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1. Resumen

Plasmodium, el pardsito causante de la malaria, presenta un ciclo de vida que involucra a un
hospedero vertebrado y un mosquito que funge como vector. El desarrollo asexual en el
vertebrado ha sido extensamente estudiado, pero aun falta mucho por entender en cuanto al
desarrollo sexual en el mosquito. La diversidad de etapas del desarrollo sexual del parésito en el
mosquito, y su paso por multiples regiones con microambientes distintos hace que el desarrollo
sexual tenga un comportamiento complejo. Por su capacidad para invadir el epitelio intestinal y
habilidad para escapar del bolo alimenticio durante el proceso de digestion, y asegurar la
infeccion en el mosquito, el oocineto es uno de los estadios de desarrollo més relevantes en el
vector. Las limitaciones para estudiar al oocineto radican, en parte, en la complejidad para
purificarlos y obtenerlos en cantidades suficientes. Existen al menos cinco métodos de
purificacion de oocinetos que varian en cuanto a la cantidad de oocinetos obtenidos, la pureza de
los mismos y la composicién de la contaminacion celular que no se logra eliminar en el preparado
final. Estos métodos se basan en principios fisicos, quimicos o celulares, cada uno involucrando
posibles inductores de estrés durante el manejo del parésito.

En este trabajo se desarrolld6 un método de purificacion de oocinetos que aprovecha su
adhesividad por los componentes de la ldmina basal. El principio del método consiste en recubrir
con un gel de matriz extracelular, la superficie en la que se van a cultivar los oocinetos, al cual
solamente los oocinetos logran adherirse, permitiendo que las demads células contaminantes sean
eliminadas por lavados. Con esta metodologia se obtienen rendimientos del 1 % al 13 % y
purezas del 60 % al 80 %, lograndose alcanzar purificaciones de hasta el 90 % al 99 %, utilizando
superficies que no presenten dngulos como cubreobjetos. Ademds, es posible desprender a los
oocinetos del sustrato utilizando dispasa II para obtenerlos en suspension. La recuperacion de
oocinetos incrementa al aumentar el tiempo de incubacidn, la cantidad del ECM gel y la cantidad
de oocinetos iniciales en el cultivo; y disminuye exponencialmente con respecto al grado de
contaminacion con eritrocitos. El incremento de la superficie de adhesion aumenta el rendimiento
de la purificacién, pero sélo hasta un limite en donde se observa aglutinacién de la sangre por un
efecto de dilucién, dando como resultado una menor pureza. Este método de purificacion permite
mantener a los oocinetos en condiciones que no s6lo permiten su supervivencia, sino que
fomentan su desarrollo, minimizando a su vez los factores estresantes que puedan comprometer
su fisiologia celular.
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2. Introduccion

A pesar de que la malaria es una de las enfermedades parasitarias transmitidas por
vector mds importantes a lo largo de la historia de la humanidad (Hedrick, 2011), y
que a la fecha sigue ocasionando cientos de miles de muertes y cientos de
millones de personas siguen padeciéndola anualmente (Nadjm y Behrens, 2012;
WHO, 2014), atin no se ha logrado comprender en su totalidad al complejo parasito
que la causa y las interacciones que establece entre sus dos hospederos, el humano
y el mosquito. La complejidad del parésito que produce la malaria reside en sus
numerosas fases de desarrollo y en las estrategias que utiliza para ser transmitido
de mosquitos a humanos y viceversa, las cuales apenas se estdn logrando
esclarecer (Bannister y Sherman, 2009). Plasmodium pasa de ser un pardsito
principalmente intracelular en el humano a ser un pardsito casi exclusivamente
extracelular en el mosquito, encontrandose microambientes completamente
distintos y propios de cada hospedero (Bannister y Sherman, 2009; Talman, et al., 2004)
y, no por lograr su desarrollo en éstos, dejan de ser hostiles para su historia de
vida (Smith y Jacobs-Lorena, 2010; Smith, et al., 2014; Becker, et al., 2004). Especialmente
en el mosquito, donde el pardsito inicialmente se encuentra en el bolo alimenticio
en proceso de digestion, del cual debe salir y atravesar numerosas barreras fisicas
y quimicas que le impone el mosquito (Smith, et al., 2014) para residir durante no
menos de 15 dias en la membrana basal del intestino, donde se multiplica
considerablemente. Durante su travesia, la poblacion parasitaria disminuye
considerablemente, pasando de cientos de miles de gametocitos y oocinetos a no
mas de diez ooquistes, los cuales logran restablecer la poblacion nuevamente en el
orden de decenas de miles de parasitos en etapa de esporozoito (Smith, et al., 2014;
Baton y Ranford-Cartwright 2005b). Son principalmente las fases de oocineto y
ooquiste, las menos estudiadas y de las cuales las técnicas y metodologias de
cultivo, asi como de purificacién, ain no han logrado las expectativas de muchos
investigadores para generar muestras lo suficientemente abundantes, puras y



minimamente manipuladas para su satisfactorio andlisis. En este trabajo, se
presenta una metodologia de cultivo y purificacion de oocinetos novedosa que
permite mantener las condiciones Optimas para su desarrollo, ademds de lograr
enriquecimientos, cantidades suficientes y sobre todo, no alteradas con quimicos y
procesos fisicos bruscos que puedan modificar el comportamiento del pardsito
durante el posterior andlisis que se desee realizar con él.

2.1. La malaria y el pardsito que la causa.

La malaria o paludismo es una enfermedad parasitaria de gran importancia en
salud publica, con una gran repercusion econdmica y social. Esto debido a la alta
morbilidad y mortalidad que causa, principalmente en los sectores mas
vulnerables de la poblacion; como las regiones rurales, suburbanas marginales y
en estado de pobreza. Este sector de la poblaciéon comprende a la gran mayoria de
la humanidad, por lo que aproximadamente el 50 % de la poblacién mundial esta
en riesgo de adquirir la enfermedad. En el 2013, la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS) report6 una estimacion de 198 millones de casos y 584 mil muertes
(WHO, 2014). La mayor incidencia y mortalidad se presenta en nifios, quienes
suelen presentar varios episodios de malaria durante su infancia, convirtiendo a
esta enfermedad en un aspecto cotidiano de la vida en ciertas regiones como
Africa, Asia y en menor medida en América Latina y el Caribe (RBM, 2008; Shah,
2010; WHO, 2014). La OMS clasifica a México en fase de eliminacion, con 499
casos en el 2013 (WHO, 2014) y 591 en el 2014 (Secretaria de Salud, 2015)
distribuyéndose principalmente en el noroeste y sur del pais.

Los agentes causales de esta enfermedad son parasitos protozoarios apicomplexos
del género Plasmodium (Haemosporida: Plasmodiidae), transmitidos al hombre
por mosquitos vectores del género Anopheles (Diptera: Culicidae). Estos
protozoarios son parasitos obligados que presentan un ciclo de vida que involucra
a dos hospederos : el vertebrado intermediario, en el cual el parésito se reproduce
asexualmente, y el invertebrado definitivo, donde se reproduce sexualmente. De
las mis de 200 especies de Plasmodium descritas, al menos 19 parasitan al
hombre (Coatney y Roudabush, 1936). De éstas, las que establecen infecciones
definitivas o exitosas son: P. falciparum, especie que produce el mayor numero de
casos letales, P. malariae, P. ovale, P. knowlesi y P. vivax (Bannister y Sherman,
2009). P. vivax es el agente etioldgico de la malaria en México y, aunque no suele
ser tan virulenta como P. falciparum, genera infecciones recurrentes, es decir, las
personas infectadas con esta especie presentan recaidas debido a que el parésito es
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capaz de permanecer en el higado de manera inactiva (Bannister y Sherman, 2009), 1o
que dificulta su erradicacion. Anopheles es el género de mosquitos que transmite
estas cinco especies de pardsitos al hombre, aunque los mosquitos del género
Aedes y Culex son también vectores de algunas especies de Plasmodium
exclusivamente para aves y reptiles (Bannister y Sherman, 2009). En México los
principales vectores de la malaria son: Anopheles pseudopunctipennis, A.
albimanus, A. darlingi, A. vestitipennis y A. punctimacula (WHO, 2014; Casas-
Martinez y Orozco-Bonilla, 2006).

Las especies comunmente utilizadas como modelos para estudiar la biologia del
género son: a) Plasmodium falciparum, que parasita al hombre y cuyo vector es
A. gambiae, b) Plasmodium gallinaceum que parasita a Gallus gallus y cuyo
vector es Aedes aegypti, y ¢) Plasmodium berghei que parasita a Thamnomys
surdaster (Muridae) y cuyo vector es Anopheles dureni. A pesar de que la especie
filogenéticamente mds parecida a los pardsitos que infectan al humano es P.
gallinaceum (Leclerc, et al., 2004) Su vector, Aedes aegypti, no transmite la
enfermedad al hombre, ademas de que estudios mads recientes indican que P.
berghei es mas cercana (Escalante, et al., 2010; The Tree of Life Web Project,
http://tolweb.org/Plasmodium/68071). Debido a esto, a que el vector del paludismo en
el hombre es Anopheles, y a la facilidad de trabajar con ratones, varias lineas de
investigacion se han enfocado en la interaccion del mosquito Anopheles y
pardsitos murinos.

En este trabajo se utilizé Plasmodium berghei cepa Antwerpen-Katanga (ANKA)
clon 2.34, capaz de infectar a Mus musculus (ratén comun) y al mosquito A.
albimanus, con el inconveniente de que éste ultimo no es un buen vector para P.
berghei (Crampton, et al., 1997).

2.2. Ciclo de vida de Plasmodium.

El complejo ciclo de vida de Plasmodium involucra varias formas distintas y
especializadas que le permiten la invasion y desarrollo dentro de los tejidos y/o
c€lulas de sus hospederos. Presenta tres formas invasivas, cuatro formas tréficas y
cuatro formas reproductivas (figura 1) . Las formas tréficas, como los trofozoitos
y el ooquiste joven, se nutren de los recursos del hospedero para crecer y producir
las fases reproductivas como los esquizontes y el ooquiste tardio, que generan
subsecuentemente a las fases invasivas. Estas fases invasivas, como el esporozoito
y el oocineto son las que aseguran la infeccion del hospedero. El ciclo de vida de
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las numerosas especies de Plasmodium es similar, 1o que permite estudiarlo de
manera general a nivel de género (Bannister y Sherman, 2009).

2.2.1. Fase asexual del ciclo de vida

Cuando un mosquito infectado con Plasmodium se alimenta de sangre, inocula
junto con la saliva a los esporozoitos en la dermis del hospedero vertebrado.
Subsecuentemente, los esporozoitos migran por el torrente sanguineo y los vasos
linfaticos hasta el higado e invaden a los hepatocitos, donde ocurre una primera
ronda de multiplicacién. Los esporozoitos maduran en trofozoitos hepéticos y
posteriormente en esquizontes hepdaticos. La ruptura del hepatocito, libera a los
merozoitos que invaden a los eritrocitos en el torrente sanguineo. Dentro de los
eritrocitos, los merozoitos maduran a trofozoitos y después se forman los
esquizontes, los cuales liberan nuevamente a los merozoitos al torrente sanguineo,
permitiendo que nuevos eritrocitos sanos sean infectados (figura 1) (Bannister y
Sherman, 2009). Durante la fase eritrocitica es cuando el hospedero manifiesta la
sintomatologia caracteristica de la malaria como consecuencia de la ruptura del
eritrocito y la liberaciéon de las moléculas de desecho del pardsito generan las
caracteristicas reacciones febriles de la malaria, aunque la periodicidad de éstas,
asi como otros signos y sintomas, varian entre las distintas especies de
Plasmodium (Bannister y Sherman, 2009; Bartoloni y Zammarchi, 2012). La muerte del
hospedero vertebrado generalmente es debida a anemias severas, nefropatias, fallo
respiratorio y a la obstruccion de los vasos sanguineos que aportan irrigacion al
cerebro por parasitos que se adhieren al endotelio vascular (Bartoloni y Zammarchi,
2012).

2.2.2. Fase sexual del ciclo de vida

Entre el 1 % y el 10 % de los trofozoitos son condicionados a formar las fases
sexuales a través de la formacion de esquizontes que liberan merozoitos machos o
hembras. Estos merozoitos condicionados, tras la invasion del eritrocito, se
transforman en las células pre-sexuales en latencia o gametocitos (Baker, 2010). Se
desconocen los factores que disparan la gametocitogénesis, pero se sabe en
general, que los disparadores son factores estresantes tal como la ruptura masiva
de los eritrocitos (que produce anemia), la presion inmunoldgica del hospedero,
parasitemias altas, abundancia de reticulocitos y drogas como la cloroquina y
pirimetamina (Horrocks y Merrick, 2015; Talman, et al., 2004; Baker, 2010). No obstante
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el disparador, factores transcripcionales de la familia AP2 (que en las plantas esta
involucrado en el desarrollo de las flores) parecen ser los controladores maestros
no sélo de la gametocitogénesis, sino también del resto de las fases sexuales
(Horrocks y Merrick, 2015; Painter, et al., 2011).

Cuando un mosquito se alimenta de un hospedero infectado, ingiere a los
gametocitos junto con la sangre. En el bolo alimenticio, la disminucién de la
temperatura de ~ 37 °C a temperatura ambiente, el aumento del pH de 7.4 a 8.3y
la presencia del dcido xanturénico, disparan la maduracién a gametos, formando
macrogametos (hembra) sésiles y microgametos (macho) méviles que fecundan a
los primeros (Billker et al. 1998). Tras la fecundacion, en el cigoto ocurre la fusion
de los dos nucleos haploides produciendo uno diploide, una divisién meidtica sin
cariocinesis ni citocinesis y posteriormente una segunda meiosis mientras que el
cigoto se diferencia en un oocineto tetraploide (Baton y Ranford-Cartwright, 2005b)
adquiriendo forma de retorta durante el proceso (figura 1) (Janse, et al,. 1985a; Janse,
et al., 1985b).

El oocineto o cigoto mavil es la fase del parasito que nos ocupa en este trabajo, es
una célula alargada en forma de banana que se desplaza para salir del bolo
alimenticio mediante deslizamientos hasta llegar a la membrana peritréfica y el
glicocdlix secretado por el mosquito para protegerse de patdégenos y enzimas
digestivas. El oocineto atraviesa la membrana peritréfica, compuesta
principalmente por quitina, utilizando quitinasas y llega a la membrana luminal de
las células epiteliales, las cuales atraviesa a través del citoplasma (aunque existe
controversia con respecto a si también puede cruzar intercelularmente),
alojandose entre la membrana basal del epitelio intestinal y la lamina basal que
recubre a todos los 6rganos internos del mosquito (figuras 1 y 2) (Baton y Ranford-
Cartwright, 2005a; Whitten, et al., 2006; Vlachou, et al., 2004). En este sitio, el oocineto se
diferencia en un ooquiste que se nutre de la hemolinfa del mosquito, produce
miles de esporozoitos haploides que emergen hacia la hemolinfa, y migran a
través de ésta hasta encontrar a las glandulas salivales para invadirlas y poder ser
inoculados en un nuevo hospedero vertebrado durante la alimentacién del
mosquito (figuras 1y 2) (Janse, et al., 1985a; Bannister y Sherman, 2009; Marquardt, 2004;
Sinden y Billingsley, 2001; Sinden, 1974).



Fases invasivas Fases tréficas Fases reproductivas

Esporozoito (1) Trofozoito hepético (12) Esquizonte hepatico (13)
Merozoito (2) Trofozoito eritrocitico (3) Esquizonte eritrocitico (4)
Oocineto (9) Gametocitos (5) Gametos (6)

Ooquiste joven (11) Ooquiste tardio (11)

Figura 1. Ciclo de vida de Plasmodium berghei. Cuando un mosquito infectado con el
parasito se alimenta de un vertebrado, inocula junto con la saliva a los esporozoitoitos (1).
Después de migrar por el torrente sanguineo y vasos linfaticos, los esporozoitos llegan al
higado e invaden a los hepatocitos (a), formando esquizontes hepaticos (12). Al madurar, los
esquizontes hepdticos liberan a los merozoitos (2) al torrente sanguineo e invaden a los
eritrocitos (b). En estos se establece una fase del ciclo asexual de crecimiento que incrementa
considerablemente la poblacién parasitaria. Dentro del eritrocito, el merozoito se transforma en
un trofozoito (3) y posteriormente en un esquizonte eritrocitico (4) que libera nuevmente a los
merozoitos en la sangre. Algunos merozoitos estan condicionados a formar a los gametocitos
(5), los cuales, al ser ingeridos por un mosquito, maduran a gametos machos o hembras (6). El
cigoto (7) que resulta de la fecundacién, se diferencia en el bolo alimenticio adquiriendo
primero forma de retorta (8) y posteriormente en una célula especializada y movil llamada
oocineto (9). El oocineto migra a través del bolo alimenticio y cruza la membrana peritréfica
que recubre el interior del epitelio intestinal (c) y a las células eptiteliales, alojandose entre la
membrana basal de éstas y la ldmina basal que rodea al intestino. En este sitio, el oocineto se
diferencia, a través de un estadio llamado fook (10), en un ooquiste (11). El ooquiste crece y
madura para formar a los esporozoitos que migran por la hemolinfa del mosquito para invadir a
las gldndulas salivales (d) y poder ser inoculados en alimentaciones posteriores del mosquito.
Imagen construida a partir de Bannister y Sherman, 2009; Carter, et al. 2007; Janse, et al.
1985a; Sinden, 1974; Crédito de la imagen: Bruno Zarate Garcia.



Figura 2. Detalle del ciclo esporogonico de Plasmodium berghei. Panel superior izquierdo:
En el bolo alimenticio (1), los gametocitos maduran a gametos (a) y ocurre la fecundacion. El
cigoto (b) resultante comienza a diferenciarse adquiriendo forma de retorta (c) para formar al
oocineto (d); célula mévil y en forma de banana que sale del bolo alimenticio mediante un tipo
de locomocién basada en deslizamientos y rotaciones. Panel superior derecho: Con
desplazamientos activos, deja el bolo alimenticio para llegar a la membrana peritréfica (2) y
atravesarla, asi como a las células epiteliales del intestino (3). Las células epiteliales, al detectar
al pardsito, mueren por apoptosis y son extruidas del epitelio intestinal. Si el oocineto logra salir
de la célula apoptética y se encuentra con la ldmina basal del intestino (4), comienza a
diferenciarse en un ooquiste vegetativo (e) que crece y produce miles de esporozoitos (f). Panel
inferior derecho e izququierdo: Los esporozoitos que emergen hacia la hemolinfa (5) del
mosquito migran por la hemolinfa propulsados por el flujo que genera el corazén tubular del
mosquito hasta llegar a las glandulas salivales (6), donde residen en espera a que el mosquito se
alimente nuevamente y poder ser inoculados en un nuevo hospedero vertebrado (panel inferior
izquierdo). Imagen construida a partir de Bannister y Sherman, 2009; Carter, et al. 2007; Janse,
et al. 1985a; Sinden, 1974; Crédito de la imagen: Bruno Zarate Garcia.



Durante la invasion del mosquito, ocurren dos cuellos de botella en la poblacién
parasitaria que reducen su numero de miles de gametocitos a menos de 10
ooquistes en el primero, y de # 50 mil a # 10 mil esporozoitos en el segundo. De
estos ® 10 mil esporozoitos, solamente son inoculados al hombre menos de 100
por picadura (Baton y Ranford-Cartwright, 2005b; Sinden y Billingsley, 2001). Las causas
de esta disminuciéon poblacional se le ha atribuido a los componentes
inmunoldgicos del vertebrado presentes en el bolo alimenticio, a la flora intestinal
del mosquito, a una respuesta inmunoldgica montada por el mosquito ante la
infeccion y probablemente a un mecanismo autorregulador de la poblacion
parasitaria a través de muerte celular programada (Shahabuddin y Costero, 2001;
Dimopoulos, 2003; Akman-Anderson, et al., 2007; Kumar, et al., 2010). Cabe mencionar
que este fendmeno también se observa en menor medida in vitro y sin ningun
estimulo aparente (por ejemplo ver Arambage, et al., 2009).

Estos cuellos de botella en la poblacion parasitaria, el caracter efimero de muchas
de estas fases del desarrollo y la dificultad para obtenerlos puros y en abundancia,
son algunas de las limitantes que han frenado el estudio de aspectos bioquimicos,
moleculares y celulares del ciclo sexual del pardsito (Kooij, et al., 2006; Carter, et al.
2007), por lo que nuevas técnicas y metodologias en el cultivo y purificacion, en
este caso de oocinetos, resultan necesarias.

