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INTRODUCCION




Impacto de la malaria

B PAISES ENDEMICOS DE MALARIA 2016 g ;)
C_IPAISES NO ENDEMICOS DE MALARIA 2016 /

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

2018 - 219 millones de casos. (OMS)




Vacuna COLFAVAC24 con
una proteccion del 81.7%

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- image.shutterstock.com/image-photo/plasmodium-falciparum-
vector-de-la-malaria-habita-el-delta-del-ebro/8 gametocyte-blood-smear-260nw-1087816607.jpg



Caracteristicas células dendriticas

Prolongaciones
ramificadas en forma
de dendritas.

Células profesionales
presentadoras de
antigeno

CMHI-1I

Receptor para
guimiocinas CCRY7

.
«
https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula_dendr%C3%ADtica
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No existen anticuerpos monoclonales
comerciales que reconozcan las células

dendriticas del modelo animal Aotus spp.

CD11c CD103

BDCA-1

A

CELULA DENDRITICA
CONVENCIONAL TIPO 1

.

CELULA DENDRITICA
CONVENCIONAL TIPO 2




OBJETIVOS




GENERAL

Producir anticuerpos monoclonales que reconozcan marcadores de membrana BDCA1, CDllc,
CD103 y CD14 sobre células presentadoras de antigeno de Aotus spp.

ESPECIFICOS

« Seleccionar mediante herramientas bioinformaticas las secuencias de los marcadores de
membrana de células presentadoras de antigeno 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 antigeno.

« Evaluar la afinidad de los anticuerpos monoclonales producidos, frente a las células
presentadoras de antigeno de Aotus spp.
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METODOLOGIA




PROCEDIMIENTOS

Prediccién “in silico” de secuencias peptidicas

Sintesis de las secuencias peptidicas

Inmunizacion de ratones

Valoracion de la inmunogenicidad por ELISA

Obtencion de esplenocitos

Produccion de hibridoma

Obtencioén de células dendriticas humanas

Reconocimiento de células diana por los
anticuerpos obtenidos - IFI



1. Prediccion “in silico” de secuencias peptidicas

Secuencias BDCA-1, CD103, CD1lcy
CD14 de Aotus spp.

NCBI Protein

National Library of Me

into NCBI

BLAST : » blastp suite Home Recent Results Saved Strategies Help

Standard Protein BLAST

blastn | blastp | blastx | thlastn | tblastx |
B Reset page
Enter Query Sequencs BLASTP programs search protein databases using a protein query. more.
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
From BLAST results will be displayed
To in a new format by default
4 You can always switch back to the
Or, upload file Traditional Results page.

Seleccionar archivo | Ningun archivo seleccionado &
Job Title

Enter a descriptive title for your BLAST search @&

Align two or more sequences &

Choose Search Set

Database Non-redundant protein sequences (nr) v
Organism
Optional exclude |
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. @)
Exclude Models (XM/XP) ) Non-redundant RefSeq proteins (WP) L U i sample
Optional

Program Selection

Algorithm Quick BLASTP (Accelerated protein-protein BLAST)
® blastp (protein-protein BLAST)

PSLELAST (Pogith jfic ltarated B AST

Bookmark

Prediccion fragmento extracelular

TMHMM Server

DTU Bioinformatics
Department of Bio and Health Informatics

Home
TMHMM Server v. 2.0

Prediction of transmembrane helices in proteins

SUBMISSION

Submission of a local file in FASTA format (HTML 3.0 or higher)
Seleccionar archivo | Ningin archive seleccionado

OR by pasting sequence(s) in FASTA format:

Output format:
® Extensive, vith graphics
Extensive, no graphics
One line per protein

Other options:
Use old model (version 1)
Submit || Clear

Restrictions:
At most 10,000 sequences and 4,000,000 amino cids per SUbMISSION; EaCh sequUeNnce not more than 8,000 amino acids.

Confidentiality:
The sequences are kept confidentiai anel will be deleted after processing
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Determinacion de péptido sefial.

SignalP 4.0 Server

Bioinformatics »> Pradiction Servers >> SignalP-5.0

SignalP-5.0 Server

Click here to leamn what is new and aCCess previous Versions Remember, the presence or absence of a signal peptide is not the whole story about the localization of
a protein! If you want o find out more about the sorting of your eukaryoic proteins, try the protein subcellular

localization predictor.
Click here to read "A Brief History of Protein Soriing Prediction”, The Protein Journal, 2018

Check out the blog post about the SignalP 5.0 publication.

Submit data

The SignalP 5.0 server predicts the presence of signal peptides and the location of their cleavage sites in proteins from Archaea, Gram-positive Bacteria,
Gram-negative Bacteria and Eukarya. In Bacteria and Archaea, SignalP 5.0 can discriminate between three types of signal peptides:

+ Sec/SPI: "standard” secretory signal peptides transported by the Sec translocon and cleaved by Signal Peptidase | (Lep)
« Sec/SPII lipoprotein signal peptides transported by the Sec translocon and cleaved by Signal Peptidase Il (Lsp)
» Tat/SPI: Tat signal peptides transported by the Tat transiocon and cleaved by Signal Peptidase | (Lep)

SignalP 5.0 is based on a deep convolutional and recurrent neural network architecture including a cons nal random field.

@ Proiein sequences should be not less than 10 amino acids. The maximum number of proteins is 5000.

SISATNY 30N3n b3S oIS Y

10 XUVHNIG 4O ALISEIAINN TYIINHOAL

|dentificacion de epitopes de células By T.

