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RESUMEN

Se establecié como objetivo la obtencion de anticuerpos monoclonales (AcM), mediante la tecnologia de fusion celular, capaces
de reconocer a la fraccion glucuronoxilomanano (GXM), serotipo A. Cryptococcus neoformans es un hongo levaduriforme
rodeado por una cépsula polisacaridica y agente de micosis profundas en el hombre, que afecta particularmente a los pacientes
con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida. Fueron inmunizados 3 grupos de ratones Balb/c con GXM acoplado a eritrocitos
de carnero con una dosis de 10 pug de GXM via subcuténea, 50 g de GXM via subcutanea y 50 pg de GXM viaintraperitoneal. Se
obtuvieron 2 hibridomas secretores de AcM murinos contra el polisacarido capsular de Cryptococcus neoformans, de la clase
1gG,, cadena ligera k, los sobrenadantes de cultivo fueron evaluados por ELISA utilizando el polisacarido capsular sin conjugar.
Estos anticuerpos seran utilizados en estudios de proteccién y fagocitosis in vitro.
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Los anticuerpos monoclonales (AcM)
especificos contra el polisacarido capsular de
Cryptococcus neoformans se han utilizado en
diferentestécnicas diagndsticas con el objetivo de
detectar antigeno, ademasen el serotipaje de cepas
y en la captura e inmovilizacion de antigeno
polisacaridico en sistemasinmunoenziméticos. Por
otra parte, se ha reportado que la habilidad
protectora en ratones con criptococosis
experimental presenta diferentes niveles de
proteccion, en dependencia del modelo
experimental, del isotipo y de la especificidad del
anticuerpo.t

En el presente trabajo se reportd la obtencion
de AcM que reconocen al glucuronoxilomanano
(GXM) de C. neoformans y su caracterizacion
parcial. Para su generacion se utilizé la cepa
autoctona de C. neoformans var. neoformans,

serotipo A, perteneciente al laboratorio de
Micologia, Instituto de Medicina Tropical “Pedro
Kouri” (IPK). El polisacérido capsular fue aislado
y purificado por el método de Cherniak.? La
determinacién de carbohidratos solublestotales se
realizé por e método del fenol sulfirico de Dubois®
y paraladeterminacién del acido D-glucurdnico,
se aplico € test cualitativo de Dische.* Una vez
obtenido e GXM, fue acoplado a eritrocitos de
carnero paraser utilizado como inmundgeno. Para
el acople, seaplicd e método descrito por Kozel y
Cazn,’ con unaligeramodificacion en laextension
del tiempo deincubacion hasta3 h. Seutilizaron 3
grupos de ratones hembras Balb/c, entre 8-10
semanas, con un peso de 20-26 g, los que fueron
inmunizados con 0,1 mL del GXM purificado y
acoplado a eritrocitos de carnero 0,5 %° y
emulsificado con adyuvante incompleto de Freund.
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Lainoculacion serealizé por viasubcutanea (sc)
eintraperitoneal (ip), con unadosisde 10 mg de
GXM/ratén (sc), 50 mg de GXM/ratén (sc) y
50 mg de GXM/ratdn (ip), respectivamente,
durante 6 semanas hasta obtener titulos de
anticuerpos superiores a 1/10 000 mediante un
ensayo tipo ELISA de doble anticuerpo o
“sandwich”; 3 d antes de la fusion celular, se le
realizd al raton unainoculacion final con 50 mg de
GXM/ratdn viaintravenosa (iv) (esquema 10 mg
de GXM/ratdn, sc).” El suero de los ratones
inmunizados, seguin los diferentes esquemas, fue
evaluado mediante ELISA tipo“sandwich” (IlInait
MT. Deteccion y cuantificacion de antigeno de
Cryptococcus neoformans mediante ELISA.
Trabajo para optar por el grado de Maestro en
Bacteriologia - Micologia. I1PK, 1996. Ciudad de
La Habana).

Lascédulas provenientesdd bazo delosratones
inmunizados fueron obtenidas 3 d después de la
inoculacién final y fusionadas con lalinea celular
de plasmacitomamurino P3/X63.Ag8.653 (ATCC,
1992) enunarelacion 10:1 con polietilenglicol 1500
Sigma (St Louis, MO), utilizando € procedimiento
empleado paralaobtencion de hibridomas descrito
por Fazekas de S Groth.®

Los hibridomas productores de anticuerpos
fueron seleccionados mediante un ELISA directo
tipo“sandwich”, paraser posteriormente clonados
2 veces por dilucion limitante.® La obtencién de
AcM in vivo se realizd por inoculacion ip de
aproximadamente 2 x 106 célulasdel hibridomaen
ratones Balb/c.