2.3. Biologia del oocineto.

El oocineto o “cigoto movil” es la forma invasiva de Plasmodium que infecta al
mosquito. Es una célula especializada y movil cuya principal funcién es salir del
bolo alimenticio, atravesar la membrana peritrofica, el epitelio intestinal y
detenerse entre éste y la lamina basal para formar un ooquiste (cigoto enquistado
o quiste reproductor) (figuras 1 y 2). El oocineto es una célula resistente pero
también flexible que soporta las condiciones extremas del bolo alimenticio y la
respuesta inmunoldgica que impone el mosquito durante su trayectoria hacia la
lamina basal (Angrisano, et al., 2012).

En contraste a las fases eritrociticas del pardsito, que son anaerobias, las fases en
el mosquito, entre ellas el oocineto, aparentemente presentan un metabolismo
aerobico. Las evidencias de esto son que las mitocondrias en el oocineto
presentan muchas mds crestas en comparacion con las fases eritrociticas, en las
cuales las crestas incluso pueden estar ausentes (Sinden, 1984); ademds de que los
genes implicados en el ciclo de Krebs y la cadena respiratoria se sobre-expresan



en las fases del mosquito (Vontas, et al., 2005; Hall, et al., 2005). Recientemente, se ha
encontrado que la cadena respiratoria es esencial para el desarrollo del parasito en
el mosquito pero no en el vertebrado (Boysen y Matuschewski, 2011; Sturm, et al.,
2015). Ademads de la mitocondria, el pardsito presenta apicoplasto, un organelo
tipo plastidio con ADN propio que estd involucrado en la sintesis de lipidos
(Bannister y Sherman, 2009; Olszewski, et al., 2010).

A diferencia del merozoito y del esporozoito, que tienen micronemas, roptrias y
granulos densos en el complejo apical (estructura que caracteriza al grupo de los
apicomplexos), el oocineto solamente presenta micronemas. Estas estructuras
secretoras estan asociadas con la invasion, reconocimiento y adhesion a los tejidos
del mosquito. Los granulos densos y las roptrias estan asociados con la formacién
de la vacuola parasitéfora; el oocineto carece de estas dos estructuras y no forma
esta vacuola, por lo que estd en contacto directo con el citoplasma de las células
epiteliales (cuando la invasion es intracelular) (Angrisano, et al., 2012; Lal, et al.,
2009). Se han identificado alrededor de 345 proteinas en el micronema del
oocineto. La mayoria son proteinas sin identificar (104), proteinas ribosomales
(68) y proteinas involucradas en el metabolismo (38). El resto estdn involucradas
en el transporte vesicular (23), chaperonas (23), proteinas de sefializacion (11) y
finalmente proteinas del complejo apical, de superficie y solubles secretadas (24).
Estas ultimas participan en la degradacion de los tejidos del mosquito, como por
ejemplo la quitinasa y las proteasas pepsindgeno, plasmepsina, entre otras.
También se encuentran proteinas involucradas en la invasién de las células
epiteliales como CelTOS, MAOP y PPLP4 (estas ultimas dos presentan un
dominio tipo perforina); y las involucradas en la adhesion del oocineto a estos
tejidos (Lal, et al., 2009), las cuales se mencionardn mds detalladamente en el
siguiente apartado (ver seccion 2.4. Proteinas adhesivas del oocineto).

Estudios de microscopia electrénica indican que el oocineto, al igual que las otras
dos fases invasivas (el merozoito y el esporozoito), presenta peliciclo (término
asignado por la falta de una traduccion mas acertada de “pellicle” en inglés, que
se puede traducir como pelicula), una estructura que comprende a la membrana
plasmatica y otras dos membranas subyacentes tipo vacuolas aplanadas originadas
del aparato de Golgi y denominadas complejo de membrana interior (CMI). El
CMI presenta microtibulos localizados por debajo de la segunda membrana que
transportan vesiculas hacia el complejo apical; ademds de actina y miosina por
encima de la primera membrana del CMI. Esta estructura se ha asociado con el
aparato locomotor y morfologia del oocineto (Angrisano, et al., 2012; Sinden, et al.,
1985).
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A diferencia del microgametocito, que se asemeja a un espermatozoide con
locomociodn flagelar, y que puede desplazarse en un medio liquido, el oocineto por
el contrario ejecuta un tipo de locomocion dependiente del sustrato. En
consecuencia, el oocineto no puede “nadar”, puesto que necesita un sustrato
sOlido o un gel muy viscoso para desplazarse (Keeley y Soldati, 2004). Tal es el caso
del bolo alimenticio parcialmente deshidratado y en proceso de digestiéon por el
cual debe migrar. Este aparato locomotor se ha denominado “glideosome” o
desplazosoma en espafiol y, como ya se comentd anteriormente, presenta
filamentos muy cortos y dindmicos de actina por debajo de la membrana
plasmdtica que se unen a través de la aldolasa a proteinas adhesivas en la
superficie como la CTRP (ver siguiente seccion). La actina a su vez se une con las
miosinas ancladas al CMI y, por un mecanismo dependiente de calcio, permiten el
desplazamiento del oocineto (Keeley y Soldati, 2004). Sintetizando, las proteinas
adhesivas membranales son liberadas apicalmente y translocadas al polo posterior
del oocineto por la acciéon de un motor de actomiosina anclado al CMI, lo que
resulta en el desplazamiento de la célula (Keeley y Soldati, 2004).

Freyvogel (1966) fue de las primeras personas en comprobar que el oocineto se
desplaza activamente para salir del bolo alimenticio y atravesar el epitelio
intestinal, desde entonces se observaron tres tipos de movimientos en el oocineto:
el primero es una rotacion estacionaria, el segundo una translocacién en espiral
semejante a la forma de un sacacorchos y por tltimo una motilidad en linea recta
semejante al que realiza una serpiente (Freyvogel, 1966; Vlachou, et al., 2004). El
oocineto cambia de forma ligeramente durante el desplazamiento y cuando pasa
por lugares muy estrechos como la membrana peritréfica y las membranas de las
células epiteliales, puede incluso adquirir forma de “mancuerna”, en donde todos
los organelos pasan por un segmento altamente constrefiido (Freyvogel, 1966;
Vlachou, et al., 2004). A pesar de que no se ha encontrado ningin tipo de taxismo
tanto in vivo como in vitro en el desplazamiento del oocineto, una vez que
comienza con la locomocién después de un periodo de rotacién estacionaria, la
direccion que toma es practicamente lineal y con una velocidad de entre (6 y 10.5)
um/min; aunque en ocasiones permanece inmovil entre periodos de
desplazamiento. El movimiento solamente es hacia adelante, el oocineto no puede
retroceder o moverse hacia atras. (Vlachou, et al., 2004; Kan, et al., 2014).

Otra estructura exclusiva del oocineto y del ooquiste joven es el cristaloide, el
cual es denso, con el contenido muy organizado y compacto. Parece estar formado
por vesiculas del aparato de Golgi y se cree que es un reservorio de proteinas y
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ARN que el oocineto utiliza durante la diferenciacién a ooquiste (Canning y Sinden,
1973; Sinden, et al., 1985; Carter, et al., 2008; Saeed, et al., 2010; Dessens, et al., 2011).

2.4. Proteinas adhesivas del oocineto.

Para reconocer y adherirse a la 1dmina basal del epitelio intestinal del mosquito,
cuyos principales componentes son la laminina, el coldgeno tipo IV (col IV) y
algunos proteoglicanos y glicoproteinas (Arrighi y Hurd, 2002; Mathias, et al., 2013;
Zieler, et al., 1999), el oocineto presenta en la superficie proteinas membranales y
solubles con afinidad para estas proteinas estructurales. La via mejor conocida de
secrecion de proteinas tanto solubles como membranales en el oocineto es la de
los micronemas, los cuales descargan su contenido por el poro apical, localizado
en el complejo apical en el extremo anterior del oocineto (Patra y Vinetz, 2012; Lal, et
al., 2009). La biogénesis de los micronemas ocurre en el aparato de Golgi y
posteriormente son transportados por medio de microtubulos subpeliculares hacia
el poro apical (Lal, et al., 2009),

Las proteinas mas abundantes en la superficie del oocineto, que representan
alrededor del 25 % del total de proteinas membranales, pertenecen a una familia
protéica rica en cisteinas y muy conservada con masas moleculares de entre 20
kDa y 35 kDa (Tsuboi, et al., 1998; Tomas, et al., 2001). Se caracterizan por presentar
una secuencia sefial, tres o cuatro dominios tipo factor de crecimiento epidérmico,
un extremo C-terminal hidrofébico y un extremo N-terminal también hidrofébico
que une a estas proteinas a la membrana externa a través de un anclaje de
glicosilfosfatidilinositol (Tsuboi, et al., 1998; Blanco, et al., 1999; Rodriguez, et al., 2000;
Tomas, et al., 2001). Los miembros de la familia P25/P28 derivan su nombre del
peso molecular de la proteina y de la especie en la cual se encuentran siguiendo
este esquema: Plasmodium, sp., “surface” y peso molecular aproximado; por
ejemplo Pbs25, donde “b” representa la especie P. berghei. La familia esta
separada en dos grupos principales, el P25 y el P21/28. P25 se encuentra en todas
las especies de Plasmodium, mientras que P21 es el homodlogo de P28 en las
especies murinas de Plasmodium. P28 se encuentra en las especies que infectan al
hombre y a las aves (Tsuboi, et al., 1998). P25 y P21/P28 no se secretan a través del
micronema, en cambio aparentemente se trafican a la superficie a través de otras
vesiculas y llegan a la membrana plasmadtica a través de unos poros en el CMI que
permiten su paso (Blanco, et al., 1999; Raibaud, et al., 2001). Tanto P25 como P21/P28
se expresan desde los macrogametos hasta el ooquiste joven (Blanco, et al., 1999;
Rodriguez, et al., 2000) y presentan propiedades adhesivas para los componentes de
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la l1dmina basal. Tal es el caso de Pbs21, P25 y Pfs28 las cuales se unen a laminina
(Vlachou, et al., 2001; Arrighi y Hurd, 2002), y Pgs28 de P. gallinaceum, la cual
ademds de unirse a laminina, también se une débilmente a col IV (Adini y Warburg,
1999). Cuando se inyectan oocinetos doblemente “knockout” para P25 y P28 en el
hemocele de mosquitos, los ooquistes resultantes se encuentran flotando
libremente en la hemolinfa, o adheridos muy débilmente a la ldmina basal (Tomas,
et al., 2001). Pbs25 es capaz de formar homodimeros o heterodimeros con Pbs21,
ademds de que es posible que otras proteinas solubles como las LAP (ver mas
abajo) se unan a la membrana a través de P25 (Wass, et al., 2012).

Ademas de las propiedades adhesivas de P25 y P21/P28, se ha encontrado que
protegen al oocineto de enzimas proteoliticas (como la tripsina) secretadas por el
mosquito durante la digestion (Tomas, et al., 2001), y se ha propuesto que asisten al
oocineto durante la invasion de la célula epitelial (Baton y Ranford-Cartwright, 2005¢).

Las proteinas de la superficie del oocineto no solamente se adhieren a otras
proteinas del mosquito, también se ha documentado que la adhesion del oocineto
a los tejidos del mosquito depende, en parte, en los carbohidratos de la superficie
celular (Zieler, et al., 1999), como el condroitin sulfato en la membrana apical y el
heparan sulfato en la membrana basal del epitelio (Mathias, et al., 2013). Las
proteinas CTRP y WARP del oocineto se unen a glicosaminoglicanos (GAGs)
cargados negativamente (Li, et al, 2004; Mathias, et al., 2013). Aunque ambas
proteinas pertenecen a la familia TRAP/MIC2 (Kaneko, et al., 2006), presentan
caracteristicas distintas. CTRP es una proteina de ~ 230 kDa la cual contiene un
péptido sefial, seis dominios de adhesion tipo von Willebrand A contiguos, siete
dominios contiguos tipo trombospondina, un dominio transmembranal y un C
terminal acidico citoplasmético que interacciona con el aparato locomotor de
actomiosina en el complejo interno de membrana, por lo que estd implicada en
adherirse a una superficie y “jalar” al oocineto durante la locomocién (Yuda, et al.,
1999; Mathias, et al., 2013). Ademads de unirse a GAGs, también se une a col IV y
laminina (Arrighi y Hurd, 2002; Trottein, et al., 1995). WARP por el contrario es una
proteina soluble que aparentemente se asocia a proteinas membranales del
oocineto, pesa aproximadamente 40 kDa y presenta un péptido sefial y un sélo
dominio de adhesién tipo von Willebrand A (Gholizadeh, et al., 2009; Yuda, et al.,
2001). A pesar de que se une a GAGs, no se conocen las moléculas especificas en
el mosquito a las cuales se une (Gholizadeh, et al., 2009; Mathias, et al., 2013). La
proteina soluble del oocineto SOAP, de ~ 20 kDa, presenta caracteristicas
andlogas con WARP: ambas son proteinas pequefias y solubles, estan codificadas
por genes Unicos muy conservados, estdn dirigidas hacia los micronemas y
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forman complejos muy grandes a través de puentes disulfuro (Dessens, et al., 2003).
SOAP se une a laminina y probablemente interaccione con otras proteinas
membranales del oocineto (Dessens, et al., 2003). Otras son las proteinas LAPI y
LAP2 con adhesividad tipo lectina, las cuales también se encuentran asociadas a
proteinas de la superficie y son secretadas por el oocineto (Sinden, 2004; Wass, et al.,
2012).

Otras proteinas de la superficie del oocineto no se unen a proteinas estructurales o
de las membranas celulares, sino a otras moléculas que asisten al oocineto durante
el proceso de invasién. Una de ellas es la enolasa, que presenta propiedades
adhesivas. Su ligando en el mosquito es desconocido pero se sabe que se une al
glicocalix. Ademads de que es capaz de unirse al plasminégeno de la sangre en el
bolo alimenticio a través de un motivo de lisina, el cual después de activarse a
plasmina, asiste en la invasion del epitelio intestinal (Ghosh, et al., 2011). De manera
similar, los oocinetos se unen por medio de una molécula desconocida a anexinas
del mosquito durante la travesia por el epitelio intestinal. Esta interaccion es
importante para que el oocineto establezca infecciones en el mosquito, ya que
cuando se alimentan a los mosquitos con oocinetos y un antisuero antianexinas, la
prevalencia de ooquistes en el mosquito disminuye (Kotsyfakis, et al., 2005).

La prevalencia de ooquistes también disminuye en parasitos “knockout” para
CTRP, SOAP (Nacer, et al., 2008; Dessens, et al., 1999; Dessens, et al., 2003), Pbs21 y
Pbs25 (Siden-Kiamos, et al., 2000), asi como la intensidad de la infeccidén cuando se
utilizan ratones infectados e inmunizados contra Pbs25 (Rodriguez, et al., 2000). La
prevalencia también disminuye con la falta de las proteinas a las que se adhieren
los oocinetos en el mosquito, como demostré Arrighi et al. (2005) con la laminina
(Arrighi, et al., 2005). Los oocinetos “knockout” para estas proteinas logran
diferenciarse a ooquistes in vitro, con la excepcion de los oocinetos que carecen
de Pbs21, en los cuales la transformacion a ooquistes disminuye en un 93 %
(Siden-Kiamos, et al., 2000; Nacer, et al., 2008; Dessens, et al., 1999; Dessens, et al., 2003). La
disminucion en la infeccion se debe, probablemente, a que los oocinetos no logran
reconocer a la ldmina basal y cruzan hacia el hemocele, imposibilitando
cuantificar la prevalencia e intensidad en el intestino (Nacer, et al., 2008).

Como se ha descrito, dado que el oocineto es una célula mévil con capacidades
adhesivas e invasivas, se desarrolld la idea de que podrian aprovecharse estas
caracteristicas para purificarlo de los demds componentes celulares presentes en el
cultivo de oocinetos utilizando un sustrato al cual puedan adherirse, mientras que
las demds células contaminantes no. Este es el fundamento principal del método
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que se presenta en este trabajo y del cual se explicard su desarrollo en los
apartados de metodologia y resultados. Antes de esto se revisaran algunos otros
métodos de purificacion de oocinetos, sus pros y sus contras, asi como los
antecedentes que permitieron el establecimiento de la nueva metodologia
desarrollada en esta investigacion.

3. Antecedentes
3.1. El cultivo de oocinetos

El cultivo de las fases esporogoénicas o sexuales de Plasmodium ha permitido y
sobre todo facilitado el estudio de aspectos bioquimicos, moleculares y celulares
del parésito, de tal manera que gran parte del conocimiento que actualmente
tenemos sobre éste organismo se ha generado in vitro (Hurd, et al., 2003). Esto se
debe mayoritariamente a los problemas inherentes que implica purificarlos de los
tejidos del mosquito. Si bien el estudio del parasito dentro del mosquito nos
aporta conocimiento en su contexto natural, cualquier experimento de este tipo
implicaria controlar més variables relacionadas con el hospedero, las cuales son o
muy complejas o imposibles de controlar (p.ej. ver Merrick y Duraisingh, 2010). Tal
es el caso de la obtencion de transciptomas o proteomas del parésito (p.ej. Lal et al.
2009), la prueba de drogas y farmacos (p.ej. Nzila y Mwai 2010), el desarrollo de
vacunas para evitar la transmision (Bounkeua, et al., 2010), hasta la obtencion y
andlisis de moléculas y metabolitos del parésito que son indistinguibles de las del
mosquito, o que representarian mucho menos del 0.1 % en un extracto total de un
mosquito (Recio-Tétoro, 2012) o de sangre infectada con Plasmodium (Vega-
Rodriguez, et al., 2009).

A pesar de que el cultivo de las fases sexuales, principalmente de gametos, data
desde las primeras veces en que Ronald Ross y otros investigadores observaron la
exflagelacion del pardsito (término con el cual se refiere a la activacion de los
microgametocitos) en laminillas frescas de sangre extraida de aves infectadas, y
comprobando posteriormente que este fendmeno se debia a condiciones
adecuadas de manejo y no a la muerte del parasito como criticaba Grassi (Ross,
1902); no fue hasta casi cien afios después que Weiss y Vanderberg (1977)
lograron obtener oocinetos in vitro de manera reproducible. Estos investigadores
utilizaron medio esencial minimo (MEM) con sales balanceadas de Earle para
cultivar sangre de hamster infectada con Plasmodium berghei a 20-21 °C durante
24 h (Weiss y Vanderberg, 1977), método que después fue perfeccionado por Janse et
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al. (1985a), quienes utilizaron medio RPMI 1640 a pH 8 suplementado con suero
fetal bovino e incubando a 20 °C por 24 h. En este articulo, los autores ademaés
documentaron el proceso de maduracidén del pardsito desde cigoto a oocineto,
describiendo todas las formas que va adquiriendo durante la diferenciacion celular
(Janse, et al., 1985a). Debido a que los merozoitos de P. berghei solamente invaden
a los reticulocitos, Janse et al., en otro articulo del mismo afio, inyectaron a los
ratones con fenilhidrazina para inducir una anemia hemolitica y aprovechar la
reticulocitosis resultante (Berger, 2007; Flanagan y Lessler, 1970) para aumentar la
produccion de parasitos (Janse, et al., 1985b).