IEDB Analysis Resource

IEDB Analysis Resource

J Overview H T Cell Tools H B Cell Tools H Analysis Tools H Tools-API H Usage H Download H Datasets H Contribute Tools H References

Epitope Prediction and Analysis Tools

Welcome to the Immune Epitope Database Analysis Resource. This site provides a EDB AN aleasslbotes

collection of tools for the prediction and analysis of immune epitopes. It serves as a IEDB Analysis Resource v2.22 release notes (4 Sep 2019)
companion site to the Immune Epitope Database (IEDB) , a manually curated 2019-09-06
database of experimentally characterized immune epitopes. NEW: Docktope is incorporated as a new tool Class Il binding

K‘rediclcr now allows predicting for various lengths (11-30)
The tools contained fall into the following categories: StMHC.
TC IEDB Analysis Resource v2 21 release notes (26 Mar 2019)
This set of taols includes MHC class | & Il binding predictions, as well as peptide |EDB Analysis Resource v2.20 release notes (14 Aug 2018)

(

ETTEREEITY P EIOTS &l DUTILIEgEIIEy FrEiTEHES |EDB Analysis Resource v2.19 release notes (25 Apr 2018)
B Cell Epitope Prediction Tools IEDB Analysis Resource v2 18 1 release notes (7 Dec 2017)
The tools here are intended to predict regions of proteins that are likely to be
recognized as epitopes in the context of a B cell response.

Analysis Tools
The epitope analysis tools are intended for the detailed analysis of a known epitope
sequence or group of sequences.

IEDB  Help  Contact

This site is best viewed with current versions of Mozilla Firefox or Google Chrome.

© 2005-2019 | IEDB Home
Supported by a contract from the National Institute of Allergy and Infectious Diseases, a companent of the National Institutes of Health in the Department of Health and Human Services
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Alineamiento entre las secuencias de Mus
musculus, Homo sapiens, y Aotus spp.

BLAST

Basic Local Alignment Search Tool
End of updates for BLAST+ version 4 databases (dbv4)

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The program Start moving to the new version 5 databases!
compares nucleotide or protein sequences to sequence databases and
calculates the statistical significance. Learn more

Fri, 27 Sep 2019 16:00:00 EST More BLAST news...

Web BLAST

BLAST Genomes

Rat Microbes

15



2. Sintesis de secuencias peptidicas

Las secuencias proteicas seleccionadas se sintetizaron quimicamente por el grupo funcional

de sintesis quimica FIDIC.

Sistema de fase solida multiple por
aproximacion.

4

Hidrolizados por TFA/TIS/H20, purificados

mediante RP-HPLC, liofilizacion y analisis

mediante espectrometria de masas (Maldi-
TOF).

4

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

Grupo 1

4

3. Inmunizacion de ratones

Grupo 3

4

BDCA-1 (raton 0, 1y 2)

CD11C (ratdon 3,4y 5)

CD14 (ratdon 6, 7 y 8)

CD103 (ratén 9, 10y 11)
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DIA

0 14 28 42 72 77
Refuerzo Sacrificio
1 1 1

Péptido + PBS 6

!/ N [ N= [ N ! N
w w w w
o PN )

Aan — =0 P AR a—
https://www.taconic.com/images/balb-c-inbred-mouse-

model.jpg

Inmunizacion con péptido (30 ug/ml) y Sangria pre y post
adyuvante incompleto de Freund. Via inmunizaciones.

T subcuténea — intraperitoneal.
18



4. Valoracion de la inmunogenicidad por ELISA

Reactividad frente al péptido de sueros

obtenidos »

ELISA

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

P-nitrofenil fosfato

Revelada con sustrato FAL

Fosfatasa Alcalina (FAL)
Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA)

ttp:

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

<

Placas con péptidos
sintetizados

+

Suero de los ratones

+

Ac anti-raton 1gG (FAL)




5. Obtencion de esplenocitos

Esplenectomia

Obtencion de células
mediante perfusion

traquea

costillas -- ]

<

diafragma - =
https://encryptedn0.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcTto1KYN3
yfSasBDw3btlsXJBNVzN708XkKtWtjRDg4jP5bTIUS&s

higado - 2

intestino -

ttps://medium.com/@manuelvegall/disecci%C3%B3n-
a-un-rat%C3%B3n-f937d005c8f8

Recuento celular en

Neubauer®
Tiefe -Depth Neubauer
Profondeur improved
0,100mm bright-line
0,0025mm? =

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

s_de_neubauer_1.jpg
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6. Produccidén de hibridoma

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

Incubacién ~16 d, 37°C - 5% <:|
CO, en medio HAT.

Polietilenglicol (PEG)
Hipoxantina, aminopterina y timidina (HAT)

http://shop.llg.de/static01/Img/4009096_1.JPG
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A partir del dia 12 de incubacion

—

https://encrypted-bn0tbn:ANd9GcSgykwjUonsWQNKY7RJ-8YzVUyeArdpUfgAUO7iltHEN5-

AmM7Z&s

Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Seleccidén de clonos

Presencia/Ausencia
clones

IFI células humanas

—

A«
A

-(.-{ rabm

Crecimiento clonal

<1
ﬁ _:, —
P YV S P vV P YV
Yhmlbudy m Target protein -—( Emzyme-labeled antibody
https://ruo.mbl.co.jp/bio/e/support/method/elisa.html

Enzyme reaction

https://thumbs.dreamstime.com/z/placa-de-cultura-del-tejido-64238858.jpg
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Reactividad frente a
células humanas

Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

http://shop.IIg.de/staticOl/Img/4009096_1.PG )

Dilucion limite

Pasados 12 -15 dias

Crecimiento clonal

IFI células Aotus spp.
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7. Obtencidn de células dendriticas humanas

—> Ficoll-Hypaque® —> ReCllj\leenJg;L?ehrjgr en

Sangre periférica

Tiefe -Depth Neubauer -,

Plasma Profondeur improved -
0,100mm bright-line

= IMononuclear cells I

FiCO“-Paque media PRECICOLOR
0,0025mm? =i

Granulocytes

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

Erythrocytes
cachemaras_de_neubauer_1.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

Incubacion 3h 37°C - 5% CO,

P : o
S \ 3 . .
PO & \ 5 AR
\ - , Al
Tl 1 = 4
) - T ¥V Al
\ <~.-\An"'“‘ .Hml \" 2 \

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

Adherencia por microscopia

Desprendimiento y _
cuantificacion

Interleucina 4 (IL4)
Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF)

yeo )
af

Estimulo diaOy 3

IL4 y GM-CSF

~. »

Maduracion

‘e ?;‘“‘ﬁ‘"} .
Diferenciacion

Estimulo dia 6.

