorean en amarillo en el gráfico
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Encuentra regiones de similitud entre 

secuencias biológicas

Compara las secuencias de nucleótidos 

o proteínas con bases de datos

BLAST

Calcula la significación estadística
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Concentraciones

GM-CSF (50ng/ml) IL4 (100ng/ml)
Lipopolisacarido 

(100ng/ml)
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https://sibcolombia.net/socios/udca/

• Normas de bioética conforme a lo indicado en la Ley

84 de 1989, la resolución 8430 de 1993, emitida por el

Ministerio de Salud de Colombia.

• Guía para el cuidado y uso de animales de laboratorio,

octava edición, del Instituto Nacional de Salud.

• Asociación Americana Medica Veterinaria (AVMA) en el

panel de Eutanasia en 2013.

• Investigación 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.

• Comida Rodent Diet 5010 y agua.

https://bmeditores.mx/entorno-pecuario/historia/asociacion-
americana-de-medicos-veterinarios-avma-953
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80https://www.mcdinternational.org/trainings/malaria/spanish/DPDx/HTML/Frames/M-R/Malaria/body_Malaria
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Célula hematopoyética CD341

Célula dendrítica

Precursor CD141

Monocito

CD1a1 (Precursor CD)Monocito

GM-CSF

GM-CSF IL-4 / GM-CSF

TNF α

IL-6 / IL- β