Este método de cultivo establecido por Janse et al. (1985a y b) es el que se sigue
utilizando hasta la fecha con muy pocas modificaciones, entre éstas se encuentran:
la adicion de bicarbonato de sodio, glutamina e hipoxantina (Rodriguez, et al., 2002)
que el pardsito necesita para sintetizar purinas (Jayaraman, et al., 2012). Por otra
parte, algunos investigadores han implementado el uso de filtros o columnas de
cromatografia que eliminan a los leucocitos de la sangre por la razén de que
disminuyen el rendimiento del cultivo de oocinetos al provocarles la muerte
(Akman-Anderson, 2008) a través de muerte celular programada (Al-Olayan, et al.,
2002). Sin embargo, el uso de estos filtros o columnas no estdn generalizados.
Numerosos investigadores reportan una retencion de los eritrocitos infectados en
dichas columnas (Sriprawat, et al., 2009) e incluso de gametocitos (ver Resultados y
discusion), lo que disminuye considerablemente el rendimiento en la produccion
in vitro de oocinetos. Las columnas mayoritariamente implementadas son los
filtros Plasmodipur y las columnas de CF-11 basadas en celulosa, principalmente
utilizadas debido a su bajo precio (Venkatesan, et al., 2012; Sriprawat, et al., 2009; Janse
y Waters, 1995). Estas columnas de CF-11 se han complementado con fibra de
vidrio (Carter, et al., 2003). También se utilizan los métodos de eliminacién de
leucocitos basados en centrifugacion en gradientes de Percoll, iohexol o Ficoll
(Sriprawat, et al., 2009) aunque de nuevo, son pocas las referencias que reportan la
utilizaciéon de estos métodos, salvo que la investigacion llevada a cabo, por
ejemplo, requiera que las muestras estén libres de ADN proveniente del
vertebrado o de plaquetas (que también son retenidas en la columna de CF-11). La
eliminacion de leucocitos y plaquetas es, ademds, parte de un aspecto
concerniente a la purificacion de oocinetos, la cual se describird a continuacion.
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3.2. La purificacion de oocinetos

Poco tiempo después de haber establecido el método para cultivar a los oocinetos
in vitro, se generalizé el interés de purificarlos del resto de las células presentes
en el cultivo. Tal es el caso de los leucocitos y las plaquetas (que se logra con los
métodos mencionados anteriormente), los eritrocitos y otras fases del pardsito
como los esquizontes, trofozoitos, cigotos y gametocitos que no lograron
continuar con su desarrollo. Para lo anterior se han desarrollado varias técnicas
que varian en cuanto a si se purifican los oocinetos, o los gametocitos y/o los
cigotos para después diferenciarlos a oocinetos; y en cuanto a la técnica en
particular de purificacion que se lleva a cabo, por ejemplo: centrifugacion
diferencial, columnas de cromatografia o lisis diferencial de las células
contaminantes con quimicos (Hurd, et al., 2003).

El método mas generalizado para llevar a cabo la purificacion de las fases
esporogénicas es mediante centrifugacién diferencial en gradientes y/o
centrifugacion isopicnica, las cuales aprovechan la densidad de flotacion de los
oocinetos o cigotos, asi como su forma y tamafio para separarlos. En estas
técnicas, los gradientes y colchones empleados son principalmente los de Percoll,
Ficoll, Histopaque e iohexol (Munderloh y Kurtti, 1987; Zieler, et al., 1999; Janse y
Waters, 1995). El iohexol (cuyo nombre comercial es Nycodenz de Axis-shield o
Histodenz de Sigma) es el més utilizado debido a que es menos téxico que otros
compuestos y permite la formacién de colchones y gradientes con un mayor rango
de concentraciones y densidades sin modificar drasticamente la osmolaridad (Axis-
Shield, 2012). Dearsly et al. (1987) utilizaron colchones de iohexol al 10 % para
enriquecer a los cigotos y macrogametos de los eritrocitos y otras formas
asexuales del parasito. La preparacion contenia también retortas (la forma
inmadura de los oocinetos). Al utilizar colchones al 12 % de iohexol, la
preparacion, ademds de cigotos y macrogametos, también presentaba una gran
cantidad de oocinetos (Dearsly, et al., 1987). Posteriormente se optimizd el
procedimiento, demostrandose que para obtener un enriquecido principalmente de
oocinetos se debia utilizar un colchén de iohexol al 17 % (Rodriguez, et al., 2002),
técnica que se sigue empleando sin modificaciones sustanciales hasta la fecha.
Las modificaciones residen principalmente en realizar una serie de
centrifugaciones diferenciales para ir eliminando otros contaminantes del cultivo
y en la utilizacion de cloruro de amonio a 0.17 M, para lisar diferencialmente a
los eritrocitos (Rodriguez, et al., 2002).
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Se produce una lisis diferencial de los eritrocitos mediante soluciones isotOnicas
de cloruro de amonio debido a la presencia de un canal exclusivo para C1/HCO;
en la membrana plasmatica de los eritrocitos (Chernyshev, et al., 2008). En solucién
el NH,Cl se disocia en NH," y CI, el NH," se transforma en NH; el cual es
permeable para la membrana celular a diferencia del NH4*. Una vez dentro de la
célula, el NH; establece un equilibrio con el NH," lo que resulta en una entrada
neta del 16n ClI" que ocurre a través del intercambiador aniénico Cl1/HCOy,
incrementando considerablemente la concentraciéon de NH,Cl dentro del eritrocito
y por ende de agua, provocando un choque osmoético y reventando al eritrocito.
Dado que el 16n bicarbonato estd en equilibrio con el CO,, la lisis debe llevarse a
cabo en agitacion para permitir que las células estén en contacto con este gas
(Chernyshev, et al., 2008). Como el oocineto carece de este transportador anidnico
para cloro y bicarbonato, no hay una entrada neta de cloruro de amonio a la célula
y el oocineto no se lisa. Ademas del NH,CI, se han utilizado (con menos €xito)
otros agentes que provocan la lisis de los eritrocitos, tal es el caso de la lisis con
ultrasonido, una reduccion repentina de la presion, lisis hipotonica o utilizando
saponina (Kreier, 1977; Kapoor y Banyal, 2009). Estas técnicas deben ajustarse muy
delicadamente para evitar la lisis del pardsito y se han utilizado principalmente
para el cultivo de gametos, cigotos y fases eritrociticas.

Frecuentemente, las técnicas explicadas arriba vienen acompafadas de
inhibidores de la sintesis de ADN como la mitomicina C (Dearsly, et al., 1987) y la
pirimetamina (Rodriguez, et al., 2002) para eliminar las fases asexuales del parésito
durante el crecimiento merogoénico. Esto permite que al realizar el cultivo de
oocinetos ya no haya otras fases del pardsito, con la excepcion de gametos y
cigotos que no pudieron continuar con su desarrollo hacia oocineto. Cuando en el
raton se alcanza una parasitemia deseada, el ratén es inoculado con estos
inhibidores impidiendo que las fases asexuales del pardsito continden
reproduciéndose, permaneciendo en la circulacién sanguinea solamente los
gametocitos. Al realizar el cultivo de oocinetos debe tenerse la precaucion de
eliminar los inhibidores de la sintesis de ADN, o por lo menos diluirlos
considerablemente para permitir la sintesis de ADN en los gametocitos y fases
subsecuentes.

Estas técnicas descritas arriba terminaron por formar el método estindar y mas
utilizado de purificacién de oocinetos que se resume a continuacion:

a.- Eliminacion de fases asexuales con inhibidores de la sintesis de ADN.

b.- Eliminacion de leucocitos y plaquetas con columnas de CF-11.
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c.- Lisis osmoética de los eritrocitos con NH,CI.

d.- Centrifugaciones diferenciales en serie para eliminar restos celulares que
permanecen en solucion.

e.- y la separacion de oocinetos mediante centrifugacion con una barrera de
densidad de iohexol.

Como ya se menciond, no en todas las investigaciones se llevan a cabo todos
estos pasos, lo cual depende de las particularidades y necesidades de cada
experimento. Por otra parte, a pesar de ser el mis econdémico, este método es
tedioso de llevar a cabo y de optimizar. Este método no es tan gentil con los
oocinetos como se mencionard mds adelante, ademds de que, en promedio, se
recupera el 1 % de los oocinetos de partida (Carter, et al., 2003) y purificaciones del
80 % aproximadamente (Rodriguez, et al., 2002).

Por esta razon, se han desarrollado otras técnicas de purificacion de oocinetos.
Sidén-Kiamos et al. (2000) obtuvieron cultivos de oocinetos mucho mas
enriquecidos que con el método de iohexol utilizando columnas de perlas
magnéticas acopladas a un anticuerpo monoclonal que reconoce a la proteina
Pbs21 en la superficie del oocineto. Posteriormente observaron que los oocinetos
se liberaban de las perlas magnéticas al retirar las columnas del imdn. Al moverse,
los oocinetos van dejando un rastro de las proteinas de la superficie (Lecona, et al.,
2010), reemplazandolas por nuevas proteinas que secretan por el complejo apical
(Siden-Kiamos, et al., 2000; Vlachou, et al., 2004), por lo que los autores asumieron que
el anticuerpo anti-Pbs21 también lo perdian. Sin embargo, los macrogametos y los
cigotos también presentan Pbs21 (Blanco, et al., 1999) por lo que en las
preparaciones se encuentran una cantidad variable de estas fases del parasito
(Siden-Kiamos, et al., 2000). Tres afios después Carter et al. (2003) utilizaron
columnas con perlas magnéticas, sujetadas por un iman muy fuerte pero sin
anticuerpos para purificar a los oocinetos. Esto bajo el fundamento de que la
hemozoina o pigmento de la malaria, que resulta de la digestion de la
hemoglobina (Miiller, 2004), es paramagnética y por lo tanto atraida por un campo
magnético, mientras que la oxihemoglobina en los eritrocitos no (Carter, et al.,
2003). Con esta metodologia, Carter et al. (2003) lograron recuperar el 1 % de los
oocinetos y, cuando disminuyeron el flujo de la columna acopldndole agujas de
un menor calibre, lograron recuperar hasta el 14 % de los oocinetos, con el
inconveniente de que el proceso de purificacion se extiende por 4 h. Carter et al.
(2003) presentan evidencia de que las purificaciones obtenidas mediante las
columnas magnéticas son mayores que con iohexol, sin embargo, aunque los
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autores no lo reportaron, se esperaria que otras fases del pardsito se encuentren en
el cultivo de oocinetos, dado que todas las fases del parésito, con excepcion de los
merozoitos y los esporozoitos, presentan hemozoina, (Sullivan y Krishna, 2006). De
hecho, Kim et al. (2010) utilizaron un método mejorado de las columnas
magnéticas para purificar las fases eritrociticas y a la hemozoina en suspension,
comprobando que no sélo los oocinetos son retenidos por el imdn (Kim, et al.,
2010).

Un método mas completo aunque complicado es el reportado por Bounkeua et al.
(2010) para la purificacion de oocinetos de P. falciparum; el cual consiste en
eliminar a la mayoria de los eritrocitos mediante centrifugacion en Lympholyte-
H, colectando a los pardsitos de la interfase y colocdndolos en columnas
magnéticas, disminuyendo ain mdas la cantidad de eritrocitos. Después se
eliminan los macrogametos en gradientes discontinuos de iohexol al 16 % / 11 % /
6 % recuperando a los cigotos y los oocinetos entre la interfase de 11 % / 16 %.
Subsecuentemente se separan los oocinetos de los cigotos mediante citometria de
flujo acoplado a un sorteador de células, donde los cigotos se distinguen de los
oocinetos y de otras fases del parasito por el contenido de ADN utilizando la
tincion VybranT DyeCycle. Aun con los numerosos pasos en esta metodologia,
solamente el 33 % de las células en el cultivo resultaron ser oocinetos mientras
que el 62 % son cigotos y el 2 % restante estd comprendido por gametocitos
(Bounkeua, et al., 2010). No obstante, Janse et al. (2004) no lograron purificar a los
oocinetos de P. berghei mediante citometria de flujo debido a que en suspension,
los oocinetos y los cigotos forman conglomerados que dificilmente se disgregan
(Janse, et al., 2004).

Por ultimo, existen algunos otros métodos de purificacién que se han realizado en
contadas ocasiones, o de los que sélo se han encontrado uno o dos reportes en la
literatura. Por ejemplo, el reportado por Zieler et al. (1999) para purificar cigotos
de P. gallinaceum utilizando un colchén de Ficoll / Hypaque (9 % / 34 %) y
mezclando la interfase de cigotos enriquecidos con aglutinina de germen de trigo
para permitir que los eritrocitos restantes se aglutinen. Una vez aglutinados los
eritrocitos, una centrifugaciéon a muy baja velocidad envia éstos al fondo, dejando
en suspension a los cigotos, los cuales se incuban en medio de cultivo por 16 h a
20 h para permitir la formacion de los oocinetos (Zieler, et al., 1999).

Ademds de éste, se encontraron otros cuatro trabajos relevantes, y que resultan ser
los antecedentes mas directos del método de purificacion presentado en esta tesis,
que explotan las capacidades adhesivas e invasivas del oocineto para realizar sus
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experimentos. El primero es el experimento de Zieler y Dvorak (2000) en el cual,
tras enriquecer a los oocinetos en un gradiente de Percoll, el cultivo es colocado
sobre intestinos de mosquitos para permitir que los oocinetos se adhieran vy,
después de realizar un lavado, observar mediante microscopia la invasion del
oocineto a la célula epitelial del intestino (Zieler y Dvorak, 2000). El segundo, un
experimento realizado por Ishino et al. (2006) para determinar que CDPK3, una
proteina cinasa dependiente de calcio, es necesaria para la invasion del intestino
del mosquito por los oocinetos, fue realizado de la siguiente manera: el cultivo de
oocinetos sin previa purificacion de los componentes de la sangre o de las otras
fases del pardsito, es colocado sobre geles gruesos de Matrigel, un sustituto de la
matriz extracelular compuesto por aproximadamente 1800 proteinas distintas,
principalmente laminina, col IV y enactina (Hughes, et al., 2010), para permitir la
invasion del gel por los oocinetos. En este experimento, solamente los oocinetos
invadieron el gel mientras que el resto de células contaminantes permanecieron
sobre la superficie. Cuando utilizaron oocinetos carentes de esta proteina cinasa,
no encontraron invasion (Ishino, et al., 2006). El tercero, el cual es un método de
cultivo y purificacion de oocinetos y ooquistes propiamente dicho, implementado
por Warburg y Schneider (1993) consiste en permitir la formacién de oocinetos de
P. falciparum en medio de cultivo junto con aglutinina de germen de trigo para
aglutinar a los eritrocitos. Posteriormente, el cultivo de oocinetos es sembrado
junto con células L2 de Drosophila melanogaster sobre geles de Matrigel, al cual
solamente las células L2, las retortas y los oocinetos se adhieren, mientras que los
gametocitos y los eritrocitos contaminantes son eliminados mediante lavados
subsecuentes. Con este método, los autores reportaron el cultivo satisfactorio de
ooquistes de P. falciparum (Warburg y Schneider, 1993) pero no profundizan en la
capacidad de purificar a los pardsitos de esta manera.

El cuarto, un reporte de Arrighi y Hurd (2002), sobre las propiedades adhesivas
del oocineto para los componentes de la ldmina basal y su papel en la formacién
de ooquistes, consta en determinar la adhesion de los oocinetos y la
transformacién a ooquiste sobre superficies de cultivo recubiertas con: a) nada, b)
albimina sérica de bovino, ¢) laminina, d) col IV, e) fibronectina, f) Matrigel y g)
varias combinaciones de las proteinas anteriormente mencionadas. Después de
que se realizara la purificacion de los oocinetos mediante lisis de los eritrocitos en
cloruro de amonio y un enriquecimiento en un colchén de iohexol al 17 %, los
autores cultivaron a los oocinetos sobre pozos recubiertos con estas proteinas
anteriormente mencionadas durante 12 h, determinando que los oocinetos
permanecen adheridos principalmente a los pozos con col IV, laminina y Matrigel
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después de tres lavados para eliminar aquellos que no se alcanzaron a adherir. La
cantidad de oocinetos adheridos a estos sustratos después de 12 h es de 80 a 90
oocinetos por campo a 400 aumentos (400X) y mientras menor sea el tiempo de
cultivo, menor es la cantidad de oocinetos adheridos, resultando una relacidn casi
lineal con respecto al tiempo: con tan s6lo 2 h de incubacion encuentran 20
oocinetos por campo y a 6 h 60 oocinetos por campo. A tiempos posteriores la
adhesion de los oocinetos parece alcanzar una fase plateau (Arrighi y Hurd, 2002).

En estos cuatro trabajos, salvo el de Warburg y Schneider (1993), los autores no
visualizan estos experimentos como métodos posibles de purificacion de
oocinetos. Dada la alta probabilidad de desarrollar con éxito un nuevo método de
purificacion de oocinetos basado en estas observaciones, se propuso llevar a cabo
la implementacion y optimizacion de dicha técnica, estableciéndola en un método
consistente para obtener cultivos de oocinetos puros y minimamente manipulados,
que evite introducir artefactos durante la experimentacion subsecuente. Para ésto
ultimo mencionado, veremos algunas fuentes de estrés durante el manejo celular,
las cuales pueden evitarse hasta cierto punto con la nueva metodologia
desarrollada.

3.3. El estrés generado durante el manejo de células

Cualquier manipulacién llevada a cabo a los organismos vivos durante la
experimentacion resulta en fuentes de estrés que, dependiendo del organismo,
pueden resultar en la introduccién de artefactos que comprometan la calidad e
interpretacion de los resultados obtenidos (p.ej. ver: Pembrey, et al., 1999 y
Herndndez-Romano, et al., 2011). Por esta razén, siempre es recomendable evitar
procedimientos bruscos y extensos que puedan provocar una respuesta indeseable
durante el manejo. Existen multiples evidencias de esto en la literatura, a
continuaciéon solo se mencionardn algunos que resultan ser adecuados al
compararlos con el método mds barato y generalizado de purificaciéon de
oocinetos; el de lisis con cloruro de amonio y centrifugaciones con barreras de
densidad y diferenciales.

Como se mencion6 con anterioridad, la purificacion de oocinetos se lleva a cabo
primero, mediante la lisis osmotica de los eritrocitos en soluciones isotOnicas de
cloruro de amonio durante 15 min o 20 min a 4 °C y en agitacion, para después
eliminar el cloruro de amonio mediante cuatro centrifugaciones diferenciales por
5 min cada una a (720, 580, 402 y 258) g que permiten, ademads, ir eliminando
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gradualmente las membranas y vesiculas de eritrocitos resultantes de la lisis.
Posteriormente los oocinetos se colocan sobre un colchén de iohexol al 17 % para
eliminar otras fases del parasito en un buffer de EDTA para evitar la formacion de
conglomerados. En esta solucion, los oocinetos son centrifugados por media hora
a 720 g para después recolectar la interfase con oocinetos y someterlos a dos
centrifugaciones mds para eliminar el iohexol (Rodriguez, et al., 2002). Este
procedimiento se extiende por 3 h o 4 h, tiempo en el cual los oocinetos
permanecen en buffer de fosfatos salino (PBS) y a 4 °C privados de alimento.
Existe la posibilidad de que las numerosas centrifugaciones sometan a los
oocinetos a estrés oxidante; al formarse la pastilla en una centrifugacion, los
oocinetos entran en anoxia y al ser resuspendidos se puede provocar un choque
oxidante al volver a estar en contacto sibitamente con un ambiente oxigenado.
Los oocinetos, ademds, deben mezclarse y resuspenderse vigorosamente debido a
que forman conglomerados que, si no se disgregan, pueden empobrecer la
purificacion y el rendimiento. Aunado a esto, existen evidencias de que la fuerza
centrifuga a la que estdn expuestas las células durante la centrifugacion altera su
fisiologia. Por ejemplo Lee et al. (2001) reportan que después de una o varias
centrifugaciones, las células osteobldsticas promueven la proliferacion celular
incrementando la sintesis de ADN e incrementando la actividad de la fosfatasa
alcalina (Lee, et al., 2001). De manera similar, las células de carcinoma epitelial de
pulmén de humano, incrementan la expresion de la interleucina-1 después de la
centrifugacion, expresion que presenta una relacion positiva con la velocidad de
centrifugacion (Yang, et al., 2002). En el caso de los leucocitos, normalmente,
cuando estdn en presencia de corrientes muy fuertes en el torrente sanguineo,
retraen los pseuddpodos para evitar quedarse atrapados en los capilares, pero
después de una centrifugacion a 100 g, esta respuesta de retraccion de los
pseudopodos se inhibe y los leucocitos ya no pueden esferizarse. Al incrementar
la fuerza centrifuga a 600 g, los leucocitos incluso extienden mas los pseudépodos
irreversiblemente en vez de retraerlos. Al reintroducir estos leucocitos
centrifugados en el torrente sanguineo, los autores reportan un incremento en la
retencion y extravasacion de los leucocitos hacia los tejidos (Fukuda y Schmid-
Schénbein, 2002). Lundahl et al. (1995) encontraron que los leucocitos tratados con
heparina, en contraste con EDTA como anticoagulante, y purificados en
gradientes de Ficoll-Paque, en comparacién con el cloruro de amonio, presentan
una expresion alterada e incrementada de CD11b/CD18 y de CD62L (Lundahl, et
al., 1995). Efectos similares también se observan en bacterias, especialmente en
Escherichia coli, donde la centrifugacion y otros tratamientos preparativos, asi
como el buffer o medio que se utiliza para ello, disminuyen la viabilidad y la
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capacidad de adherirse a distintos sustratos; para algunos sustratos, las células se
vuelven mads adhesivas después de ser centrifugadas, mientras que para otros
sustratos la adhesividad disminuye (Pembrey, et al., 1999).