Lipopolisacarido y sobrenadante
de células P388/D1




8. Reconocimiento de anticuerpos obtenidos mediante IFI

Adherencia de células dendriticas

4 ' 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)

# Blogueo con leche 1% en PBS 1X #

Clones analizados.

+

Ac Anti-Raton igG

+

DAPI




RESULTADOS Y
DISCUSION




PREDICCION “in silico” DE SECUENCIAS PEPTIDICAS

CELULA DE | RECEPTOR DE NUMERO DE ACCESO LONGITUD
ORIGEN MEMBRANA (NCBI Protein) (aa)
CELULA BDCA-1 XP_12305169.1 345

DENDRITICA
CELULA CD1lc XP_012325376.1 1161

DENDRITICA
CELULA CD103 XP_021526954.1 1618

DENDRITICA

MONOCITO CD14 XP_012324561.1 375

Cabrera - 2018 - México
- Uniprot y Switt-Prot
- Prediccion para T. gondii.
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Determinacidon del fragmento extracelular

AP _B1505185.1 Langth: 4%
PP _912385169.1 Number of prldi:kfﬂ Thms: 1

® WEBSEQUENCE Length: 1181

RECEPTOR UBICACION

A. BDCA-1 1 - 308 aa.

B. CD11c 1-1105 aa.
C. CD103 1-1618 aa.

D.CD14 1-375 aa.

B. |» weBsEQUENCE nusber of pradicted TMHs: 1
P P_212385169.1 Exp number of Ads in TMHs: 11.4852 # WEBSEQUEMCE Exp number of Ads in TMHs: 24.41885
PP _012305169.1 Exp rumber, first 60 Ads:  9.80852 ® WERSEQUENCE Exp numbar, first 60 Afs: 1,81604
b F_012385169.1 Total prob of Nein: 9.00082 ® WEESEQUENCE Toral prab of Neim: 8.19523
P_011385169.1 TMHM2.9 outside 1 WEBSEQUENCE THITZ, @ outside 1 1185
KP_812305169.1 TMIMI.0 Thhelix e 31 WEBSEQUENCE THHTL. @ THhalix 1186 1123
kP_012305169.1 TMHM2.0 inside 3131 M5 WEBSEQUENCE T8 inside 1129 1151
TMHMM pasterior probabilities for XP_012305169.1 TMHMM posterior probabilities for WEBSEQUENCE
12 12 Y
| . L.
1 - ,
1 ,"
» 08 , 08
5
g 06 _"é 06
a &
04 04
02 02
0 ol : - - - -
&0 100 150 200 250 300 0 200 400 600 800 1000
transmembrane —— inside outside transmembrane inside —— outside ———
# WEBSEQUENCE Length: 1613 # WEBSEQUENCE Length: 375
# WEBSEQUENCE Number of predicted TMHs: 8 D. |# nEesequeNCE Humber of predicted THHs: @
# WEBSEQUENCE Exp number of AAs In TMHs: @.9742 # WEBSEQUENCE Exp number of AAs in THHs: 8.659140800000000081
# WEBSEQUENCE Exp number, first 6@ Aks: @ # WEBSEQUENCE Exp number, first 62 Ads: @,83138
# WEBSEQUENCE Total prob of N-in: 8.05018 # WEBSEQUENCE Total prob of N-in; B 83838
WEBSEQUENCE  THHMMZ.® WEBSEQUENCE  TMHINZ.@
TMHMM pasterior prababilities for WEBSEQUENCE TMHMM posterior probabilities for WEBSEQUENCE
12 - - - T v 1.2
1 1
o 08 . 08
% =
§ 06 g 06
i a
04 04
02 02
|:| i i i L i " i ﬂ I —— T i i
200 400 600 BOO 1000 1200 1400 1600 50 100 150 200 250 300 350
transmembrane —— inside —— outside transmembrane —— inside —— outside ——

TMHMM Server
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Prediccidon del péptido sefial

SigglP5.0 prodicrion (Eukianyal Sequee

B[ ee/Pl) =
€5

R

uH
l
bl ~.
§04 |l
H i
i
BLFLGFPLLAVFLPAGDNAEELELLPPRAAPEAVEFHVIQIASFANGEWAQCQESAWLDELQTHEWERES
IR IR R R I R R IR R R R R R R N N R R R R R s R R R R F R N N R R R R R R R RN N RN RN R NN RN
i W ] u-
Profem sequene
SignalP50 prodiceian (Eukiamval Sequetice
L ]| —
-
L L]
[TE]