El isotipo de las inmunoglobulinas fue
determinado mediante un ELISA directo
empleando antisuero de carnero especifico (anti-
IgM, anti-IgG,, 19G,,, 19G,,, e 19G,) de acuerdo
con las instrucciones del productor (estuche de
reactivos Sigma Inmuno Chemicals 1SO-1, St.
Louis, MO).

Paraladeterminacion dd tipo de cadenaligera
seempled también un ELISA, en el quelas placas
fueron recubiertas con anti 1gG deratén en carnero
a 10 mg/mL en tampon de recubrimiento durante
toda la noche a 4 °C. El blogueo se realizé con
albumina bovina sérica 3 % en solucion salina
fosfato (PBS). Las muestras a evaluar fueron los
sobrenadantes puros de los hibridomas estudiados.
Se utiliz6 1gG anti ratdon de cadena ligerak y |
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conjugada con peroxidasa, a una dilucion de
trabajo 1/2000 con suero fetal bovino 1 %, en
PBS-Tween 20, 1 h a 37 °C y como sustrato
una mezcla de ortofenilendiamina (OPD) y
H.,O,. Todos|oslavados serealizaron con PBS-
-Tween 20.%°

Enlaevauacion delarespuestainmunedelos
ratones por ELISA, se obtuvo un mayor titulo de
anticuerpos en el grupo inmunizado con 10 mg de
GXM/ratdn (sc), el cua fue de hastaunadilucion
1/20 000, valor adecuado parasel eccionar € animal
aser utilizado en lafusion celular. No obstante, €l
ndmero de ratones que respondieron al inmundgeno
fue bajo, lo que coincide con lo reportado antes
por otro estudio en el que de 60 ratonesinfectados
solo 4 presentaron titulos de anticuerpos
antipolisacérido capsular significativos superiores
a 1/10 000.

En e grupo deratonesinmunizados con 50 mg
de GXM/ratén, viasubcutanea; el mayor titulo de
anticuerpos fue aproximadamente de 1/5 000, no
ocurriendo asi con los ratones inmunizados con
50 mg de GXM/raton, via intraperitoneal, donde
los titulos obtenidos fueron inferiores a 1/5 000.
L os bgjostitulos obtenidos paralamayoria de los
ratones pueden ser debido a la pobre inmuno-
genicidad que presenta el GXM en humanos y
animal es de experimentacion, razon por lacual es
utilizado conjugado aotras proteinas.*?

Se obtuvieron 13 hibridomas productores de
AcM contrael GXM. Los 2 AcM seleccionados,
mantuvieron altos niveles de produccién a cabo
de varias generaciones y estos AcM producidos
fueron clasificados como IgG, (k). Losisotipos de
AcM con una capacidad protectoramayor son los
19G,, e 1gG, porque se ha demostrado que la
administraci 6n pasiva de estos puede modificar €l
curso de la infeccion por C. neoformans y
provocar unardpidareduccion enlosniveles del
polisacarido capsular,*** de ahi que los AcM
obtenidos pudieran tener una gran importancia
si se considera su utilidad en estudios de pro-
teccion pasiva.

La especificidad demostrada por estos
anticuerpos en el sistema de tamizaje es una
caracteristica que podria hacerlos Utiles en el
diagndstico, mediante inmunoensayos como
anticuerpos de recubrimiento o bien conjugado
con enzimas.
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Monoclonal antibodies recognizing the capsular
polysaccharide of Cryptococcusneoformans

SUMMARY

Our objective was to obtain monoclonal antibodies (Mab), by
using the cell fusion technology, capable of recognizing the
serotype A glucuronoxylomannan (GXM) fraction. Cryptococcus
neoformans is a yeastlike fungus surrounded by a polysaccharide
capsule and an agent of deep mycosis in men that affects
particularly AIDS patients. 3 groups of Balb/c mice were
immunized with GXM coupled to lamb erythrocytes at a dose of
10 pg of GXM by subcutaneous route, 50 pg of GXM by
subcutaneous route and 50 g of GXM vy intraperitoneal route.
There were obtained 2 secreting hybridomas of murine MAb
against the capsular polyssacharide of Cryptococcus neoformans,
1gG1, light chain k. The overnadants of culture were evaluated
by ELISA, using the capsular polyssacharide without conjugating.
These antibodies will be used in studies of protection and
phagocytosis in vitro.

Key words: Monoclonal antibodies, Cryptococcus neoformans,
capsular polyssacharide
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