Un ejemplo muy importante para nuestro laboratorio (que estudia la
diferenciacion celular y el sistema oxido-reductor del glutation (GSH) del
oocineto) es el de Shim y Fairlamb (1988) donde encuentran que al centrifugar a
Crithidia fasciculata en medio de cultivo, el GSH intracelular total disminuye
progresivamente con en nimero de lavados, y si se centrifuga en PBS, incluso con
una sola centrifugacion se invierte la concentracion GSH-espermidina y de
tripanotion, moléculas que en los tripanosomdtidos estdn involucradas con la
proliferacion celular y el desarrollo. Cuando un cultivo de C. fasciculata en fase
estacionaria es diluido, la GSH-espermidina disminuye y el tripanotién aumenta,
posiblemente liberando espermidina y promoviendo la division celular (Shim y
Fairlamb, 1988).

Por otra parte, el tratamiento para lisar a los eritrocitos con cloruro de amonio no
es el ideal para obtener oocinetos integros, ya que se ha demostrado que la
presencia y/o distribucién de algunas proteinas del oocineto pueden alterarse.
Hernadndez-Romano et al. (2011) lo observaron al tratar a los oocinetos con
cloruro de amonio y determinar mediante inmunofluorescencia la distribucién de
actina en la superficie. Los oocinetos no tratados presentan parches de actina,
mientras que cierto porcentaje de los oocinetos presentan la actina difuminada en
la superficie después de ser tratados. Ademds, los oocinetos no tratados no
presentan tubulina expuesta a la superficie, mientras que los que fueron tratados
si, indicando que ocurrieron dafios en la membrana (Herndndez-Romano, et al., 2011).

La hemoglobina liberada por la lisis de los eritrocitos también podria generar un
estrés oxidante en el oocineto, tal y como se observa en células neuronales
corticales de rata, las cuales entran en apoptosis al ser cultivadas junto con
hemoglobina (Wang, et al., 2002). La hemoglobina en solucién y en proceso de
degradacion puede generar radicales libres de oxigeno y en especial al radical
hidroxilo a través de la reaccion de Fenton (Miiller, 2004), lo que podria explicar
por qué se encuentra una gran proporcion, aunque variable, de oocinetos en
muerte celular programada tanto in vivo como in vitro sin ningin estimulo
aparente (Al-Olayan, et al., 2002; Arambage, et al., 2009) o después de ser tratados con
especies reactivas de oxigeno y otras moléculas (Ali, et al., 2010; Matthews, et al.,
2012).
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Con base en estas observaciones seria recomendable que cualquier intento de
desarrollar una metodologia de purificaciéon de oocinetos, redujera al minimo
todos estos factores estresantes y procurara mantener condiciones apropiadas no
sOlo para la supervivencia, sino también para los requerimientos metabdlicos y el
desarrollo del oocineto, el cual necesita un sustrato al cual adherirse, moverse y
posiblemente recibir sefiales de supervivencia. (La muerte celular programada del
oocineto, observada por Arambage et al. (2009) in vitro y sin ningtn estimulo
aparente, tal vez podria estar ocurriendo debido a que los oocinetos en estos
experimentos se mantuvieron todo el tiempo en suspension. El oocineto es una
célula que depende de un sustrato para moverse y es capaz de reconocer los
distintos tejidos del mosquito (Zieler y Dvorak, 2000); un oocineto en suspension,
probablemente no esté recibiendo ninguna de estas sefales provenientes del
sustrato y por lo tanto muriendo a través de un proceso similar a la anoikis, como
ocurre en otros organismos multicelulares, en donde las células entran en muerte
celular programada al desprenderse de la matrix extracelular (Gilmore, 2005)).

La motivacion de implementar un método de purificacion de oocinetos distinto al
que utiliza cloruro de amonio e iohexol se debe principalmente a que, al investigar
la relacion entre la diferenciacion celular del oocineto a ooquiste y el potencial
reductor intracelular, se estaban observando inconsistencias y variaciones muy
altas entre los experimentos, los cuales consistian en purificar a los oocinetos
mediante el método de cloruro de amonio e iohexol, para posteriormente medir la
cantidad de GSH y otros marcadores 6xido-reductores durante la diferenciacion
del oocineto a ooquiste. La viabilidad de los oocinetos variaba hasta en un 40 %
entre experimentos, lo que probablemente causaba a su vez variaciones enormes
en la cantidad de GSH intracelular. Por lo cual se lleg6 a la conclusién de que el
método que se estaba empleando es muy “agresivo” con los oocinetos y por lo
tanto debian buscarse alternativas. El método publicado que parece ser el menos
estresante es el de las columnas magnéticas ya sea con o sin anticuerpos
reportados por Sidén-Kiamos et al. (2000) y Carter et al. (2003), respectivamente;
sin embargo no se lograron implementar por falta de material. Debido a la
situacion, se planteé el objetivo primordial de desarrollar un método de
purificacién que evite utilizar sustancias y procedimientos fisicos que puedan
modificar la fisiologia celular del oocineto de Plasmodium berghei. Inicialmente,
se decidio tratar de purificar a los oocinetos solamente con colchones o gradientes
de iohexol, evitandose el paso de la lisis con cloruro de amonio. Sin embargo, no
se tuvo éxito (ver Apéndice I). Posteriormente, con base en las caracteristicas
biolégicas del oocineto y los antecedentes presentados, se planted la siguiente
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pregunta de investigacion. ;Es factible establecer un método de purificacon de
oocinetos de Plasmodium berghei basado en sus propiedades adhesivas que sea
eficiente, reproducible y que evite alteraciones estructurales y/o funcionales en el
oocineto?

4. Objetivos
4.1. Objetivo general

Desarrollar un método de purificacion de oocinetos de Plasmodium berghei,
aprovechando sus propiedades adhesivas, que evite el uso de sustancias y
procedimientos fisicos que puedan alterar la fisiologia del oocineto .

4.2. Objetivos particulares
-Determinar el sustrato de adhesion 6ptimo para la purificacion.

-Determinar la influencia de las distintas variables involucradas en la purificacion,
asi como los limites de operacién del método.

-Determinar la viabilidad de los oocinetos purificados.

-Optimizar y simplificar el método.

5. Materiales y métodos
5.1. Valores, unidades de medida, y reactivos

Los valores y unidades de medida se reportaron siguiendo los lineamientos y
recomendaciones del Instituto Nacional de Estdndares y Tecnologia (NIST, por
sus siglas en inglés) (Thompson y Taylor, 2008).

Todos los reactivos utilizados fueron de Sigma a menos que se especifique lo
contrario.
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5.2. Crecimiento de las fases merogonicas en el raton

Plasmodium berghei cepa Antwerpen-Katanga (ANKA) clon 2.34 y la variante
que expresa constitutivamente la proteina verde fluorescente con resistencia a
pirimetamina (Franke-Fayard, et al., 2004), fueron mantenidos en ratones BALB/c
machos de 6 a 8 semanas de edad mediante pases por inoculaciones via
intraperitoneal (IP) de un stock criopreservado (sangre de ratén infectada y
diluida 1:1 con una solucion criopreservante conteniendo 28 % v/v de glicerol, 4.2
% p/v de sorbitol y NaCl a 111.22 mM) (Moll, 2013). Los pardsitos se propagaron
hasta el pase 8 y por no mas de 15 dias (d) en cada ratén para evitar que el
parasito pierda la capacidad de formar gametocitos (Mons, et al., 1985). La
parasitemia, o sea el porcentaje de los eritrocitos infectados, se monitored
mediante extendidos de sangre finos tefiiddos con Giemsa al 30 % en agua por 10
min. Los pases se realizaron mediante la extraccion de la sangre via puncién
cardiaca (PC) con una jeringa heparinizada a una concentracion final de 25 Ul/ml
de sangre de un ratén infectado previamente sacrificado en una cdmara de CO..

5.3. Cultivo de oocinetos

Para realizar el cultivo de oocinetos, los ratones fueron tratados 2 d antes del
in6culo de (2 a 4) x 10° parasitos/ml de sangre con 200 ul de fenilhidrazina a 6
mg/ml en solucidn salina isotonica via IP para inducir reticulocitosis, y aumentar
el rendimiento del cultivo (Rodriguez, et al., 2002). Tres dias después y tras verificar
que la parasitemia estuviese entre el 15 % y 25 % (nuimero de eritrocitos
infectados entre nimero de eritrocitos totales por 100), se verificé la viabilidad de
los gametocitos diluyendo 2 ul de sangre infectada con 1 ul de heparina a 250
Ul/ml y 7 pl de medio RPMI-Ooc (RPMI 1640 (Gibco) suplementado con
bicarbonato de sodio a 23.81 mM, hipoxantina a 0.367 mM, glutamina a 2.05 mM
(st el medio no la trae), un coctel de penicilina-streptomicina-neomicina (PSN) a
1X'y 20 % v/v de suero fetal bovino descomplementado por calor (SFBdc) a un
pH final de 8.3), e incubando de (19 a 20) °C por 15 min, tiempo en el cual se
activan los microgametocitos y es posible ver las rosetas de exflagelacion en el
microscopio. Una vez verificada la parasitemia y la exflagelacion, se extrajo la
sangre del raton sacrificado en una cdmara de CO, via PC con una jeringa
heparinizada y se cultivé de (19 a 20) °C por (20 a 24) h en medio RPMI-Ooc
diluido 1 : 4 (sangre : RPMI-Ooc) para permitir la formacion de los oocinetos
(Rodriguez, et al., 2002; Carter, et al., 2003). En etapas tempranas de la investigacion se
utilizaron columnas de CF-11 con o sin fibra de vidrio para eliminar a los
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leucocitos del cultivo. Sin embargo, se encontré que este paso estaba dificultando
la realizacion del cultivo debido a que, probablemente, los gametocitos estaban
siendo retenidos en la columna, disminuyendo drasticamente el rendimiento en la
produccion de oocinetos (ver Resultados y discusion). Pasadas las (20 a 24) h de
cultivo, los oocinetos fueron contados en un hemocitémetro con una cuadricula de
Neubauer mejorada (http://www.celeromics.com/en/resources/Technical
%?20Notes/cells-chamber-concentration.php) para obtener el nimero de oocinetos
inicial pre-purificacion.

5.4. Crecimiento de células Sua5.1

Las células Sua5.1, donadas por el grupo de Fotis Kafatos (Imperial College
London), son células extraidas de larvas de Anopheles gambiae. Las células
fueron cultivadas siguiendo el protocolo de Mueller (2006). Brevemente, las
células de un stock criopreservado en nitrégeno liquido fueron cultivadas en 5 ml
de medio Schneider suplementado con 10 % de SFBdc y PSN 1X en frascos de
cultivo de 25 cm® a 27 °C o temperatura ambiente (TA). El medio de cultivo se
cambi6 cada tercer dia, realizando previamente dos lavados con PBS.

5.5. Purificacion de oocinetos utilizando diversos sustratos de adhesion

Se evaluaron distintos sustratos para probar la adhesion y purificacion de los
oocinetos mediante el recubrimiento de laminillas Lab-Tek de 4 y 8 pozos,
cubreobjetos redondos de 13 mm de didametro, cajas de Petri de 60 mm y 90 mm
de didmetro, cajas de cultivo de 24 pozos, frascos de cultivo de 25 cm? y tubos de
fondo conico (Falcon) de 15 ml con gelatina al (0.1, 1, 5y 10) %, col IV, laminina
(ambas extraidas de células de sarcoma de Engelbreth-Holm-Swarm de raton) o
albimina sérica de bovino (BSA) a 0.2 mg/ml en todos los casos. Las superficies
recubiertas con estos sustratos se dejaron por toda la noche a 4 °C previamente a
la purificacion. También se probo realizar purificaciones sobre células Sua5.1 a
confluencia, vivas o secas, sin fijar o fijadas con formaldehido al 1 % en PBS o
metanol y lavadas con agua destilada; o recubriendo la superficie con un sustituto
de matriz extracelular (ECM gel de Sigma o mejor conocido como Matrigel de
BD, extraido de células de sarcoma de Engelbreth-Holm-Swarm de ratén)
disminuido en factores de crecimiento y sin rojo fenol. El ECM gel se utiliz6 sin
diluir o diluido 1/2, 1/5, 1/10 o 1/100 con medio MEM, medio RPMI-Ooc o con

28


http://www.celeromics.com/en/resources/Technical%20Notes/cells-chamber-concentration.php
http://www.celeromics.com/en/resources/Technical%20Notes/cells-chamber-concentration.php

ECM buffer, compuesto por Tris-base a 40 mM, NaCl a 30 mM vy sacarosa al 4 %
p/v a pH 8 (Mannuzza, et al., 2004). El ECM gel se utilizd fresco o seco. Para
utilizarlo fresco, el ECM gel se dej6 gelificar a 37 °C por 30 min y, después de
remover el liquido que no se gelifico, se dejé reposar a temperatura ambiente
(TA) por otros (15 a 20) min. Para utilizarlo seco, el ECM gel se dej6 gelificar a
37 °C por (1 a 2) h y posteriormente se coloc6 24 h a 27 °C para guardar a 4 °C
hasta su utilizacion. Después de 4 meses el ECM gel seco sigui6 funcionando por
lo que posiblemente pueda guardarse atin por més tiempo.

Una vez revestidas las distintas superficies, el cultivo de oocinetos fue colocado
sobre los distintos sustratos e incubados por (30, 60, 90, 120 o 180) min a
temperaturas de (19 a 20) °C, para después realizar (3, 6, 8 o 10) lavados con PBS
a TA para eliminar a las células contaminantes que no se adhirieron, o adhirieron
muy débilmente a los sustratos. El cultivo, ademas de oocinetos, contiene otras
fases del pardsito y células sanguineas como eritrocitos, leucocitos y plaquetas
(éstas dos ultimas estan presentes si no se utilizan columnas de CF-11) en medio
RPMI-Ooc. En algunos experimentos, el cultivo de oocinetos sobre las superficies
revestidas se agito gentilmente cada (15 a 20) min.

Después de la purificacion, se contd el numero de oocinetos y de células
contaminantes por campo a magnificaciones de 200X o 400X, utilizando
objetivos de 20X y 40X respectivamente y con un ocular de 10X para determinar
el rendimiento y pureza de la preparacion final.

5.6. Recuperacion y resuspension de oocinetos del sustrato de adhesion

Una vez purificados, los oocinetos pueden utilizarse adheridos a la superficie o
inmersos en el gel para seguirlos cultivando o para aplicarles tratamientos. Sin
embargo, en muchas ocasiones, es preferible obtener a los oocinetos purificados
en solucién para diluirlos, concentrarlos o para introducirlos en un citémetro de
flujo por ejemplo. Para esto, tienen que degradarse y desprenderse las proteinas
que mantienen a los oocinetos adheridos a la superficie de cultivo/purificacion.
Esto se logr¢é utilizando dispasa II, una endopeptidasa neutra dependiente de iones
divalentes que fragmenta en el lado N-terminal de enlaces peptidicos de
aminodcidos no polares. La enzima es mds gentil que la tripsina y otras enzimas
utilizadas para desprender células en el cultivo (Sinclair, et al., 2013).
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La dispasa II (Gibco), se utilizé en un rango de (1 a 7.8) U/ml. La actividad
proteolitica se verifico realizando reacciones de degradacion del ECM gel de la
siguiente manera: El ECM gel se diluy6 a 0.75 pg/ul (concentracion final en la
reaccion) con ECM buffer y se dejo gelificar a TA por 30 min. A los 60 ul de
ECM gel se le agregaron 60 ul de dispasa Il a (1, 2.4, 5y 7.8) U/ml y se incub¢ la
reaccién a (20 o 37) °C por (0, 5, 10, 15, 20, 25 o 30) min para bloquear con 1.2
ul de EDTA a 500 mM (4 mM final) y guardar a -20 °C hasta su posterior
andlisis. Se probé la actividad proteolitica de la dispasa II a 20 °C debido a que
los oocinetos no resisten la temperatura de 37 °C que el proveedor recomienda
para realizar la digestion. Posteriormente, los productos de degradacion se
observaron mediante electroforesis de geles de poliacrilamida con dodecilsulfato
de sodio (SDS-PAGE) y tefiidos con Coomassie. Para esto, las muestras se
diluyeron en buffer de Laemmli 5X con [(-mercaptoetanol y se hirvieron por 5
min. La electroforesis se llevo a cabo en geles de poliacrilamida al 10 % con un
gel concentrador al 5 % por 132 min a un voltaje constante de 120 V.

Una vez determinada la concentracion de dispasa Il adecuada, a los oocinetos ya
purificados, se les agregé la dispasa Il y se incub6 por (15 a 25) min a 20 °C para
degradar el ECM gel. Al término de la incubacion, se agregdé EDTA a una
concentracién final de 4 mM para bloquear a la dispasa II parcialmente (que
presenta un ion de zinc en el sitio activo y cuatro iones de calcio que mantienen la
estructura de la proteina y previenen la autdlisis) (Alvarez, et al., 2006; Worthington
Enzyme Manual) y evitar la formacion de grumos de proteinas en la suspension, ya
que se observo que el ECM gel se pega a los oocinetos formando masas amorfas.
Después, la solucion de dispasa II con los oocinetos suspendidos se coloco en
tubos de fondo conico de 15 ml y la superficie de cultivo se lavé con PBS a 4 °C,
colocando estos lavados en el mismo tubo. El PBS se utilizé a 4 °C porque a esta
temperatura el ECM gel restante se licua. Una vez en el tubo de fondo coénico, el
cultivo de oocinetos se centrifugd una sola vez a 720 g por 8 min a 4 °C y la
pastilla se resuspendi6 con medio Schn-Ooq (medio Schneider suplementado con
bicarbonato de sodio 23.8 a mM, hipoxantina a 3.68 mM, PSN 1X, 4cido para-
aminobenzoico (PABA) a 44 uM, 0.2 % de lipidos/colesterol y 15 % de SFBdc
con un rango de pH de 6.8 a 7 (Al-Olayan, et al., 2002; Carter, et al., 2007)) o PBS para
realizar el conteo de los oocinetos en un hemocitometro de Neubauer.
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5.7. Determinacion de la viabilidad de los oocinetos

Para determinar la viabilidad de los oocinetos purificados mediante dispasa Il y
EDTA, se utiliz6 la doble tincion vital de bromuro de etidio/naranja de acridina
(BrEt/NA) (Leite, et al., 1999; Liu, et al., 2015) (la solucién stock 100X se prepard
disolviendo BrEt a 126.81 mM y NA a 56.53 mM en 250 pl de etanol al 95 % v/v
y aforando a 11.25 ml con agua destilada, la solucion de trabajo 10X se prepard
disolviendo la solucién previa en PBS). Esta solucion tifie las células dafiadas de
color naranja-rojo, mientras que las células integras se tifien de color verde. Las
células con estructura integra pero en proceso de apoptosis, presentan el nicleo
visiblemente marcado de color verde, lo que indica que la cromatina estd
condensada (Arambage, et al., 2009). El cultivo de oocinetos purificados con ECM
gel y resuspendidos mediante los tratamientos con dispasa II y EDTA se diluyo
1/10 con BrEt/NA 10X y los oocinetos se observaron en un microscopio de
epifluorescencia Leica DM1000 con ldmpara de mercurio y el filtro H3 (Ex.: 420
nm a 490 nm, espejo dicrdico: 210 nm, Em.: 515 nm pase largo). Los oocinetos se
consideraron inviables si se encontraban tefiidos de naranja o si presentaban el
nucleo visible.

5.8. Crianza de mosquitos Anopheles albimanus

La crianza de mosquitos se llevé a cabo siguendo la metodologia de Benedict
(2014) y Foggie y Achee (2009) con adaptaciones y modificaciones. Los
mosquitos Anopheles albimanus cepa Tapachula se mantuvieron en un insectario
a una temperatura de (28 a 30) °C y a una humedad relativa del (70 a 80) %. Las
fases larvarias se colocaron en palanganas de (30 x 55) cm, con agua corriente
previamente reposada en el insectario con una profundidad de 2 cm y una
densidad de ~ 200 larvas por palangana. Las larvas se alimentaron siguiendo el
esquema de la tabla 1 y ajustando el agua a 2 cm de profundidad cada vez que fue
necesario. Después de (9 o 10) d, las pupas fueron recolectadas diariamente con
pipetas de transferencia de plastico y colocadas en botecitos de 7.5 cm de
didametro por 4 cm de alto con suficiente agua (aproximadamente a la mitad del
botecito). Posteriormente se colocaron dentro de un bote para imagos de 30 cm de
diametro y 15 cm de alto, los cuales presentan una manga de tela de tul en la cara
lateral para permitir la introduccién y retiro de los botecitos de pupas y de
ovoposicion, asi como de los mosquitos. Los mosquitos fueron manipulados con
un tubo acoplado a un filtro y a una manguera con boquilla para aspirarlos
mediante succion. El bote fue tapado con tela de tul para permitir la alimentacion
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con algodones empapados de agua azucarada al 8 % o alimentadores de sangre.
Estos alimentadores son copas con dos compartimientos, el compartimiento
interior recibe la sangre con la cual se alimentan los mosquitos a través de un
pedazo de pelicula de parafina y el compartimiento exterior permite el paso de
agua a 37 °C, la cual fluye a través de un recirculador de agua. A los dos dias post
alimentacion, se colocd un botecito con agua hasta la mitad y un papel filtro
rodeando la circunferencia interna para que las hembras realizan la oviposicion.