Frubaialily

=

MEFYRGPYLAGRLAGELDGEAQPRYOEAFLYAEFCSPEDALEPCCPTPNRDOMLEFGOAGRVARCAREGRGESR

I R R R R R R R R R N S R R S R R R R RN R R N R R NN R R PR R R PR

] ]
Prolen e

Frobaba iy

SigalP5.0 prodicrion (Eukianyal Sequinie

B[ ee /] =
€5 ==

e

-

BT RTRAALLLFTALATELEFULBTEGPTAFRYOEAGFADEY VO YARSWVVVERPHERTAANQTEELY QLS

L A XN NN IR ANEERNNIEINANNEERRRRRERERITNRERNNNREEL

)
Frolen s

SigalP5.0 prodiceian (Eukamval Sequnce

P/l —
th =

L L]

Frobabn ity
-

MERASCLLLLLLPLYHVEATTPEPCELDODODFROVCNFSEPQPOWEEALQCVTAVEVEIREGERSLAPLL

L A X NN NN IR ANEERNNIEIIANNEERRREERERITNRERNNNREEL

RECEPTOR

UBICACION

A. BDCA-1

B. CD11c

C. CD103

D. CD14

1 — 19 (DNA-EE).
1—19 (SLG-FN).
NO POSEE.

1-19 (VSA-YY).

Prolein e

SignalP 4.0 Server
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BDCA-1 11

Prediccién de epitopes B

137 - TWVPSPDSGSL - 147

CD1l1lc 12

35 - PHEMTAANQTGG - 46

A. 2 8 13 PRAAPE 6 B. 2 % 2 MFGD 5
20 _ 3 30 38 WAQCQGSGH 9 3 3 a 8 w 2
R 4 | 4 %N THGHERE 7 ;ll R PHENTANITEG 12 I
5 62 L KGNFS 5 2 5 st 57 4 !
6 90 98 AMASQYPIE 9 § B @8 PIGLQVPPERY "
7 0 m | 19| uwsceseks | 9 1 l ‘ i i A TIseS 5
[ 8 137 | 147 TWVPSPDSGSL 1 I | oAl 41 | | | l A l I l 8w | " L 1
9 160 161 GI 2 § 0 9  ms | 18 R 1
10 196 199 AWLS B 10 120 1% PASMGECPROE 1"
1" 201 205 RPSLG 5 -1 oMW 6SIS 4
12 218 223 FYPKPV 6 12 183 %7 QassT 5
13 220 230 RN 2 -2 17 W oW FROSSM L
1 32 238 QEQLGTE 7 " AN A9 YIHT 4
25 L 15 | 240 240 GOILPNADGT 10 5 26 | 6ARRD 5
0 O 6 8 300 120 M0 160 180 200 20 M0 260 280 X0 .
Position 16 250 264 ASEEAA 6 Position % M 20 GCEGDRLD $
17 25 276 LG 2 1 23 | %6 VIPH 4
C. u W W » ‘ D. 1 9 | 0 | ATTPEPCELDDD 12
TR TR FOISEOGL 8 3 2 39 4 SEPQPOWSE 9
[= Prewod]] 2 w3 uPE 5 3 % 6 IRGGGRS 7
: 5 M M K 1 4 7 83 DASADPRQYA 10
ORI R < 56tk 5 L) 101 AN 3
L 3w W [
1 ' ! b, 6 128 | 138 ITGTMPPLPLE 1
Uil | (LAY T \ B W W ¢ v
7 154 155 WA 2
5 0 { 5§ Oo® W ESAC {
3 | 8 20 208 DLSDNPGLG 9
% 90 9 % $
9 2 29 P 8
=3 2 W W EGEUREDSFON 2 JORETETD
I* | B0 peps— " I 10 248 M4 GVQPRSL 4
-2 eI = r 1 81 | 22 LRATANPSAPARC 12
2 W e TNGEDSY ] 12 =0 206 QUPKGLP 7
-1
[ R ] ROGPSATKIOMPY n -4 " 13 310 320 NRAPQPOELPK 1"
Fosition 20 @ 6 80 100 120 40 160 180 200 20 N0 20 280 00 R0 M0 %0 30
(TR R T L 1 Position 14 o 3 FLY 3
8 | 18 uu WFHATAO ] I 15 0 X6 N0 sTipQEGSTNSGW . M "

CD103 14

1006 — QLETPEGQKDCPQP — 1019 cDl4 | 14

336 — STLPQEGSTNSGVV - 349

31



Prediccion de epitopes T

H2-IEd 121 135 | FQVAFKGVALLNFQN smm 58.33 B. | H2Ed 1 19 33 GDSVVQYANSHVWG - 6303
H2-IEd 122 136 | QVAFKGVALLNFQNT smm 60.89 H2-IEd | 1 20 34 | DSVVQYANSHVVVGA smm 51 59
H2-IEd 123 137 | VAFKGVALLNFQNTT smm 7055 H2Ed 1 2 35 SVVQYANSHVVVGAP <mm 53 19
H2-IEd 124 138 AFKGVALLNFQNTTW smm 70.16 H2-IEd | 1 22 36 VVQYANSWVVVGAPH smm 46.10
i 90 1004 | LHEEDSFSNASIKVS S 55.38 D.| H2dEd 1 = 317 | 331  ELPKVONLILDGNPF smm 7529
H2-IEd 99 1005 HEEDSFSMNASIKVSY smm 55.09 H2-IEd | 1 38 332 LPKVDNLILDGNPFL Smm 75.78
H2-IEd 992 1006 EEDSFSMASIKVSYQ smm 5562 H2Ed 1 319 | 333 PKVDNLILDGNPELV smm 75.78
e 993 1007 | EDSFSNASIKVSYQL el 61.18 H2Ed | 1 | 320 | 334  KVDNLILDGNPFLVP smm 75.78
LONGITUD DEL
PROTEINA EPITOPE 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

32
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Determinacion del porcentaje de identidad

Mus musculus
Aotus spp.
Homo sapiens

32 149% [[EISL SAGCEMYPGNASESFLEVAFGCRENIEEFNET WY FBABSRBL P IKVLN-AD

FEIQOMNAGCELHSGESPESFFQVAFEGVALLNFONTTWVESPDSGSLAQSVCDLLN-OY

82 14% FEVQ?KAG{:ELHSGKSPEGFF@:AFIG.LLIFQNTTWPS PICGSLHQST.?CHL LNHQY

* '.i.' '.I'*'J.".I.' - E . = Ea t*'.l.' * - 1.' kS * '.*'.I.'

Mus musculus
Aotus spp.
Homo saplens

Mus musculus
Actus spp.
Homo sapiens

WIAFLLLLGEFVSCLGFNLDAEKLTHFHMDGAEF 2 S P

0]
42.85% RAALLLFTALATSLGFNLDTEQPTAFRVDSAGFGDSVVQYANSWVVVGAPHEMTAA
MTRTRAALLLFTALATSLGFNLDTEELTAFRVDSAGFGDSVVQYANSWVVVGACERERAN

- x 'l.' 't* ko o '.* * :i.'--'.t * i—t tt * & ttttt*t* == F o

NC’G-YKC GYHTGNCEPISLOQVPPEAVNISLGLSLAAATNP SWLLACGPTVHHTCEENL

am ] YOCSY ITGSCOPIGLOVPPEAVNMS LGLSLVATTS PSOLLACGPTVHHACGRNM
85.71% [cLYQCGYSTGACEPIGLOVPPEAVNMSLGLSLASTTSPSQLLACGPTVHHECGRNM

% FEEEXF & E4 .k FTEEEELETE LT EFETEEEE -k FEF FTETEETEEEETE X * =

Mus musculus
Aotus spp.
Homo sapiens

Mus musculus

— [DVDVTKQRQORLQCEDSSGCQSCLRKWNGGSFLCEHFWLIST-EELEEDRF SN |
46.66% | pyDpVGKQRRRLOCSDESACRGRLREWSSGSQLCELLOLNRTEGELHEEDSFSNAS

LNFTLDVDVGKQRERELOCSDVRSCLGCLEEWSSGSQLCEDLLIMPTEGE LIEEDC FSHAS

TELTXEXLE TXX XL ETE X ¥ sk FEF FTEE . X * Tk OEEE xR

IEvVEvEEQ TEECRRE PN PE LD YREPSAIFQLPYEKDCENKVECIAEIQLTTNISQQEL

Aotus spp.
Homo sapiens

o, |RLETPEGQRDCPQPVLDLYAEAFATFQLPYEKDCKDKLFCIAELQLATTVSQQKL
83.33% OLETPEGOEDEPQPILDRYTEPFAI FQLPYEKACKNELFCVAELQLATTVSQQEL

'l".# t‘- - % = £ Fa d.' *® * % TExEEETELTEE '.l'* t t't '.t* 1:1: 'l' *'kt *

Mus musculus

42 85% PYNRLDRNPSPDELPQVENLSLEGNPFLDSES SGVVIAGAPSSQAVA

Actus spp.

vooms CNRLNRAPQPDELPKVDNLILDGNPFLVPGSTLPQEGSTNSGVVPACARSTLSVG

Homo saplens

83.87% 5 CNRLNRAPQPDELPEVDNLTLDGNPFLVPGIMLPHEGSHNSGVVPACARSTLSVG
. 0

RECEPTOR
A. BDCA-1
B. CD1lc
C. CD103
D. CD14

F ¥ %% % & FTEkFEXFT.HF AL & THHEE *kEFETE £ & k. oF

Cubides - 2019 - Colombia

Mismos % de identidad
Produccion de mAbs contra

LT (Aotus spp.) -




PROTEINA

BDCA-1

CD1lc

CD103

CD14

LONGITUD
TOTAL (aa)

308
1105
1618

375

Determinacidon de secuencias

LONGITUD DE LA
SECUENCIA
SINTETIZADA

28

28

29

30

SECUENCIA SINTETIZADA

122-QVAFKGVALLNFONTTWVPSPDSGSLAQ-149

20-DSVVQYANSWVVVGAPHEMTAANQTGGL-47

991-HEEDSFSNASIKVSYQLETPEGQKDCPQP-1010

320-KVDNLILDGNPFLVPSTLPQEGSTNGSVVP-350



EVALUACION DE LA INMUNOGENICIDAD DE LOS RATONES

BDCA-1 B-| 0.8,
154
_ 0.6
o C
T 104 g
5 1.0 'E 0.4
2 8
<] L
308 0.2
T I RATON 1 (BDCA-1)
0.0 0.0 I RATON 2 (BDCA-1)
‘ . ‘ AL E LSO LSS ® RECEPTOR DE RATON TiTULO
& v N PP F PP S PP
Q?o* Q?o*‘ NIRINTRAN S AR o MEMBRANA ESCOGIDO | ALCANZADO
j\'.
BDCA-1 N° 2 1:3200
CD11¢c B.| 25
CD11c N° 3 1:3200
2.0
[} =
O 19, £ 1.5
& g
3 :
) 210
805 W RATON 3 (CD11c)
< | 0.5 M RATON 4 (CD11c)
00| 0.0 Il RATON 5 (CD11c)
Al T T S ¥
¢ S8 SR PSS NSy
& L& Q0 NTRIRTRTINDNE X gt
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cD103

1.51
1}
2
E 1.0 g
g :
9 < I RATON 6 (CD103)
05 ,
7 M RATON 7(CD103)
W RATON 8 (CD103)
00'_— T T
¢ «b‘\ﬁ «t’éﬂ
Qy.
cD14 06
15
® 2 0.4
9 1. 5
] ]
£ H
E 0.5- 0.2 I RATON 9 (CD14)
« I RATON 10 (CD14)
0.0- 0.0 I RATON 11(CD14)
o2 N ‘\ N e o
%)
& & & ST @9" @ R
P NSR? n\ ‘:

RECEPTOR DE RATON TITULO
MEMBRANA ESCOGIDO | ALCANZADO

CD103 N° 8 1:3200

CD14 N° 11 1:800

Blanco - 2015 - Espafia
- UsO 4 ratones
- mAbs contra Salmonella

Vanasco - 2001 - EEUU

- Validé ELISA para el
seguimiento durante la produccion
de mAbs.
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FUSION CELULAR

DIA O

Esplenocitos
Células PAI

DIA 12

DIA 16

Taylor y col -2015 - UK

- Clonos de manera mas rapida contra
Baculovirus

- Cambio de relacion PALLEPT

Dreyer - 2010 - EEUU
- UsO células PAI por su
estabilidad y homogeneicai?d




EVALUACION DE LA INMUNOGENICIDAD DE LOS CLONOS

Absorbancia -450 nm

o
&
|

o
&

o
iy

0.0-

R s R N e e i S S R e e

CLONDOS

RECEPTOR DE | NUMERO DE CLONOS | NUMERO DE CLONOS
MEMBRANA OBTENIDOS REACTIVOS

BDCA-1 34 25

38




Absorbancia 450 nm

0.5;

0.4

0.3;

0.2

0.1

0.0

CLONOS

RECEPTOR DE | NUMERO DE CLONOS | NUMERO DE CLONOS
MEMBRANA OBTENIDOS REACTIVOS

CD11c 11 9
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Absorbancia 450 nm

o
N

o
=)

STV P S

CLONOS

RECEPTOR DE | NUMERO DE CLONOS | NUMERO DE CLONOS
MEMBRANA OBTENIDOS REACTIVOS

CD103 10 6

40



Absorbancia 450 nm

0.4,
0.3;
0.2

0.1;

0.0-
A LS N AR S PN N R S e

CLONOS

RECEPTOR DE | NUMERO DE CLONOS | NUMERO DE CLONOS
MEMBRANA OBTENIDOS REACTIVOS

CD14 19 7
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CULTIVO DE CELULAS DENDRITICAS HUMANAS

©

b v

- .

LAY Y Y S
g

Y

Ve

DIA 12

DIA 5

DIAO
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EVALUACION DE CLONES SOBRE CELULAS BLANCO DE HUMANO

Clones para BDCA-1

CONTROL NEGATIVO

A: Control negativo. B: Control positivo. C: Clon 1G3. D: Clon 1H1. E: Clon 1H11. F: Clon 3EA4.




Clones para CD11c

CONTROL NEGATIVO CONTROL POSITIVO CLON CD11c 2G11

CLON CD11c 4E4 CLON CD11c 6E1

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




Clones para CD103

CONTROL NEGATIVO CONTROL POSITIVO | CLON CD103 1FS

CLON (D103 3B11 CLON CD103 3F7

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



Clones para CD14

CONTROL NEGATIVO CLON (D14 2A7 CLON CD14 282

CLON CD14 2C8 CLON CD14 4H5 CLON CD14 8D2

A: Control negativo. B: Control positivo. C: Clon 2A7 D: Clon 2B2. E: Clon 2C8. F: Clon 4H5. G: 8D2.
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CLONES PROBADOS EN SANGRE PERIFERICA DE Aotus spp

Clones para BDCA-1 |
-
G
L 2
F.

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




Clones para CD11c

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




Clones para CD103

--

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




Clones para CD14

--

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




CONCLUSIONES




« El analisis “in silico” de los marcadores de membrana de células presentadoras
de antigeno de monos Aotus spp., de las proteinas BDCA-1, CD11c, CD103 vy
CD14, permitio predecir las regiones mas inmunogenicas (Epitopes B).

* Una vez generados los hibridomas se obtuvieron clones positivos frente a los
péeptidos sintéticos y las células diana probados mediante ELISA e
Inmunofluorescencia.

« Se logro obtener ceélulas dendriticas humanas a partir de monocitos de sangre
periférica tras la estimulacion con IL-4, GMCS-F y sobrenadante de células
P388/D1 productoras de IL-6 e IL - 1 .

* Los anticuerpos monoclonales obtenidos reconocieron el péptido sintético y las
células presentadoras de antigeno tanto de humano como de primates no
humanos (Aotus spp.).



 Los anticuerpos monoclonales obtenidos podran ser utilizados en ensayos
funcionales para evaluar la cinética de la degradacion de las microesferas
con peptidos sintéticos dentro de las células dendriticas de Aotus spp.

« Por primera vez se obtuvieron anticuerpos monoclonales contra células
presentadoras de antigeno de Aotus spp. con reactividad cruzada en
humanos.
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’ protactor del grupo a-amino HO O
o]

. protactor de la cadena lateral o
—HN-[I]H-C-OH adicidn aminodcido

O rasina R.
9
P —ngico

Método de Merrifield - Ry
1969 (5
o
’*—HN-?H-E—C}H desproleccion grupo a-amino
fo adicidn aminodcido

8 0
P—HN-(l‘.H-C-NH-fI_‘.H-G-C}—O

Flb g
desprolaccidn grupo a-aming

n adiciones
n desprotecciones del grupo a-aming

desproteccitn grupo a-aming
desanclaje y desproleccidn de
las cadenas lalerales

1] I 1]
HEN-[;J-C HN-fI_‘.H-C N-[.]H-G-OH
Rut\ R /., R

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

Capitulo_1.pdf?sequence=2&isAllowed=y

o O
E——

MALDI-TOF
COMPONENTE ETAPA
Resultado (Espectro)
Detector Deteccion

Separacion;
Tubo de vuelo Analizador TOF

Luz laser Aceleracién

Desorcién/ionizacidn

Muestra cocristalizada . -
i por laser asistida en
con matriz
matriz (MALDI)