Tabla 1. Esquema de
alimentacién

Dia Cantidad de
alimento (mg) °
0
1 4
2 15
3 15
4 15
5 30
6 35
7 61
8 61
9 75
10 70
11 35
12 15
13 10
Total 437

“ El alimento consiste en
croguetas de gato molidas y
autoclaveadas.
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5.9. Alimentacion de mosquitos con oocinetos purificados y verificacion de la
infeccion

Los mosquitos fueron alimentados siguiendo el protocolo descrito arriba con
oocinetos sin purificar o con oocinetos purificados que expresan la proteina verde
fluorescente. Los oocinetos se mezclaron con sangre de un raton sano para igualar
la concentracion de oocinetos a (900 o 350) ooc/ul de sangre entre los
tratamientos. Después de la alimentacion, los mosquitos fueron colocados en una
incubadora a temperaturas de (19 a 20) °C. Durante las primeras 12 h de
incubacion, los mosquitos se mantuvieron sin algodén humedecido con agua
azucarada para permitir que los machos y las hembras que no se alimentaron
muerieran por deshidratacion. Pasado este tiempo, y después de retirar a los
cadaveres, los moscos se alimentan con agua azucarada al 8 % complementada
con PABA al 0.5 %. Pasadas 12 h post alimentacion se verifico la presencia de
oocinetos en el bolo alimenticio disecando el intestino de 5 mosquitos en PBS
previamente inmovilizados a 4 °C con la ayuda de un microscopio estereoscopico.
Posteriormente a las 48 h y 72 h se verificd la presencia de ooquistes en el
intestino medio de aproximadamente 30 mosquitos mediante microscopia de
epifluorescencia en un microscopio Leica DM1000 con una lampara de mercurio
y el filtro Leica H3.

5.10. Manejo de datos, grdficas y andlisis estadistico

Los datos experimentales se manejaron en hojas de cdlculo de Gnumeric,
realizando la estadistica descriptiva, gréaficas y el cdlculo del tamafio del efecto en
dicho programa. La estadistica diferencial se llevé a cabo en Gnumeric y JMP
version 6.0.0. Las regresiones lineales se realizaron graficamente en Gnumeric y
numéricamente en Minitab version 17. El andlisis estadistico y la gréfica de la
infeccion de mosquitos con oocinetos purificados se realiz6 en Prism version 5.

Para todos los casos, la normalidad en la distribucion de frecuencia absoluta de
los datos se probé mediante una prueba de Shapiro-Wilk. En caso de no
cumplirse, se busco la mejor transformacion de los mismos. Cuando el nimero de
tratamientos en un experimento fue de n, = 2, se llevo a cabo una prueba de T de
Student. Para el caso de n, > 2 se utilizé un anélisis de varianza (ANOVA) y una
prueba post hoc de Student-Newman-Kleus (SNK). En caso de no cumplirse la
normalidad de los datos, a pesar de la transformacién de los mismos, se realizé
estadistica no paramétrica. En especifico, se realiz6 la prueba no paramétrica de
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Kolmogoérov-Smirnov para el andlisis de la infeccién de los mosquitos con
oocinetos purificados. El célculo del poder estadistico y el tamafio de la muestra
se realizé en las siguientes ligas electronicas:
https://www.dssresearch.com/KnowledgeCenter/toolkitcalculators/statisticalpowe
rcalculators.aspx y http://www.statisticalsolutions.net/pss _calc.php.

Los andlisis de regresion se realizaron buscando la curva de mejor ajuste a través
de regresion lineal, permitiendo la inclusion de términos polinomiales o
transformando logaritmicamente las variables x o y. La curva de mejor ajuste se
eligié con base en la R* (favoreciendo los valores mds altos), en el error estandar
de la regresion (s) (favoreciendo los valores més bajos) y descartando las curvas
ajustadas con sesgos sistematicos y/o con graficos residuales no aleatorios.

6. Resultados y discusion
6.1. Estandarizacion de algunos aspectos del cultivo de oocinetos

El cultivo de oocinetos no es un cultivo celular ordinario en el sentido de que los
oocinetos no son células que se reproduzcan. En cambio, los oocinetos son células
efimeras, especializadas en realizar una travesia complicada desde el bolo
alimenticio hasta la membrana basal del epitelio intestinal y la ldmina basal. Este
proceso estd sujeto a procesos temporales como la digestion y la maduracion de la
pared peritréfica, la cual, al madurar, impide el paso de los oocinetos (Angrisano, et
al., 2012). Si el cultivo de oocinetos se deja incubando por mas de 24 h, los
oocinetos comienzan a morir o a diferenciarse en ooquistes, incluso en cultivos
subOptimos para el desarrollo (Carter, et al., 2007). Por otra parte, la sangre
proveniente de distintos ratones, a pesar de presentar parasitemias y
gametocitemias (porcentaje de gametocitos sobre pardsitos totales) similares,
producen cantidades distintas de oocinetos en el cultivo (p. €j. ver (Janse, et al.,
1985a). Por esta y otras razones que se mencionardn mds adelante, se decidio
revisar algunos aspectos del cultivo de oocinetos que se caracterizan por presentar
una gran variacion entre experimentos, con el fin de verificar y tratar de ajustar el
comportamiento del pardsito en cultivo.

En primer lugar, la extraccion de la sangre para el cultivo de oocinetos se llevo a
cabo unicamente en la fase logaritmica de crecimiento (figura 3), momento en el
que hay un crecimiento uniforme de las fases merogoénicas en el ratén, aunque el
hematocrito, determinado por el nimero de eritrocitos por mililitro de sangre, ya
comienza a disminuir debido a la anemia causada por la infeccién. Debido a esto
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es recomendable extraer la sangre de ratones que alcanzaron dicha parasitemia en
el menor tiempo posible, de lo contrario, aunque la parasitemia sea elevada, en
realidad no hay muchos parasitos porque el hematocrito se encuentra disminuido.
Como se muestra en la grafica de la figura 3a, es posible alcanzar parasitemias
entre el 8 % y 20 % en ratones que no fueron tratados con FH después de 3 d a 4
d, pero también después de 6 d a 8 d post el inéculo de sangre infectada, sin
embargo, la tendencia en la parasitemia va en decremento para este momento, lo
que ademads podria introducir variabilidad en el cultivo de oocinetos.

A pesar de que la progresion de la parasitemia (figura 3a), al igual que la
gametocitemia y la exflagelacion (después de tres dias post el indculo de los
parasitos en ratones tratados con FH) (figura 4a) es uniforme al realizar
inoculaciones con una cantidad de pardsitos constante, existe una correlacion
débil entre estos parametros al ser analizados individualmente en cada raton
(figura 4b y 4c). De manera que no es posible predecir de manera certera el
nimero de oocinetos producidos en un cultivo de sangre de ratén infectada como
se muestra en la figura 6b.

Por otra parte, la columna de CF-11 para eliminar a los leucocitos, fue el paso en
el cultivo de oocinetos que mdas problemas generd durante este trabajo.
Frecuentemente se observé que después de realizar la cromatografia en columnas
de CF-11 con, o sin fibra de vidrio para eliminar a los leucocitos y las plaquetas,
los microgametocitos exflagelaban muy poco o simplemente no exflagelaban en
absoluto (prueba de T, p < 0.001, tamano del efecto: g de Hedges = 1.058)
provocando que en la mayoria de los casos no se encontrara ni un oocineto
(tamafio del efecto: g de Hedges = 0.842) (figura 5). En consecuencia, se decidi6
eliminar la utilizacion de las columnas de CF-11 en este trabajo.

35



Inoc. 1e5Ei Inoc. 1e6Ei Inoc. 1e7Ei Inoc. 1e8Ei

Progresion de la parasitemia
50.00 4

40.00

30.00

20.00

10.00 4

Parasitemia (%) (Erit Infec/Erit Tot)

%

0.00 T T T T T 1
0 2 6 8 10 12 14 16
Dias postinéculo
b) Conteo de Eritrocitos Durante Infeccién
25E+09
20E+09
£ 158409
(")
]
=
2 |
o
5
‘= 10E+09 4
w
5E+09
OE+00 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Dias postinéculo

Figura 3. Transcurso de la infeccion de Plasmodium berghei en ratones. a) Progresion de la
parasitemia de P. berghei en ratones BALB/c machos de 6 a 8 semanas de edad sin haber sido
inoculados con FH y partiendo del in6culo de (1x10° (amarillo), 1x10° (naranja claro), 1x10’
(naranja oscuro) o 1x10® (rojo)) parasitos/ml de sangre infectada (Ei) via IP. Para el cultivo de
oocinetos, la extraccion de la sangre se realizé entre el tercer y cuarto dia Unicamente (drea
dentro del rectangulo) de ratones inoculados con (2 a 4) x 10® pardsitos/ml de sangre,
concentracion a la cual se alcanzan parasitemias entre el (15 y 25) % al tercer dia post indculo
(datos no mostrados). b) Conteo de eritrocitos de los ratones infectados. Un dia después del
in6culo los eritrocitos incrementaron para después disminuir paulatinamente hasta que se
realizé el sacrificio de los ratones, el cual se llevd a cabo cuando ya presentaban signos
avanzados de la enfermedad y era evidente un comportamiento anémalo. Resultados de dos
experimentos independientes. Por fines de claridad, s6lo se muestran las barras de error
(desviacion estandar) de la curva de los ratones inoculados con 1 x 10® par4sitos.
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Figura 4. Correlacion entre parasitemia, gametocitemia y exflagelacion. a) Conteos de la
parasitemia (%), gametocitemia (%) y rosetas de exflagelacién por campo a 400X en ratones
BALB/c machos de 6 a 8 semanas de edad tratados con FH e inoculados con (1 a 4) x 108
parésitos/ml. Los pardmetros fueron tomados en todos los casos al tercer dia post el indculo de
pardsitos. A pesar de que en promedio se obtuvieron infecciones con parasitemias,
gametocitemias y exflagelaciones consistentes (a), la correlacion entre la parasitemia y la
gametocitemia (b) fue baja y negativa, con un coeficiente de correlacién de Pearson de -0.29,
mientras que la correlacién entre la gametocitemia y la exflagelacion es de 0.50 (c), lo que
implica que no es posible predecir la gametocitemia y la exflagelacion acertadamente a partir de
la parasitemia y gametocitemia respectivamente al inocular un ndmero aproximadamente
constante de pardsitos en los ratones. N = al nimero de ratones muestreados. En la gréfica de
caja y bigotes en (a), la caja representa el rango intercuartil y la linea que divide a la caja en dos
es el segundo cuartil o la mediana. Los bigotes representan el valor médximo y minimo
excluyendo a los posibles datos extremos que se representan mediante circulos.
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Figura 5. Disminucion en el rendimiento del cultivo al utilizar columnas de CF-11 para
eliminar a los leucocitos. Nimero de rosetas de exflagelacion por campo de 400X después de
pasar la sangre por columnas de CF-11 (a) y nimero de oocinetos por mililitro de sangre a las
24 h después de pasar la sangre por columnas de CF-11 (b). Tanto para el nimero de rosetas de
exflagelacion, como para el nimero de oocinetos, la cantidad encontrada en el cultivo fue
menor cuando se utilizaban columnas de CF-11 (prueba de T, p < 0.001 en ambas graficas). En
la gréafica (b) el tratamiento con CF-11 tiene una moda de cero. N = al niimero de observaciones
realizadas, cada una con la sangre de un ratén o con la sangre de dos ratones mezclada en un
cultivo. En (a), la caja representa la region intercuartil y los bigotes representan el valor
maximo y minimo. Los posibles datos extremos se representan por circulos. En (b), las barras
de error representan el error estdndar, no se utiliz6 una grafica de cajas y bigotes como en (a)
porque abundan concentraciones de cero oocinetos/ml de sangre.

Con respecto a la concentracion de heparina, utilizada para prevenir la
coagulacion de la sangre del ratén al momento de extraccion y realizacion del
cultivo de oocinetos, se encontraron inconsistencias en la literatura. Cada grupo
de investigacion la utiliza a concentraciones distintas para realizar el cultivo de
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oocinetos (p. €j. ver Rodriguez, et al., 2002; Munderloh y Kurtti, 1987; Janse, et al., 1985).
Una unidad internacional de heparina (UI) estd definida como la cantidad de
heparina necesaria para mantener un mililitro de sangre de gato en estado liquido
durante 24 h (“Heparin Unit Definition” Drugs.com, 2015). Sin embargo, en la literatura
se reporta el uso desde 100 Ul/ml de sangre hasta 2 Ul/ml de sangre. Templeton
et al, (1998) reportan que la formacion de rosetas de exflagelacion, y la
infectividad del pardsito hacia el mosquito es inhibida por carbohidratos
sulfatados (en este caso por el sulfato de dextrano) (Templeton, et al., 1998). Debido
a que la heparina es un carbohidrato sulfatado, se consider6 necesario determinar
la concentracion minima de heparina necesaria para realizar cultivos de oocinetos
satisfactoriamente, los cuales distaban de ser constantes. Para esto, se evalud la
concentracion de heparina necesaria para mantener fluida la sangre en el cultivo
de oocinetos de P. berghei sin afectar la exflagelacion y producciéon de oocinetos
utilizando (0.2, 1, 5 y 10) UI de heparina/ml de sangre (figura 6a). Brevemente, 4
ul de sangre extraida de la punta de la cola de un raton infectado se mezclaron con
2 ul de heparina a las distintas concentraciones previamente mencionadas y se
dej6 incubar 15 min en 14 pyl de medio RPMI-Ooc en tubos Eppendorf de 0.6 ml a
(19 a 20) °C para contar la cantidad de rosetas de exflagelacion por campo a
400X. Posteriormente se incubaron los cultivos por 24 h para realizar el conteo de
oocinetos en la cdmara de Neubauer mejorada.

Se encontrd una relacion negativa entre la concentracion de heparina y la cantidad
de rosetas de exflagelacion por campo a 400X, disminuyendo 1.3 veces la
cantidad de rosetas de exflagelacion por campo entre 1 Ul/ml y 5 Ul/ml y 2.7
veces entre 1 Ul/ml y 10 Ul/ml. Sin embargo, al analizar la concentracion de
oocinetos con respecto a la concentracién de heparina, se observé lo contrario: a
mayor concentracion de heparina, mayor fue la produccién de oocinetos in vitro,
aumentando linealmente de 1.65 x 10° oocinetos/ul de sangre con una
concentracion de heparina de 0.2 UI/ml a 3.6 x 10° oocinetos/ul de sangre con una
concentracion de heparina de 10 Ul/ml. Esto puede deberse a errores en el conteo
de oocinetos ya que, aunque la sangre no se coagulé al momento de contar las
rosetas de exflagelacion 15 min post extraccion, después de 24 h de cultivo, se
encontraron coagulos de sangre bastante grandes que no se pudieron disgregar por
debajo de 1 Ul/ml de heparina, en los cuales posiblemente se encontraban
oocinetos que fueron imposibles de contar.
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Figura 6. Efecto de la heparina en la exflagelacion y la produccion de oocinetos. a) Rosetas
de exflagelacién por campo a 400X (negro) y oocinetos/ml de sangre (gris) en cultivos
realizados con distintas concentraciones de heparina para evitar el codgulo de la sangre durante
la extraccion. Por debajo de 1 Ul/ml de sangre, la heparina no evit6 el codgulo de la sangre del
raton, razon por la cual es posible que no se haya realizado satisfactoriamente el conteo de
oocinetos por debajo de dichas concentraciones. Por arriba de 1 Ul/ml de sangre, la cantidad de
rosetas de exflagelacion disminuy6. b) Correlacion entre el nimero de rosetas de exflagelacion
y oocinetos por campo a 400X en cultivos realizados con 2.5 Ul/ml de sangre y sin utilizar
columnas de CF-11. La linea negra representa la regresion lineal no afin a la ordenada al origen
de las dos variables (R*= 0.43) las cuales presentan un coeficiente de correlacion de Pearson del
0.66. La linea gris representa una relacion 1:1 entre las rosetas de exflagelacion y el nimero de

oocinetos. Cada punto en la grafica (b) representa un cultivo independiente realizado con un
sOlo raton.

En experimentos subsecuentes se encontré que 2.5 Ul de heparina por ml de
sangre es la concentraciéon minima a la cual no se formaban codgulos en el
cultivo, presentando en promedio (9.6 + 6.5) rosetas de exflagelacién por campo a
400X y (4.3 = 6.5) oocinetos por campo a 400X pasadas 24 h de cultivo; por lo
tanto, ésta fue la concentracion de heparina utilizada. No obstante, y como era de
esperarse, la correlacion entre el nimero de rosetas de exflagelacion y la cantidad
de oocinetos producidos en el cultivo fue relativamente baja (figura 6b)
implicando que existié un cierto grado de incertidumbre en cuanto al nimero
esperado de oocinetos en un cultivo.
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6.2. Purificacion de oocinetos utilizando un sustrato de adhesion/invasion
6.2.1 Prueba de concepto

Con el fin de probar que la metodologia propuesta es factible para realizar
purificaciones de oocinetos partiendo de un cultivo en el cual estan presentes (por
mds de tres 6rdenes de magnitud) otros tipos celulares como eritrocitos y otras
fases del parésito, se procedio a recubrir laminillas Lab-Tek de 4 pozos con un gel
delgado de ECM gel colocando 100 ul de ECM gel (7.37 mg/ml) por pozo (55.6
ul/cm?) para después colocar 800 ul del cultivo con 1.22 x 10° oocinetos por pozo
e incubar por (30, 60, 90 y 120) min a (19 a 20) °C. Se observd que la
recuperacion de oocinetos presenta una relacién positiva con respecto al tiempo
de incubacién, mientras que las células contaminantes permanecen constantes
(figura 7a). En un segundo experimento bajo las mismas condiciones pero
incubando solamente por 120 min y contando los oocinetos adheridos después de
(3, 6, 8 o 10) lavados, se observd que después de 10 lavados con PBS se
eliminaron el 99.3 % de las células contaminantes y sélo se perdi6 el 18.8 % de
los oocinetos al décimo lavado con respecto al tercer lavado, sin embargo, debido
a la gran cantidad de células contaminantes, s6lo se alcanzé una purificacion de
oocinetos del 50 % (figura 7c). Al observar las laminillas al microscopio, se
encontré que los oocinetos estaban tanto en la superficie, como dentro del ECM
gel, sugiriendo que los oocinetos lograron no so6lo adherirse, sino también invadir
al sustituto de matriz extracelular. En estos experimentos se utilizo el ECM gel sin
diluir para formar geles delgados, pero en experimentos subsecuentes el ECM gel
se diluy6 1/2, 1/5, 1/10 e incluso 1/100 para solamente recubrir la superficie sin la
formacién de un gel propiamente dicho. Esto posiblemente ocasione que una
mayor cantidad de oocinetos se pierda durante los lavados debido a que ya no
estan dentro del gel sino solamente adheridos a la superficie, quedando expuestos
a las corrientes que se generan durante el retiro y colocacion del PBS para lavar a
los eritrocitos. Esto implicaria que la pendiente de la grafica de la figura 7¢ para
los oocinetos se vuelva mas negativa, aunque esto no se cuantifico.