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

Cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC)

TrECTOR

CONTENEDOR DE
FASE MOVIL

DETECTOR

£ SOFTWARE DE
CAPTURA DE DATOS i . . . )
https://www.researchgate.net/figure/Figura-8-Cromatografia-liquida-de-Alta-

Resolucion-HPLC_fig7_237072643

TFA/H20/TIS

TFA: Acido trifluoroacético
TIS: Triisopropinsilano

A 4

DICROISMO CIRCULAR

Campo eléctrico

Hélice
Direseion
\d\t\hai
T ¥
& — Léminagl

Qvillo aleatorio

e

Campo eléctrico

BN

Dirgccion - L L L .
del haz W0 200 210 220 23D 240 250
Langitud de onda, nm
(b}

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

~ VOLVER
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Myeloma (tumor) Cell 4 Normal Lymphocyte
i @ has HGPRT

OHGPRT deficient
Himmortal [ no growth
Fusion
unfused myeloma + lymphocyte + myeloma +
:Inr;/f&gerr?a Iymphocyte myeloma lymphocyte Iymphocyte

{L

no HGPRT no growth

dies in HAT
no HGPRT no growth
dies in HAT

grows in HAT
HGPRT: Hipoxantinaguaninafosforibosiltransferasa @ @
Timidinoquinasa

https://slideplayer.com/slide/759746/

AMINOPTERINA

Antagonista del acido dihidrofélico.

Bloquea uso de BN enddgenas.

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

- VOLVER
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CONTROL NEGATIVO CONTROL POSITIVO CLON BDCA-11G3 CLON BDCA-1 1H1
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CONTROL NEGATIVO CONTROLPOSITIVO CLON (D11c 2G11

CLON (D11c 4E4 CLON CD11c 6E1

CDl1lc

4E4

Absorbancia 450 nm

~ VOLVER |

CLONOS




CONTROL NEGATIVO

CLON (D103 3B11

CONTROL POSITIVO

CLON (D103 1FS

Absorbancia 450 nm

et
o

e
o

e
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t
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o
=)

CD103

3F7
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CONTROL NEGATIVO

CLON (D14 2A7 CLON CD14 282

CLON CD14 28 CLON CD14 4H5 CLON CD14 8D2

‘_"‘ ]
.

Absorbancia 450 nm

0.4,

0.3

0.2

0.1

0.0:
M ol N LN D, M vl
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Table 4
Reactivity of monocional antibodies positively selected in the first round analyses
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Workshop no. Donator Clone Ref. no. Species Ig  Reactivity® Anti-species reactivity” 2nd round®

56 Serotec YTHS81.5 MCA502 rlgG2a CDll1a hu
57 Serotec ICRF44 MCAS5S51 mlgG1 CDI11b hu yes
58 Serotec BUI15 MCA2087 mlgGl CDllc hu
242 Dako KB90 M 0732 mIgGl CDll1c hu
144 Serotec A8 MCA1269  mlgGl CD100 hu
145 Serotec LF61 MCAI1416 mlgGl CD103 hu
146 Serotec 450-9D MCA1456 mlgGl CD104 hu yes
323 Dako 12 E7 M 3601 mleGl CD99 hu
324 Dako Ber-ACT8 M 0847 mlgGl CD103 hu
Works.No | CD/CD? |Donator Clone Species Ilg _|**anti-species
a0 Jcy|rh [|bolov cp|pigleq|do|cat| mi| Na|rb|gp|ch]| tr | cr
40 CD1b__|Serotec MT-101 migG1 -l -1 -1 -1 -1 -IT=Iw8aT -1 -1 -1 -1 -1T-1-1-1-
175 CD1b  |Coulter 4.A7.6 migG2a - - - + + - - | NA| - - - - - | NT| - - -
176 CDi1c __|Coulter L161 mlgG1 - X + - + - - NA | NT - - - - - - - -
41 CD1d |Serotec NOR3.2 migG1 - - - - - - - |NA| - INA| - - - - - - -
42 CD2  |Serotec LT2 migG2b X - - - . - - |WA| - - - . - - - . -
3 | CD14 |Bill Davis_ |CAM36A  ImigG1_ FEe 2 EIN SR SEESE JESEFSENESES B 5 [ S S
60 CD14 |Serotec UCHM1 migG2a - - - . = - = = . = - = = = - 9Pl =
244 CD14 |Dako TUK4 mlgG2a - - - + + + | ++ | . + NERE + - - . -
347 CD14 |BD Phamingen |MSE2 migG2a - - = B ¢ 1 & 17l . + - Joe] ¢ - | + - - -

Species cells tested: Aotus (ao), cynomolgus (cy), and rhesus (rh) monkeys, bovine (bo), ovine (ov), goat (cp), pig, equine (eq), dog (do), cat, mink
(mi), llama (l1a), rabbit (rb), guinea pig (gp), chicken (ch), trout (tr), and carp (cr). Results displayed as (x) are potential positive after the first round

~ VOLVER -




BDCA-1

\ 4

Glucoproteina ‘
transmembrana

Estructuralmente relacionada con
principales proteinas de MHC

Median la presentacion de Ag, principalmente
lipidicos y glucolipidos de origen propio o
microbiano a las células T

Se distribuye ampliamente en
todo el sistema endocitico

~ VOLVER
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CD1lc

\ 4

Subunidad Alfa integrina

Adherencia de neutréfilos y monocitos a las
células de endotelio

Fagocitosis de particulas recubiertas de
complemento

VOLVER
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CD103

\ 4

Subunidad Alfa integrina E

Adhesioén

Molécula accesoria para la activacion de
IEL.

~ VOLVER

J
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CD14

Ag superficie expresado
monocitos / macrofagos

Mediar repuesta inmune innata al
LPS bacteriano

VOLVER
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Cepa Principales ventajas principales aplicaciones
caracteristicas
estabilidad modelos fisiolégicos o patolégicos
CET7BL/B endogamica, de la cepa, paraexperimentos in vivo, cepa de
negro de facil fondo genético para transgeénicos y
cria congenicos
de facil produccion de hibrndomas y
_ cria anticuerpos monoclonales
BALB/c LR (I ro 1EI‘I5CI5 mﬂdelnsp ara la investi acliian de
inmunodeficientes PP 105 P ety
a los terapias contra el cancer e
tumores inmunologia.
L clonado posicional, seleccion
- . varabilidad o p - o
CD-1 exogamica, albino - genotipica, pruebas de toxicidad
- genética .
(cuestionable)
o modelo animal inmunodeficiente
2 ieslles ara pruebas de nuevos
=L BLLIBETLE, e ’Eatarﬁientns contra el cancer como
=L L Azl iz huésped para sistema inmune
de tumores ped p

humano.

VOLVER

http://www.labome.es/method/Laboratory-Mice-and-Rats.html
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Solucion acuosa con Ag

» Liberan lentamente el Ag
« Estimulo persistente

« Macrofago aumenta moléculas B7 - Interaccion CD28 - LT,

Aceite mineral

Agente dispersante
(ej. Manoleato)

Suspension de Mycobacterium

muertos por calor

VOLVER




Donacion células PAI g
SwissTPH

Swiss Tropical and Public Health Institute
Schweizerisches Tropen- und Public Health-Institut

https://encryptedes?q=tbn:ANd9GcTt0OaHIqQUUAGAW XPsoBEM1bW7kQ
bMaG-OPL3t3NsIINIiG4uWE8&s

Dr. Gerd Pluschke

VO I.VE R ’ scienceoferadication.org/wp-content/uploads/2012/12/SwissTPH1_compressed.jpg
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NCBI protein

.

Base de datos de proteinas

Colecciéon de secuencias de
varias fuentes

E

VOLVER

J
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Bioinformatica

TMHMM server

[

VOLVER

Enfoque oculto del modelo markol

Modela la longitud de la hélice

Incorpora hidrofobicidad, sesgo de carga,

longitudes de hélice y restricciones
gramaticales.

Estadistica topologia de las proteinas
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SignalP.V. 4.0

[

VOLVER

V.1: Se baso6 en redes neuronales
artificiales

V.2: Introdujo modelos ocultos de
markov

V.3: Mejor6 las predicciones del sitio de
escision

V.4: Mejoro la discriminacion de la sefial
péptidos y hélices TM
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IEDB Analysis Resource

.~ VOLVER

Base de datos del epitope humano

Humanos, primates no humanos y otras
especies en el contexto de enfermedades
infecciosas, alergias, autoinmunidad y
trasplantes

Algoritmo de random forest entrenado en
epitopos y aminoacidos no epitopos

Se predice gque los residuos con puntajes
superiores al umbral (0.5) son parte de un
epitopo y se colorean en amarillo en el grafico
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BLAST

VOLVER

Encuentra regiones de similitud entre
secuencias bioldgicas

Compara las secuencias de nucleotidos
0 proteinas con bases de datos

Calcula la significacion estadistica
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Concentraciones

IL4 (100ng/ml)

[

VOLVER

J

GM-CSF (50ng/ml)

Lipopolisacarido
(100ng/ml)
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UNIVERSIDAD DE CIENCIAS
APLICADAS Y AMBIENTALES

U.D.C.A

RES. MEN N*, 7382 DEL 20405/1983. CODIGO SNIES 1835
VIGILADA MINEDUCACION

https://sibcolombia.net/socios/udca/

https://bmeditores.mx/entorno- pecuario/historia/asociacion-
americana- de-medicos-veterinarios-avma- 953

Normas de bioética conforme a lo indicado en la Ley
84 de 1989, la resolucion 8430 de 1993, emitida por el
Ministerio de Salud de Colombia.

Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio,
octava edicion, del Instituto Nacional de Salud.
Asociacion Americana Medica Veterinaria (AVMA) en el
panel de Eutanasia en 2013.

Investigacion 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.
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Bogota, D.C. Viernes, Abril 26 de 2019

Doctora

Catalina Esther Avendaiio Valenzuela
Docente

Facultad de Ciencias Agropecuarias

Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales
Ciudad

Respetada Doctora, reciba un cordial saludo.

En reunion de sesion del comité de bioética de la facultad de Ciencias Agropecuarias
de la Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales, se analizo la ficha del
proyecto titulado: “Evaluacion y caracterizacion de células dendriticas
después de la estimulacion con péptidos sintéticos candidatos a vacuna
frente a Plasmodium falciparum encapsulados en microesferas”,
presentado por usted, y una vez recibidas las correcciones sugeridas en carta de
Marzo 15 de 2019, se tomd la siguiente decision:

Teniendo en cuenta que en la propuesta de investigacion se han acogido las
definiciones en las normas nacionales e internacionales sobre bienestar animal, este
comité da su aval para el desarrollo de la propuesta.

Cordialmente,
Tei Carvajal Salcedo
Decana Facultad de Ciencias Agropecuarias
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El mosquin sa
alimenia de sangre
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Célula hematopoyeética CD341

GM-CSF

Precursor CD141

TNF a

\ 4

Monocito

Monocito

CD1al (Precursor CD)

l IL-6/IL- B

Célula dendritica

81