A los 120 min de incubacién se lograron recuperar el 1.32 % de los oocinetos de
partida. Una proyeccion lineal de la recuperacion de oocinetos con respecto al
tiempo (asumiendo que el 100 % de los oocinetos son capaces de adherirse)
indica que se necesitan aproximadamente 10 mil minutos para aproximarse al 100
% de recuperacion. En este experimento nunca se alcanzd una saturacion.
Ademds, solamente se lograron purificaciones del 50 % después de 120 min de
incubacion y después de 10 lavados con PBS. Por esta razon, se procedié a
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realizar modificaciones de la metodologia para tratar de mejorar el rendimiento y
pureza de los oocinetos.
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Figura 7. Purificacion de oocinetos mediante ECM gel, tiempo de incubacion y niimero de
lavados. a) La recuperacion de oocinetos presenté una relacién positiva con respecto al tiempo
(pendiente de la recta # 0, prueba de T, p = 0.0098) mientas que las células contaminantes
permanecieron constantes después de realizar 10 lavados con PBS (pendiente de la recta = 0,
prueba de T, p = 0.3503). De manera similar, la proporcién de oocinetos sobre células
contaminantes fue dependiente del tiempo (X* = 1461.28, p < 0.0001). b) Gréfica de las
pendientes del inciso (a). En promedio se recuperaron 100 oocinetos por minuto de incubacién
y unicamente 4.6 células contaminantes son retenidas en el mismo tiempo. ¢) Después de
incubar el cultivo de oocinetos sobre ECM gel por 120 min, se cuantific6 el nimero de células
por pozo después de (3, 6, 8 o 10) lavados con PBS, encontrdndose que la cantidad de oocinetos
permanecié constante con respecto al nimero de lavados (en cada lavado se eliminaron
aproximadamente 114 oocinetos) (pendiente de la recta = 0, prueba de T, p = 0.104) mientras
que el nimero de células contaminantes va disminuyendo, encontrdndose una dependencia
entre la relacién de células contaminantes sobre oocinetos con respecto al nimero de lavados
(prueba de independencia, X*= 163.336, p < 0.0001). Nétese la escala logaritmica del eje y. d)
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Grafica mostrando la curva de las células contaminantes del inciso (c) pero en escala lineal. La
eliminacion de las células contaminantes presentd un comportamiento de decaimiento
exponencial (R* = 0.98); en los primeros lavados se eliminé la mayoria de las células
contaminantes y después del lavado 6 la eliminacion resulté cada vez menor. Resultados de dos
experimentos independientes para cada experimento (a-b y c-d) con dos réplicas experimentales
cada uno. El nimero de células por pozo se calculé contando el nimero de células por campo a
magnificaciones de 200X o 400X (10 campos por pozo) y multiplicando por el numero de
campos que ocupa un pozo (153 campos cuadrados por pozo a 200X y 592 campos cuadrados
por pozo a 400X). En (a), (c) y (d), las barras de error representan la desviacién estindar. En
(b), las barras de error representan el error estandar.

6.2.2. Extraccion y resuspension de los oocinetos adheridos o embebidos en el
ECM gel

Una vez realizada la prueba de concepto y antes de tratar de perfeccionar la
metodologia, fue pertinente encontrar un método que permitiera la extraccion de
los oocinetos del ECM gel. Tener a los oocinetos pegados a un sustrato puede ser
conveniente para cultivarlos, aplicarles tratamientos, observarlos en un
microscopio, tal vez utilizando fluor6foros o inmunofluorescencia; o tal vez
solamente sean de interés algunos factores solubles en el medio de cultivo
producidos por los oocinetos. Pero, en muchos otros casos quizd sea mas
conveniente tener a los oocinetos en suspencion, por ejemplo, para infectar
mosquitos o para introducirlos en un citometro de flujo.

El ECM gel puede degradarse por proteasas como la tripsina o la colagenasa, pero
también por la dispasa II, la cual es menos agresiva que la tripsina (Sinclair, et al.,
2013) lo que resulta conveniente para este método de purificacion. No obstante, el
ECM gel, que gelifica por arriba de 20 °C en minutos, puede licuarse a 4 °C en un
lapso de 12 h a 24 h. En primera instancia se trat6 de resuspender a los oocinetos
colocandolos a 4 °C y pipeteando con PBS frio para tratar de disgregar el gel, o
centrifugando tubos de fondo cénico recubiertos con ECM gel (ver mas abajo) a 4
°C con el raciocinio de que la tension mecanica generada por la centrifugacion o
los pipeteos disgregaran el gel y liberara a los oocinetos. Aunque fue posible
desprender el gel con los oocinetos de la superficie, se encontré que los oocinetos
quedaban embebidos por grumos muy grandes de gel a pesar de estar a 4 °C.

Debido a esto, se estandariz6 la resuspension de los oocinetos utilizando dispasa
IL
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Para optimizar el uso de la dispasa II, se realizaron reacciones de degradacion del
ECM gel (0.75 mg/ml) con un rango de (1 a 7.8) U/ml de dispasa II a 37 °C,
como indica el proveedor, y a 20 °C (los oocinetos no soportan los 37 °C).
Aunque la dispasa II degrad6 al ECM gel a concentraciones desde 1 U/ml a 20 °C
y por 30 min de incubacion, se decidio utilizarla para experimentos posteriores a
2.4 U/ml, concentracion a la cual se forman mds productos de degradacién (figura
8) y el gel pierde suficiente resistencia mecanica como para desprenderse de la
superficie y poder ser pipeteado. Posteriormente se buscé el tiempo minimo de
incubacion con 2.4 U/ml de dispasa II a 20 °C para disgregar el ECM gel. El
ECM gel fue degradado parcialmente desde los O min, pero a partir de 20 min de
incubacion, el andlisis del gel de poliacrilamida mediante densitometria indico la
aparicion de mds productos de degradacion, por lo que se utilizo a esta
concentraciéon y por este tiempo de incubacién en experimentos posteriores
(figura 8).

30 min

20°C 37°C T. Inc. (min) con 2.4 u/ml D
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Figura 8. Analisis de degradacion del ECM gel por la dispasa II. En el gel de poliacrilamida
de la izquierda se observa que la dispasa Il degrad6 al ECM gel (0.75 mg/ml) a partir de 1 U/ml
a 20 °C. A 7.8 U/ml, tanto a 20 °C como a 37 °C, casi todas las proteinas del ECM gel se
degradaron. El gel de poliacrilamida de la derecha se realiz6 con 2.4 U/ml de dispasa Il a 20 °C
por distintos tiempos de incubacion. Aunque se observaron productos de degradacion del ECM
gel incluso a los 0 min de incubacién (en segundos, desde que se colocé la dispasa II sobre el
ECM gel y se bloque6 la reaccion parcialmente con EDTA y congelacién) se decidi6 utilizarla
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realizando incubaciones de (15 a 25) min, momento en el cual es facil desprender al ECM gel
de la superficie. Resultado representativo de tres experimentos independientes.

Aun utilizando dispasa 1II, frecuentemente los oocinetos se encontraban
recubiertos por masas amorfas de ECM gel, las cuales se disgregaban al agregar
EDTA a una concentracion final de 4 mM. El EDTA en este escenario presenta
dos funciones: la primera es disgregar los cumulos de ECM gel que rodean al
oocineto y la segunda es inactivar a la dispasa II. Al quelar los iones divalentes
con EDTA, los componentes del ECM gel pierden cohesividad y la dispasa II se
inactiva al quedar desprovista del i6n Zn** en su sitio activo y de los iones Ca*
que mantienen su estructura terciaria y previenen la autdlisis. Es probable que los
cumulos de oocinetos con ECM gel observados al tratar de licuar el gel a 4 °C
pudiesen haberse disgregado solamente con EDTA, sin embargo esto no se probd.

Gran parte del interés en desarrollar una nueva metodologia de purificacién de
oocinetos es lograrlo sin utilizar agentes que puedan resultar estresantes para el
oocineto, por esta razon utilizar dispasa I y EDTA se manej6 con precaucion.
Una vez encontradas las concentraciones minimas de dispasa Il y EDTA, asi
como el tiempo de incubacién minimo, se procedi6 a verificar la viabilidad de los
oocinetos después de realizar estos tratamientos y después de una centrifugacién a
720 g por 8 min y a 4 °C para eliminar tanto a la dispasa II como al EDTA. Para
ésto, oocinetos purificados y tratados con dispasa Il y EDTA se mezclaron con
una tincion vital de bromuro de etidio y naranja de acridina que permite detectar
oocinetos con membranas dafiadas (tefiidos de rojo-naranja por el bromuro de
etidio), oocinetos con la cromatina condensada (ntcleos visibles y tefiidos de
verde por el naranja de acridina) u oocinetos viables (tefiidos de verde y sin el
nucleo visible). Como se muestra en la figura 9, no se encontraron diferencias en
la viabilidad en los oocinetos tratados con dispasa II y EDTA (viabilidad del
85.42 % + 7.44 % (media * ee) en el control sin dispasa Il y EDTA contra 82.53
% + 12.99 % (media + ee) en el tratamiento con dispasa Il y EDTA; prueba de T,
p = 0.715). El tamafo del efecto es relativamente bajo (A de Glass = 0.39),
existiendo una muy baja posibilidad (1.24 : 1) de encontrar un oocineto muerto
después del tratamiento con dispasa Il y EDTA con respecto al control.
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Figura 9. Viabilidad de los oocinetos purificados tefiidos con la doble tincién vital de
bromuro de etidio y naranja de acridina. Los oocinetos una vez purificados se trataron con
2.4 U/ml de dispasa II a 20 °C por 20 min y con 4 mM de EDTA para después centrifugar a 720
g por 5 min a 4 °C. Los oocinetos testigo fueron purificados pero no se trataron con dispasa II,
EDTA ni se centrifugaron. Los oocinetos se consideraron inviables si se encontraban tefiidos de
rojo (permeabilidad de la membrana) o si presentaban la cromatina condensada (en muerte
celular programada). Resultados de cuatro experimentos independientos con la sangre de un
ratén cada uno. Las barras de error representan el error estandar.

6.2.3. Distintos sustratos de adhesion y concentracion del ECM gel

Después de la purificacion de oocinetos en laminillas Lab-Tek, y como se vera
mds abajo, concluimos que para mejorar el rendimiento de la purificaciéon era
necesario aumentar la superficie a la cual los oocinetos pudieran adherirse. El
principal impedimento para aumentar la superficie fue la cantidad de ECM gel
que se necesita para recubrirla, a menos de que sea posible diluirlo, o en su
defecto, utilizar otros sustratos de adhesion, la metodologia resulta inutil a gran
escala. Por ésto resultd importante probar distintos sustratos de adhesion, asi
como distintas diluciones del ECM gel.

Primero se prob¢ realizar purificaciones con células Sua5.1 adheridas en cajas de
24 pozos y colocando el cultivo de oocinetos sobre éstas para permitir que se
adhirieran o incluso las invadieran. Se encontr6 que las células Sua5.1 se
desprendian, y después de 5 o 6 lavados ya no quedaba nada en el pozo. Para
evitar €sto, las células Sua5.1 fueron fijadas con metanol o con formaldehido al 1
% en PBS y lavadas con agua destilada para dejarlas secar y después colocar el
cultivo de oocinetos. A pesar de que con estos tratamientos ya no se
desprendieron las células después de varios lavados, tampoco se encontraron
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oocinetos adheridos, descartando la posibilidad de utilizar estas células para la
purificacion.

Ademas de las células Sua5.1 se probaron revestimientos de laminillas Lab-Tek
con gelatina, col IV, laminina, una mezcla de col IV y laminina y ECM gel, e
incubando el cultivo de oocinetos por 2 h. Entre los lavados con PBS para
eliminar a las células contaminantes se monitoreaba la pureza del cultivo,
encontrandose que antes de poder eliminar a la mayoria de los eritrocitos, los
oocinetos ya se habian eliminado también en todos los pozos recubiertos con
gelatina, col IV y laminina (figura 10a), mientras que en los pozos recubiertos con
ECM gel, ain habia oocinetos (figura 10b). Es importante mencionar que las
laminillas Lab-Tek tienen pozos con una superficie pequefia con relacion a la
altura, lo que ocasiona que las células se asienten unas sobre otras en el fondo del
pozo formando una capa celular gruesa en la cual los oocinetos permanecen
rodeados por eritrocitos. En estas condiciones los oocinetos tienen poca
probabilidad de encontrar la superficie para adherirse. Se razon6 que utilizando
superficies mds grandes y alturas mds pequeias, la capa celular que se forma
después de aproximadamente 15 min seria més delgada; por ende los oocinetos
estarian, en promedio, mds cerca de la superficie de adhesion a comparacién con
pozos con una superficie pequefia y mucha altura. Debido a esto, se repitié el
experimento pero ahora utilizando cajas Petri de 60 mm de didmetro (28.27 cm?)
y 15 mm de alto.
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a) Gelatina 0.1% Colageno IV

Laminina Laminina + colageno IV
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Figura 10 (pie de figura en siguiente pagina).
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Figura 10 (pagina anterior). Imagenes representativas de purificaciones realizadas con
distintos sustratos. Los oocinetos fueron incubados por 2 h en laminillas Lab-Tek de 4 pozos.
a) La imagen de la purificacién con gelatina se tom¢ al tercer lavado y a una magnificacién de
400X, el resto se tomaron a los 10 lavados y a una magnificacién de 200X. Después de 10
lavados no se encontraron oocinetos en ningin pozo recubierto con estas proteinas. b) Imagenes
representativas de una purificacién realizada con un gel delgado de ECM gel sin diluir. La
primera imagen se tomo a una magnificacion de 400X y el resto a 200X. Las flechas apuntan a
oocinetos y las cabezas de flechas apuntan a eritrocitos cuando se consideré pertinente
colocarlas. A los 6 lavados se encuentran 9 oocinetos y bastantes eritrocitos, a los 8 lavados se
encuentran 6 oocinetos y 15 eritrocitos, a los 10 lavados se encuentran 8 oocinetos y 7
eritrocitos.

Adicionalmente a los sustratos ya mencionados, se incluy6 BSA y cajas sin
ningun sustrato como testigos, ademds de distintas diluciones del ECM gel. La
ficha técnica del ECM gel menciona que debe diluirse con medio MEM y que es
posible diluirlo hasta 3 veces sin perder la capacidad de formar geles. Por debajo
de esta dilucién, en cambio, s6lo se logran recubrimientos de la superficie. Aparte
del medio MEM se probé medio RPMI-Ooc y ECM buffer por conveniencia de
utilizar el mismo medio de cultivo en el cual estdn los oocinetos, para el caso del
RPMI-Ooc o para dejar secar el ECM gel diluido con ECM buffer y tener la
posibilidad de utilizar cajas recubiertas con varias semanas o meses de antelacion.
Al observar las cajas recubiertas con ECM gel diluido con los distintos medios
utilizando un microscopio invertido de contraste de fases, se encontré que con
medio MEM la apariencia del gel era uniforme, mientras que con RPMI-Ooc y
con ECM buffer, el ECM gel presentaba una apariencia grumosa. Al dejar secar
las cajas, el ECM gel diluido con ECM buffer form6 una pelicula mas uniforme
en contraste con el ECM gel diluido con MEM y con RPMI-Ooc, los cuales
presentaron muchos cristales, ademas de que aparentemente el grosor de la
pelicula disminuia radialmente. Una vez rehidratado el ECM gel con RPMI-Ooc
(stimulando al cultivo de oocinetos), los geles volvieron a su apariencia normal
con excepcion del ECM gel que fue diluido con RPMI-Ooc, el cual presentaba
todavia cristales (figura 11d).
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Figura 11 (figura en pagina anterior). Purificacion de oocinetos con distintos sustratos y
con distintas concentraciones de ECM gel en varios diluyentes. a) Porcentaje de
recuperacion de oocinetos con distintos diluyentes y concentraciones de ECM gel. Las barras
con letras distintas son significativamente distintas (ANOVA, p < 0.01, prueba post hoc de
SNK comparando las medias de todas las combinaciones posibles, tamafio del efecto n* =
0.724). b) Pureza de los oocinetos utilizando distintas concentraciones de ECM gel en varios
diluyentes. Existié una tendencia, aunque no significativa de que mientras més diluido el ECM
gel, la pureza es menor. En los tratamientos con col IV, laminina, BSA y en el control negativo,
la pureza fue significativamente aun menor (ANOVA, p < 0.05, prueba post hoc de SNK,
tamafio del efecto: n* = 0.621). Esto se debe a que hay menos oocinetos en las cajas post
purificacion pero los eritrocitos se mantienen relativamente constantes ((4 x 10° £ 6 x 10?) erit.).
¢) Los valores para cada diluyente y dilucién del ECM gel del inciso (a) se graficaron para
obtener la relacién entre el porcentaje de recuperacién y la concentraciéon del ECM gel,
independientemente del diluyente con el cual se diluyé el ECM gel. d) Diferencias entre la
formacion de geles utilizando distintos diluyentes. La recuperacion y pureza de los oocinetos es
similar entre los distintos diluyentes a pesar de la formacién de grumos. Los geles diluidos con
MEM y RPMI-Ooc y secos no se utilizaron posteriormente debido a que los cristales
permanecian incluso después de rehidratar los geles. Resultados de tres experimentos
independientes con la sangre de un raton para cada experimento y partiendo de un nimero
inicial de 9.58 x 10* oocinetos por tratamiento. Las barras de error representan el error estandar.
En (c) los puntos indican los valores obtenidos para cada diluyente y dilucidn, la linea verde es
la linea promedio de las cuatro soluciones y la linea punteada es la regresion lineal de la curva.

Con estas cajas recubiertas (salvo en las que el ECM gel diluido con MEM vy
RPMI-Ooc se dej6 secar) se realizé por triplicado la purificaciéon de oocinetos
(9.58 x 10* oocinetos iniciales/caja) obteniendo los resultados de la figura 11. El
porcentaje de recuperacion no difiere entre los distintos diluyentes, pero si entre
las concentraciones del ECM gel (ANOVA, p < 0.01, tamafio del efecto: n* =
0.724). Las cajas recubiertas con laminina, col IV, BSA o sin recubrimiento,
lograron recuperaciones similares a las obtenidas con ECM gel diluido 1/100 (el
lote del ECM gel utilizado para este experimento contenia 7.37 mg de
proteina/ml). Aunque en promedio se recuperaron menos oocinetos, los resultados
no son significativamente distintos al realizar la comparacion de las medias de las
136 combinaciones posibles mediante una prueba post hoc de Student-Newman-
Keuls (SNK).

En vista de que no hubo diferencias entre los distintos diluyentes utilizados, pero
si entre las distintas concentraciones de ECM gel a pesar de ser diluidos con
distintos diluyentes, es posible considerar a los tratamientos con los diluyentes
como una sola poblacion y asi obtener una curva promedio de porcentaje de
recuperacion de oocinetos vs. concentracion de ECM gel. En promedio se
recuperaron 1.93 % + 0.24 % (media + ee) mas oocinetos por cada incremento de
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1 mg/ml de ECM gel a una densidad de 17.69 ul/cm* de superficie (R* = 0.99)
(figura 11c).

A diferencia de la figura 7c, en promedio se obtuvieron purezas mas elevadas
(65.76 % £+ 4.10 % (media * ee) en cajas de Petri y después de 6 lavados con PBS
vs. 50.29 % + 16.73 % (media + ee) en laminillas Lab-Tek de 4 pozos y después
de 10 lavados). Esto es importante, y lo mas seguro es que se deba a la forma de
la caja o pozo de cultivo. En las laminillas Lab-Tek fue muy complicado retirar
todo el medio de cultivo de los pozos porque se adhirié (debido a la tension
superficial) a las orillas rectangulares donde quedan muchos eritrocitos, de hecho
fue posible invertir la laminilla Lab-Tek sin derramar el liquido. En las cajas de
24 pozos y cajas Petri, que son circulares, las tnicas orillas son el dngulo de 90°
entre la base y las paredes del cilindro y aunque se quedaron algunos eritrocitos
en esta area, aun después de retirar todo el medio de cultivo o PBS, fue mucho
mds facil ir elimindndolos durante lavados posteriores. Mientras que en las
laminillas Lab-Tek se necesitaron 10 lavados para alcanzar purificaciones del 50
%, en las cajas de Petri solamente se necesitaron 6 lavados para alcanzar
purificaciones entre el 60 % y el 70 %.

Para corroborar esta nocion, se procedié a recubrir cubreobjetos de vidrio de 13
mm de didmetro (los cuales no presentan ningun angulo por ser planos) con ECM
gel diluido 1/10 y colocando los oocinetos sobre estos en cajas de 24 pozos para
incubar por 3 h y realizar la purificacion. Los lavados de los cubreobjetos se
realizaron retirando todo el cultivo de oocinetos del pozo y remplazdndolo con
PBS, para posteriormente retirar a los cubreobjetos de la caja de 24 pozos vy,
mientras se sujetaban con una pinza de relojero en posicién vertical, lavar con 0.5
ml de PBS. Se necesitaron entre 2 y 3 lavados para alcanzar purezas por encima
del 95 %. Los contaminantes celulares en los cubreobjetos resultaron ser otras
fases del pardsito, probablemente cigotos y no se encontrd ningin eritrocito en
aproximadamente el 60 % de las purificaciones (7 purificaciones con la sangre de
ratones distintos). El motivo de que en el 40 % restante de las purificaciones si se
encontraran eritrocitos fue debido a que el cultivo se diluyd, lo que causa la
aglutinacion de la sangre (ver figura 12).

Llama la atencién la gran variabilidad en los resultados de la figura 11. Esto
podria deberse, como se verd mdas adelante, a la relacion de los eritrocitos por
oocineto y probablemente a otras variables que no se han identificado. A pesar de
que en cada cultivo hay una cantidad mds o menos constante de eritrocitos, la
cantidad de oocinetos varia en mayor medida entre cultivos, esto provoca que la
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relacion de eritrocitos por oocinetos cambie, lo que a su vez genera interferencia
en la purificacion; si la relacidn eritrocitos por oocineto es alta, los oocinetos
tienen una menor probabilidad de encontrar la superficie a comparacion de si la
relacion eritrocitos por oocineto es baja (ver figura 14 en la siguiente seccion).

6.2.4. Recuperacion y pureza partiendo de densidades distintas de oocinetos

Cuando se coloca el cultivo de oocinetos sobre el contenedor recubierto con ECM
gel en la cual van a ser purificados, los eritrocitos y los oocinetos se sedimentan
en el fondo después de aproximadamente 15 min, formando una capa cuyo grosor
depende de cuantas células se hayan colocado de inicio. Cuando el cultivo se
coloca directamente, las células estdn muy concentradas y la capa celular es
gruesa. En estas condiciones se razond que los oocinetos tendrian dificultad para
encontrar la superficie de adhesién y mientras més se diluyera el cultivo de
oocinetos, mayor seria la probabilidad de que los oocinetos encontraran al ECM
gel y por consiguiente mayor seria el porcentaje de recuperacion de oocinetos, es
decir, se hipotetizé que la cantidad de oocinetos de inicio presenta una relacion
inversamente proporcional al porcentaje de recuperacion. Para probar esto se
realizaron diluciones del cultivo con distintas cantidades iniciales de oocinetos y
se colocaron en cajas de Petri de 28.27 cm? recubiertas con ECM gel diluido 1/10
con ECM buffer e incubados por 3 h. Después de realizar 6 lavados con PBS, los
oocinetos se desprendieron con dispasa Il y EDTA vy se fijaron con formaldehido
al 1 % en PBS para realizar los conteos de recuperacion y pureza.

La cantidad total de oocinetos recuperados presenté una relacion logaritmica con
respecto al nimero inicial (curva de mejor ajuste R>= 0.807, error estandar de la
regresion (s) = 28283.8) (figura 12a y d), sin embargo, se encontré una gran
variabilidad entre experimentos (ver tabla 2), principalmente por arriba de
300,000 y 600,000 oocinetos, cuando se alcanz6 una fase de meseta en la cual no
se recuperaron mds oocinetos a pesar de aumentar la cantidad inicial.
Interesantemente y contrario a lo que se esperaba, el porcentaje de recuperacion
presentd una forma de “U” invertida (curva de mejor ajuste: funcion cuadratica R*
=0.794, s = 3.797) seguida de una cola que se acerca a la asintota (figura 12b y d)
y mas aun, la pureza parece seguir un comportamiento invertido al porcentaje de
recuperacion, en donde ademads se observa una aglutinacion de las células cuando
se diluye la sangre entre 50 y 100 veces (o diluciones entre 10 y 20 veces del
cultivo, que presenta la sangre diluida 1/5 veces) (figura 12c y d). La razén de
este comportamiento no se logré esclarecer, pero se piensa que uno O varios
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factores de la sangre (seguramente anticuerpos polivalentes de la clase IgM, que
pueden interaccionar hasta con 5 antigenos simultdneamente formando por lo
tanto conglomerados muy grandes (Stanley 2002)), influyen en la conglomeracion
de las células entre si y el ECM gel; conforme se diluye la sangre, una mayor
cantidad de oocinetos, aunque también de otras células contaminantes, logran
adherirse entre si mismas y al gel, diluir atin mds la sangre del cultivo ocasiona
que se revierta nuevamente este comportamiento. La disminucién en el porcentaje
de recuperaciéon de oocinetos puede atribuirsele a que no se recuperan mas
oocinetos a pesar de aumentar la concentracion inicial, por lo tanto disminuyendo
el rendimiento, sin embargo ésta no debe ser la tinica razén ya que esto no explica
por qué la pureza se comporta como una imagen invertida del porcentaje de
recuperacion, ademas de que no explica la aglutinacion de células observada. Esto
posiblemente esté generando la alta variabilidad observada entre los
experimentos, ya que fuera de la cantidad de oocinetos obtenida en cada cultivo,
asi como la cantidad de eritrocitos, lo demés permanecié constante.
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Figura 12. Graficas de recuperacion y pureza partiendo de cantidades distintas de
oocinetos. Los oocinetos fueron purificados partiendo de distintas cantidades de oocinetos
iniciales diluidos con el mismo volumen final de RPMI-Ooc (20 % SFBdc). Cada linea en (a),
(b) y (¢), representa un experimento independiente con la sangre de un sélo raton. En todos los
experimentos, con excepcion del experimento 1 (tabla 2) el cultivo de oocinetos presenté de (9
a 10) x 10° oocinetos, a partir de los cuales se realizaron las diluciones para comenzar con
distintas cantidades de oocinetos iniciales. d) Promedio de todos los experimentos de la tabla 2
o de las curvas de (a), (b) y (c). e) Mismos datos de la grafica (d) pero representando el factor
de dilucién de la sangre en vez del niimero inicial de oocinetos en el eje x y omitiendo los datos
del experimento 1 de la tabla 2, los cuales se realizaron con otra dilucién. f) Los datos de la
grifica (d) se transformaron para representar el drea ocupada por 1 x 10° oocinetos
normalizados. Noétese que el eje x en (a), (b), (¢) y (d) estd representado en escala logaritmica,
al igual que el primer eje y en (a), (d), (e) y (f). Se omitieron las barras de error en (d), (e) y (f)
por fines de claridad ya que las desviaciones de la media son inmensas.

Numero total de oocinetos iniciales
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9%

Tabla 2. Purificacién en ECMgel partiendo de distintas cantidades de oocinetos.

Oocinetos recuperados x 1000 / % recuperacion | % pureza

Oocinetos
iniciales
x 1000 Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Experimento 4 Experimento 5 Promedios
5000 68.10 f 1,16 | 7.32 - | 485 293 [ 489 (6273 157 | 0.29 [ 16 12560 / 211 [ 33.64
3000 17.80 f 0.61 | 6.79 - f 5484 218 [ 7.28 | 68.42 23 J 0B4 { B 86.27 | 291 [ 34.76
600 1220/ 206 | - 59.00 f 1009 / 051 - f23.08 265 (4417 ) 7.72 2005 f 375 / 386 1l662 / 19.65 f B79
300 2330 /f 798 [ 5.73 -/ f 7273 567 (18891 /1383 488 [1643 /) 3.73 42,93 [ 14.44 [ 24,01
200 208 / 105 ¢/ 20,80 [ 10,50 f -
100 444 f 456 | 343 -/ - [B8429 31 [f3099/7576 475 ) 522 ) 304 13,40 [ 1359 [/ 368,63
66 234 f 329 234 f 329 | -

Resultados obtenidos purificande oocinetos con distintas cantidades iniclalmente en ECMgel diluide 1/10 por 3 horas en cajas de Petri de 28,27cm? El numero de
oocinetos recuperados y la pureza se obtuvieron utilizando un hemocitometro con gradilla de Neubauer. Cada experimento se realizo con la sangre de un solo

raton,



Este comportamiento es muy semejante al observado por Heidelberger y Kendall
en las reacciones de precipitina (Heidelberger y Kendall, 1935) en donde la relacion
de anticuerpo : antigeno modifica la formacién de precipitados; conforme se
diluye la cantidad de antigeno, la precipitacion aumenta hasta llegar a un maximo
en el cual se alcanza la equivalencia anticuerpo : antigeno. Diluyendo aun maés el
antigeno, la formacién de precipitado disminuye (figura AIl.4). En el caso de la
interaccion de anticuerpos con antigenos insolubles (p.ej. células), Heidelberger y
Kabat (1936) encontraron que en vez de precipitaciones se obtienen
aglutinaciones, pero manteniéndose el mismo efecto de zona descrito para las
reacciones de precipitina (Heidelberger y Kabat, 1936). Este efecto de
autoaglutinacion de la sangre se ha observado en personas infectadas con P.
falciparum (Nayak, et al., 2014; Roberts, et al., 2000) y se ha asociado con la presencia
de anticuerpos IgM, los cuales probablemente reaccionan ante cambios en el
patron de sialilacion en los antigenos I o 1 del eritrocito parasitado (Nayak, et al.,
2014), provocando redes aglutinadas de eritrocitos. [Estas reacciones
frecuentemente se exacerban al disminuir la temperatura en la llamada
aglutinacion fria (Stanley, 2002) (la purificacion de oocinetos se realiza a 20 °C no a
los 37.8 °C del ratén (“MPD - Phenotype Strain Survey Data Listing — Metabolism”,
2009)). La aglutinacion también puede incrementarse con la presencia de gelatina
(que es colageno hidrolizado, el ECM gel presenta coldgeno IV) y puede inhibirse
agregando albumina a la mezcla de eritrocitos (Ludewig y Chanutin, 1949).
Probablemente sea posible inhibir la aglutinacion utilizando albimina, sin
embargo €sto no se probé en el presente trabajo.

Es notable que el efecto de dilucién la sangre del cultivo de oocinetos se parezca
tanto a la reaccion de aglutinina de Heidelberger y Kabat (1936) ya que no se esta
agregando ningin anticuerpo a la mezcla de células, simplemente se estd
diluyendo. Sin embargo, puede explicarse a través de un efecto de reparticion de
los anticuerpos (u otras moléculas multivalentes) y los antigenos (las células) en
dos fases, una soluble y una insoluble que se precipita al fondo. Como se muestra
en la figura 13, al diluir el cultivo de oocinetos se estd diluyendo tanto a las
células como a los factores aglutinantes (o aglutininas), sin embargo, los factores
aglutinantes permanecen en solucion y cada vez menos concentrados. Las células,
por el contrario, aunque también son diluidas, al sedimentarse al fondo del pozo o
caja, presentan la misma concentracion en su microambiente pero se encuentran
rodeadas por una menor cantidad de factores aglutinantes, los cuales estan
repartidos entre las células sedimentadas y el medio de cultivo.
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Partir de distintas cantidades de oocinetos iniciales es equivalente a mantener la
cantidad de oocinetos constantes y variar el area de adhesion. Por lo tanto, para
analizar como se comporta la recuperacion de oocinetos cuando son sembrados en
superficies cada vez mayores, se transformaron los datos de la tabla 2 para
mantener la cantidad de oocinetos constante a 1 x 10° y en cambio variar el drea
de recuperacion. Lo que se observa en la figura 12e es una relacién positiva con
respecto a la superficie al inicio de la curva, sin embargo, debido al efecto de la
dilucion observado en los otros incisos de la misma figura, el rendimiento en la
recuperacion comienza a disminuir pasada cierta area por oocineto, resultando en
una curva parecida a una pardbola (regresion cuadratica: R*=0.513, s = 5644.53).
Esto resulta ser contra intuitivo, lo esperado seria una relacién lineal y positiva,
sin embargo, para lograr que una misma cantidad de oocinetos recubra una
superficie muy grande, inevitablemente es necesario diluir el cultivo.

Dilucion de la sangre

Hematocrito
(Antigeno) 5 30 300
Petri
: Medio
- RPMI-Ooc
(20% SFBdc)

P.o ®q G
: 0204 ||0 %0,
6" 0.""'00" ®

.b op® ope

Figura 13. Reparticion de los factores aglutinantes en dos fases: una celular y una soluble.
Cuando se diluye un cultivo de oocinetos manteniendo un volumen constante, a pesar de que se
estdn diluyendo todos los componentes proporcionalmente, las células se separan del medio de
cultivo formando una fase sedimentada en la cual las células se encuentran a una densidad de si
mismas constante aunque el volumen del sedimento sea menor. Por el contrario, los factores
aglutinantes se encuentran mas diluidos ya que se encuentran repartidos en el volumen total
(sedimento + medio de cultivo). Como los factores aglutinantes pueden pasar libremente entre
la fase sedimentada y la fase soluble, a diferencia de las células, al diluir el cultivo las células
sedimentadas se encuentran en concentraciones cada vez menores de los factores aglutinantes
dentro de su propia fase.
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En la figura 12a y 12d se observa que a partir de ~ 6 x 10° oocinetos se alcanza
una fase de meseta en la cual el nimero de oocinetos recuperados permanece
constate a pesar de aumentar el nimero inicial de oocinetos, implicando que se
llegd a un limite o saturacion en el sistema. Una de las posibilidades es que se
hayan agotado los oocinetos capaces de adherirse al ECM gel. No obstante, se
realizaron tres purificaciones independientes en las cuales los oocinetos que no
lograron adherirse durante una primera purificacion, se volvieron a colocar en
cajas de Petri recubiertas con ECM gel. Después de tres horas de incubacion, en
esta segunda purificacion se recuperé una cantidad adicional de oocinetos (y
similar a la primera purificacion) que no se adhirieron en la primera. Esto descarta
el que se hayan agotado los oocinetos con capacidades adhesivas, a menos de que
la proporcion de oocinetos que no lograron adherirse en la primera purificacion
hayan madurado durante el tiempo de la segunda purificacién. Sin embargo,
Warburg y Schneider (1993) observaron que incluso los cigotos y las retortas son
capaces de adherirse al ECM gel (Warburg y Schneider, 1993) lo que implica que
todos los oocinetos deberian de tener capacidades adhesivas, incluso hasta
despues de transformarse en ooquistes. Asumiendo que este no es el caso,
probablemente se esté observando un limite cinético en el cual la velocidad de
formacion del producto (Ooc + Sustrato --> OocSustrato) llegd al maximo posible
durante las 3 horas de incubacidn, en donde no es posible recuperar mas oocinetos
en el mismo tiempo a pesar de aumentar la cantidad inicial de los mismos.

Otra posibilidad es que se haya saturado el sustrato de adhesion, pero no por
oocinetos (ya que microscopicamente se observa que los oocinetos estdn bastante
separados entre si) sino por eritrocitos u otras fases del pardsito débilmente
adheridos al ECM gel. Ademas, aumentar la concentracion inicial de oocinetos
implica aumentar proporcionalmente la cantidad de eritrocitos y por ende, el
volumen del paquete celular que se sedimenta. Si el volumen del paquete celular
(mas especificamente la altura) aumenta, se intuy6 que el tiempo de busqueda del
oocineto por el sustrato también aumenta, impidiéndole a los oocinetos encontrar
el sustrato en un tiempo determinado. La cantidad de eritrocitos es un factor
importante durante la purificacion (figura 14) y se hablard mds sobre esto en
parrafos posteriores.

Una manera de probar estas suposiciones seria repetir el experimento pero ahora
realizando una cinética. También se podrian realizar dos purificiaciones
simultdneas, una en la cual los oocinetos se incubaran por 6 horas seguidas en un
s6lo recipiente con ECM gel, y otra en la cual los oocientos se incubaran por 3 h,
para posteriormente volver a colocar el cultivo, con los oocinetos que no se
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lograron adherir, en una nueva caja con ECM gel y asi comparar el nimero total
de oocinetos recuperados en cada tratamiento (6 h continuas o 3 + 3 h en cajas
secuenciales). Con éste experimento se podria comenzar a dilucidar el porqué se
satura la recuperacion de oocinetos por arriba de cierta cantidad de oocinetos; si la
cantidad final de oocinetos a las 6 h de incubacion (Oocy) es igual a la cantidad
final de oocinetos a las 3 + 3 h de incubacién (Oocys,s), es decir, Ooc = O0Cy3,3,
podria concluirse que, en efecto los oocinetos necesitaron de las tres horas
adicionales para madurar (tal vez los oocinetos inmaduros si son capaces de
adherirse pero no son capaces de moverse), o que el tiempo de busqueda
incrementd al aumentar la altura del paquete celular. Pero, si resulta que Oocgs <
Oocp,s, podria entonces concluirse que la fase de meseta se debe a un limite
cinético o a una saturacion de los espacios de adhesion, y que al cambiar a los
oocinetos a una nueva caja después de 3 h, se estd reiniciando la reaccion.

En el cultivo in vitro, no siempre se obtiene la misma cantidad de oocinetos de
partida, los cuales pueden variar considerablemente (figura 5). Los eritrocitos
también pueden variar de un ratén infectado a otro (figura 3 y AIl.1) de manera
que la relacion de eritrocitos por oocineto varia incontrolablemente de cultivo a
cultivo. Durante la purificacién, los oocinetos se encuentran rodeados por
eritrocitos y la cantidad de estos varia entre tres o cuatro (a veces mas de 20)
ordenes de magnitud (ver Apéndice II). Para probar si esta variacion en la relacion
de eritrocitos/oocineto genera inconsistencias en la purificacion de oocinetos entre
cultivos, un cultivo de oocinetos se mezcld con eritrocitos provenientes de un
raton sano para generar relaciones cada vez mayores de eritrocitos por oocineto
(E/Ooc) y determinar posteriormente el rendimiento y pureza de la purificacion
después de 3 h de incubacion en cajas de Petri revestidas con 500 ul ECM gel
diluido 1/10 y después de 6 lavados con PBS para eliminar a los eritrocitos.

En la figura 14 se observa que la recuperacion de oocinetos asi como la pureza,
disminuyen rdpidamente al incrementarse la relacion E/Ooc (curva de mejor
ajuste para la recuperacion de oocinetos: Oocf:e["“{xb]+”] donde Ooc;= oocinetos
recuperados, x = relacion E/Ooc del cultivo b = 1.74 OocOoc/E y a = 22.57 Ooc
(0 a = 15.27 % para la pureza), R* = 0.701, s = 1131.55). La razén de este
comportamiento se le atribuyo a un efecto de obstruccidn, en donde los oocinetos
tienen una mayor dificultad en encontrar el sustrato cuando hay muchos
eritrocitos, de manera que se obtienen rendimientos mds bajos conforme aumenta
la relacion de eritrocitos por oocineto. A su vez, la gran cantidad de eritrocitos
ocasiona que sea mds complicado alcanzar purezas elevadas con el mismo

nimero de lavados (figura 14).
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Adicionalmente, al graficar el porcentaje de recuperacion y la pureza con respecto
a la relacion E/Ooc de 46 purificaciones distintas utilizando un valor constante de
eritrocitos (figura AIL.1), se observa un comportamiento similar al presentado en
la figura 14, reforzando las evidencias de la existencia del fendmeno. No obstante,
éste es un andlisis retrospectivo y debe tenerse precaucion al realizar alguna
inferencia del resultado, sobre todo por el sesgo o prejuicio de utilizar una
cantidad de eritrocitos constante entre las distintas purificaciones. Ver graficas
adicionales en la figura AIL2.
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Figura 14. Dependencia del niimero de eritrocitos por oocineto en el rendimiento y pureza
de la purificacion. Para probar qué efecto presenta la relacién eritrocitos/oocineto (E/Ooc), un
cultivo de oocinetos se mezcld con eritrocitos de un ratén sano para formar relaciones de E/Ooc
cada vez mayores. El cultivo de oocinetos se coloc sobre cajas de Petri de 28.27 cm?
recubiertas con ECM gel diluido 1/10. Pasadas las 3 h de incubacién, las cajas se lavaron 6
veces con PBS y se desprendieron los oocinetos con el protocolo de dispasa II/EDTA. En las
gréaficas (a), (b), y (c¢) se observa que a mayor E/Ooc, menor es la recuperacion de oocinetos y
la pureza. En los tres experimentos, una curva exponencial es la que mejor se ajusta a los datos
de recuperacion (R* > 0.80). En las gréficas (d) y (e) se muestran los datos agrupados para la
recuperacion de oocinetos totales y pureza respectivamente. La curva de mejor ajuste para los
datos agrupados resulté de una regresion potencial (R*> 0.70). En (d) y (e), los puntos morados
representan el experimento 1, los puntos azules el experimento 2 y los puntos verdes el
experimento 3. Resultado de tres experimentos independientes con la sangre de un ratén
infectado y un ratén sano cada uno. En el experimento 1 se colocaron 1.8 x 10° oocinetos por
caja, en el exp. 2 se colocaron 8 x 10° ooc. por caja y en el exp. 3 se colocaron 1.6 x 10°
oocinetos por caja al inicio de la purificacion.
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6.2.5. Recubrimiento de tubos de fondo cénico con ECM gel para la purificacion
de oocinetos.

Adicionalmente a la utilizaciéon de laminillas Lab-Tek, cajas de pozos o cajas de
Petri como soporte fisico para purificar a los oocinetos, se probaron tubos de
fondo conico (Falcon) de 15 ml recubiertos con ECM gel 1/10 para purificar a los
oocinetos. La idea de utilizar tubos para purificar oocinetos surgié como un
esfuerzo para facilitar la purificacién de oocinetos. Con las cajas de Petri y otros
contenedores se requieren numerosos lavados para eliminar a los eritrocitos,
aunado a que después se requieren otros lavados para desprender a los oocinetos
de la superficie y colocarlos en un tubo de fondo coénico para centrifugarlos y
eliminar la dispasa Il y el EDTA. Si todo pudiese hacerse en un sélo tubo, el
método podria agilizarse aun mas. Para esto, se procedid a recubrir los tubos con
ECM gel implementando una técnica de revestimiento basada en centrifugacion
en el eje de rotacion (mejor conocido como “centrifugal casting” en la industria
metaldrgica (Kamlesh, 2015), ver figura All.5a), donde en este caso, el tubo con el
ECM gel liquido se hace girar sobre su eje longitudinal para provocar que el ECM
gel forme una capa uniforme en toda la superficie interna del tubo, donde gelifica
durante la centrifugacion (figura 15).

Recientemente, Yuan et al, (2015) utilizaron un método similar para re-plegar
proteinas desnaturalizadas por calor o generadas recombinantemente utilizando un
dispositivo que llamaron vértice de fluido, el cual hace girar sobre el eje de
rotacion un tubo de vidrio conteniendo las proteinas a re-plegar (figura AIL.5b).
La tension cortante (“shear-stress”) generada por la centrifugaciéon provee la
energia suficiente para estructurar a las proteinas a su conformacion nativa (Yuan,
et al., 2015).

El revestimiento de la superficie interna del tubo se llevo a cabo colocando 500 pul
de ECM gel diluido 1/10 con ECM buffer a 4 °C en el tubo de fondo cénico y
colocdndolo en el aparato construido para hacerlo girar a < 5000 rpm durante 5
min a TA. Después de la gelificacion durante la centrifugacidn, se observéd una
capa de gel distribuida por toda la superficie interna del tubo, ademds de un
liquido sobrante que no gelific6 (probablemente el diluyente). La capa de gel
obtenida no fue uniforme y se encontraron muchos grumos distribuidos por toda
la superficie. Es probable que esto se deba a que el aparato construido es atin muy
rudimentario y a pesar de haberse tomado todas las precauciones para que
estuviera correctamente alineado, durante la rotacidn el tubo bascula de un lado a
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otro. Probablemente perfeccionando la centrifuga en el eje de rotacion se logren
obtener revestimientos uniformes.

Posteriormente al recubrimiento del tubo, el cultivo de oocinetos, diluido 3 veces
con RPMI-Ooc con 20 % de SFBdc (la sangre queda diluida 15 veces en 15 ml),
se coloco en el tubo y se incubd en posicion horizontal por tres o cuatro horas,
girando el tubo 45° cada 15 min, o girdndolo a una revolucién por hora en un
agitador giratorio (esto no se probd). Girar el tubo permite que las células
sedimentadas se revuelvan y que los oocinetos presenten una mayor probabilidad
de encontrar el ECM gel. Pasado el tiempo de incubacidn, se decanta el medio de
cultivo con los eritrocitos y se lava el tubo con PBS de 4 a 6 veces para después
agregar la dispasa II durante 30 min, el EDTA y centrifugar a 720 g por 10 min a
4 °C para formar la pastilla de oocinetos purificados.

Se realizaron 6 purificaciones con los tubos de fondo cénico, los cuales presentan
una superficie de adhesién de 31.26 cm?, encontrdndose que la recuperacion de
oocinetos y la pureza no fue distinta con respecto a las purificaciones con cajas de
Petri, que presentan una superficie de adhesion de 28.27 cm? (prueba de T, p =
0.616, con un tamafio del effecto de: g de Hedge = 0.18). Con el tubo se
obtuvieron recuperaciones de 4.37 % + 2.37 % (media + ee) y n = 6, contra
recuperaciones con la caja de Petri de 5.72 % + 1.12 % (media + ee) y n = 49,
implicando que la posibilidad de recuperar mdas oocinetos en la caja de Petri con
respecto al tubo es de 1.33 : 1 (razén de posibilidad). Estas diferencias no
significativas podrian atribuirsele a que la centrifuga en el eje de rotacion
construida dista de ser perfecta a comparacion, por ejemplo, con el dispositivo
construido por Yuan et al, (2015).
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Figura 15 (pie de figura en siguiente pagina).
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Figura 15 (pagina anterior). Elaboracion de la funda para centrifugacion en el eje de
rotacion y montaje del aparato. (a): Material necesitado: tornillo cabeza de gota 2’ x 3/16”’,
tuerca de 3/16°, 2 rondanas metdlicas y una rondana de madera de 3/16°’, broca de 3/16",
broca de 15/64’’, broca saca bocados de 1 ¥4’’, broca de 7/64°’, cianoacrilato (Kola Loca), 2
tablas de madera, segueta, nivel, tubo Falcon de 50ml, tubo Falcon de 15 ml, resina de
poliuretano (PMC-790 Smooth-ON o similar) (c¢), valero 6303 3RS C3, papel lija, 6 tornillos
allen de 1°° x 7/64°’, 3 tornillos de 1 4>’ x 15/64°°, vaselina, pelicula de parafina (Parafilm),
papel, silicon, taladro o Dremel mototool con ajuste de velocidad, soporte universal, pinza de
tres dedos, pinza de dos dedos para tubo de ensaye y ECM gel diluido 1/10 con ECM bulffer.
(b): se colocan las rondanas de metal y la rondana de madera apretadas con la tuerca, se pegan
las rondanas y la tuerca con cianoacrilato. (d): con la broca sacabocados se hace una ranura
circular sin atravesar la madera en el centro de la misma. (e): se coloca parafilm y papel cortado
sobre la ranura con el fin de que el tubo Falcon de 50 ml entre en la ranura a presién. (f): se
coloca el tornillo cabeza de gota con las rondanas en el orificio de la tabla realizado
previamente. (g): al tubo Falcon de 50 ml se le corta el cono final con una segueta y se lijan los
extremos para que queden perpendiculares. (h): con la broca adecuada se realizan 3 orificios en
el tubo Falcon de 50 ml separados equidistantemente en dos alturas distintas del tubo y se
colocan los tornillos allen. Posteriormente se coloca dentro del tubo Falcon de 50 ml el tubo
Falcon de 15 ml y se centra y sujeta con los tornillos allen como se muestra en los incisos (h),
(i) y (j). (k): a la otra tabla se le realizan dos orificios en las orillas de un extremo y otro orificio
en el centro del otro extremo, se introducen los tornillos de 1 %4’ x 15/64° y se balancea la
tabla con niveles girando los tornillos. (I), (m): se ensambla el molde, se nivela perfectamente y
se agrega la resina de poliuretano mezclando 2 partes de A (amarillo en (c)) con una parte de B
(azul en (c)) siguiendo las instrucciones del proveedor, vertiéndola en el tubo Falcon de 50 ml
hasta la marca de 25 ml para después introducir el Falcon de 15 ml. Se deja curar la resina
durante 48 h. (n), (0), (p): después de retirar los moldes obtenemos el producto final. (q): se
ensambla el aparato en un soporte universal como se muestra y se agregan 500 ul de ECM gel
diluido 1/10 con ECM buffer para cubrir los 31.26 cm? del interior del tubo Falcon de 15 ml. Se
pone a girar a < 5000 rpm y se deja gelificar el ECM gel a temperatura ambiente por 5 min
durante la rotacién. Posteriormente se agrega el cultivo de oocinetos, se deja incubando en
rotacion lenta a 20 °C con un mezclador de sangre por # 3 h y se decanta el cultivo con las
células contaminantes. Se lava con PBS de 4 a 8 veces y se llena el tubo con dispasa II a 2.4
U/ml para incubar por 25 min, se agrega EDTA 4 mM y se centrifuga a 720 g por 8 min para
formar una pastilla de oocinetos y recuperarlos del tubo.

6.2.6. Aspectos adicionales en la optimizacion de la purificacién de oocinetos

Con el fin de optimizar y simplificar la purificaciéon de oocinetos se exploraron
otras variables del sistema. En vista de que los eritrocitos contaminantes presentan
una influencia marcada en la purificaciéon de oocinetos, se especulé que el
rendimiento de la purificaciéon mejoraria agitando el cultivo de oocinetos durante
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la incubacién, al permitir que los oocinetos que se encuentran lejos de la
superficie de adhesion tengan una mayor probabilidad de encontrar el ECM gel,
consiguientemente disminuyendo el tiempo de biusqueda del oocineto por el
sustrato. Ademds de que no es seguro que los oocinetos puedan desplazarse
eficazmente en el paquete celular que se forma al fondo del contenedor. Esto
porque la capa celular es muy poco viscosa a diferencia del paquete celular
parcialmente deshidratado y gelatinoso que se forma durante la digestion. Por otra
parte, al agitar el cultivo, es probable que los eritrocitos que estdn ocupando el
espacio del sustrato vuelvan a entrar en suspension, y que liberen los espacios de
adhesion.

Para probar el efecto de la agitacion sobre el rendimiento del método, se sembro
el cultivo de oocinetos sobre cajas de Petri de 60 mm de didmetro recubiertas con
ECM gel diluido 1/10 con ECM buffer y dejadas secar. Las cajas se agitaron
gentilmente cada (15 a 20) min durante las 3 h de incubacién. Las cajas testigo
permanecieron inmoviles durante dicho tiempo. Después de 6 lavados con PBS se
recuperaron los oocinetos con dispasa Il y se contaron en una hemocitometo con
gradilla de Neubauer. La recuperacion de oocinetos incremento (2.74 + 0.96)
(media = ee) veces con la agitacion, sin embargo los resultados no fueron
significativos (prueba de T de dos colas, t = 2.84, p = 0.065, n = 4 cultivos
independientes con la sangre de un ratén cada uno). A pesar de esto, el tamafio del
efecto fue lo suficientemente grande (d de Cohen = 0.90) como para tomar en
consideracion a la agitacion durante la purificacion, sobretodo porque solamente
existe una probabilidad del 44.1 % de aceptar correctamente que existe un efecto,
asumiendo que en realidad hay un efecto (error del tipo II). Es decir, el
experimento carece del poder estadistico suficiente. Para asegurar que el efecto
observado no se debe al azar, el experimento deberia de repetirse entre 8 y 10
veces. La pureza también se elevd (1.74 + 0.43) (media + ee) veces (prueba de T
de dos colas, t = 4.06, p = 0.056, d de Cohen = 1.00) debido a que las células
contaminantes permanecieron aproximadamente constantes bajo los dos
tratamientos (aunque en promedio las células contaminantes disminuyeron al
agitar el cultivo (0.75 + 0.54) (media + ee) veces, el resultado no fue significativo;
prueba de T de dos colas, t = 1.37, p = 0.304, d de Cohen =-0.27).

Por otra parte, tomando como antecedentes los trabajos de Carter et al. (2003) y
Kim et al. (2010), se prob0¢ utilizar perlas magnéticas de neodimio grado N35 de 3
mm de didmetro para aumentar el rendimiento de la técnica bajo el fundamento de
que la hemozoina es paramagnética mientras que la oxihemoglobina no. EI campo
magnético generado por los imanes jalarian a los oocinetos hacia el ECM gel,
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disminuyendo el tiempo de busqueda del oocineto por el sustrato. Para esto, se
colocaron las perlas magnéticas en una caja de 24 pozos sin tapa (12 perlas por
pozo formando un prisma rectangular de 3 perlas de alto por 2 perlas de base por
2 perlas de cara lateral) y sobre ésta, otra caja de 24 pozos recubierta con ECM
gel y con el cultivo de oocinetos, de manera que la cara inferior de la caja con el
ECM gel y los oocinetos reposara directamente sobre los imanes (figura 16).
Después de 3 h de incubacion, los oocinetos en los pozos se lavaron 8 veces con
PBS para eliminar a los eritrocitos y se cont6 la cantidad de oocinetos por campo
a 400X muestreando un total de 30 campos por pozo.

En tres experimentos independientes realizados de esta manera (con dos réplicas
cada uno), se observaron diferencias significativas (prueba de T de una cola, t =
-3.117 p = 0.045) en la cantidad de oocinetos recuperados pero en el sentido
opuesto al hipotetizado; es decir, se recuperaron mds oocinetos sin utilizar los
imanes que utilizdndolos. La diferencia entre las medias fue de 0.56 desviaciones
estandar favoreciendo la recuperacion de oocinetos sin utilizar los imanes (d de
Cohen = -1.8). Aunque el tamafio del efecto resultd ser grande, el resultado es
marginalmente significativo, existiendo la posibilidad de cometer un error del tipo
I; sobretodo porque se esperaba que la recuperacion de oocinetos aumentara con
base en los experimentos de Carter et al. (2003) y Kim et al. (2010), cuando en
realidad disminuyd. El hecho de que se hayan recuperado menos oocinetos al
utilizar los imanes posiblemente radique en que no sélo los oocinetos son atraidos
por el imdn, también las otras fases del parasito (excepto los merozoitos por
carecer de hemozoina) son atraidas (Kim, et al., 2010). Estas fases pueden superan
en numero a los oocinetos hasta por dos ordenes de magnitud en el cultivo de
oocinetos, ocupando por lo tanto los sitios de adhesion que le corresponderian a
los oocinetos. Probar la hipdtesis con imanes mds grandes y potentes (grado N42
o N52, como sugiere Kim et al. (2010)) y uno por pozo en vez de varios apilados
para obtener campo magnético mds fuerte y uniforme, probablemente
magnificaria el efecto observado (figura 16, iman de la derecha).

Aunado a estos experimentos, también se probd realizar micropurificaciones
recubriendo cajas de 24 pozos o cubreobjetos de 13 mm de didmetro con (20 o
10) ul de ECM gel diluido 1/5 en ECM bulffer, respectivamente, para colocar 5 pl
del cultivo de oocinetos (conteniendo 1 pl de sangre) diluido a un volumen final
de 1 ml por pozo e incubando por 3 h. Después de realizar los lavados con PBS,
se encontraron entre 5 y 10 oocinetos por campo a 200X. Con base en este
experimento, en teoria podrian realizarse microcultivos extrayendo un microlitro
de la cola del ratén, cultivarla en RPMI-Ooc y posteriormente purificar a los
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oocinetos para fines de microscopia e inmunofluorescencia sin la necesidad de
sacrificar a un ratén. Considerando un promedio de 7.41 x 10° oocinetos/ml de
sangre (figura 5b sin columna de CF-11), en un microlitro de sangre hay 7.41 x
10° oocinetos, y si consideramos un porcentaje de recuperacion promedio de 5.72
(obtenido de 46 purificaciones realizadas en cajas de Petri) en promedio se
obtienen 424 oocinetos por pozo.

-4 - Mediode cultivo

> Células sedimentadas

. sCajade 24 pozos

> |manes

Figura 16. Dispositivo para purificar oocinetos utilizando imanes. En una caja de 24 pozos
sin tapa se colocaron imanes esféricos de 3 mm de didmetro de neodimio grado N35 y sobre
esta caja se coloco otra caja de 24 pozos recubierta con ECM gel y con el cultivo de oocinetos.
El instrumento no increment6 la recuperacion de oocinetos, por el contrario la disminuyd. Es
posible que cambiando la forma del imédn (un sélo imén cilindrico en vez de perlas apiladas) y
un imdn mas potente p. €j. N52 o N42 en vez de N35 (Kim et al., 2010), con un campo
magnético mds fuerte, se incremente el rendimiento de la purificacion, aunque las otras fases
del parésito serfan atraidas de igual manera, volviendo a la técnica contraproducente si es que la
interpretacion del experimento es la correcta.

El método de purificacion desarrollado simula, en gran medida, un evento de
invasion natural pero in vitro, en el cual el oocineto se encuentra en condiciones
similares al bolo alimenticio hasta que encuentra la superficie de adhesion.
Después es lavado a un pH similar al intracelular (aunque el PBS usado para
realizar los lavados no se acerca a las condiciones citoplasmaéticas a las cuales
debe enfrentarse in vivo). Finalmente es cultivado en un medio semejante a la
hemolinfa del mosquito (figura 17). Esto podria significar que los oocinetos, al
mismo tiempo de ser purificados, estén pasando por condiciones semejantes a las
cuales debe enfrentarse durante su trayectoria del bolo alimenticio a la ldmina
basal (saltdndose la invasion intracelular). Esta metodologia, por lo tanto,
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representa un método mds “natural” u “orgénico” para obtener oocinetos puros,
que ademads refleja la condicion fisiolégica normal de los oocinetos para
estudiarlos posteriormente.

2

3 4
/—"\ /'_\
A RPMI-Ooc Simula el bolo alimenticio pH 8.3

pH 7.4 equivalente al citoplasma

Gmula la hemolinfapH 6.8

Figura 17. Simulacién de un evento de invasion in vifro. Ya sea que el cultivo de oocinetos
se purifique en pozos, cajas de Petri, tubos de fondo cénico, o cubreobjetos (como en este caso),
se estd simulando un evento de invasién in vitro en el cual el oocineto se encuentra en medio
RPMI-Ooc, que es equivalente a las condiciones que encuentra en el bolo alimenticio junto con
los eritrocitos y otras células contaminantes, para después encontrar, adherirse e invadir el
sustituto de matriz extracelular. Después, con los lavados con PBS a pH fisioldgico, el oocineto
entra en contacto con condiciones semejantes al de las células epiteliales, para después ser
cultivado bajo condiciones semejantes a las de la hemolinfa del mosquito al afiadir medio Schn-
0Ooq.
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Por ultimo, el cultivo de oocinetos comienza con la extraccion de la sangre del
ratén y colocdndola a 20 °C por 20 h a 24 h en medio RPMI-Ooc, tiempo en el
cual se retira el cultivo y se coloca sobre las cajas recubiertas con ECM gel para la
purificacién, incubando entre 2 h y 4 h méas. Considerando esto, se probd colocar
la sangre de ratén infectada directamente sobre cajas recubiertas con ECM gel
para cultivarlas por 24 h a 28 h y posteriormente realizar los lavados para
purificar a los oocinetos. De esta manera se evitaria la transferencia del cultivo
desde el matraz donde se incubaron los oocinetos a las cajas de purificacion,
permitiendo realizar el cultivo y purificacion de oocinetos en un Unico recipiente.
Al realizar este experimento con cuatro repeticiones partiendo de la sangre de un
raton cada uno, se observo que después de 24 h a 28 h no habia oocinetos en la
preparacion final. En un experimento no se encontrd nada en el pozo después de
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los lavados, ni siquiera el ECM gel. En otros dos experimentos si se encontrd el
ECM gel pero ningn oocineto, en cambio habia unas esferas muy grandes
(aproximadamente (50 a 60) um de diametro). Estos cuerpos esféricos parecian en
ocasiones presentar protuberancias. EIl ECM gel alrededor de las esferas se veia
como en forma de red y “jalada” hacia los cuerpos esféricos. Después de 24 h post
purificacion, estos cuerpos esféricos eran atin mds grandes (entre (100 y 150) um
de didmetro). En el cuarto y ultimo experimento se encontré todo un
conglomerado de eritrocitos y pardsitos que no se lograron disgregar. Hasta el
momento no se sabe qué son estos cuerpos esféricos que crecen en tamafo,
probablemente sean conglomerados muy densos de pardsitos con eritrocitos, ECM
gel y probablemente leucocitos. Es muy improbable que sean ooquistes debido a
que naturalmente, el desarrollo de los ooquistes toma entre 10 d y 15 d para
alcanzar didmetros de (50 a 60) um. Ademads de estas observaciones se encontrd
en todos los casos que el revestimiento de ECM gel presentaba una forma distinta
a la que normalmente se observa en un microscopio invertido con contraste de
fases. Es probable que las proteasas del suero de raton y los leucocitos estén
degradando o modificindo al ECM gel de alguna manera. En estas condiciones, el
suero del ratén se encuentra en contacto con el ECM gel por 24 h a 28 h a
diferencia de 2 h a 4 h durante la purificacién convencional desarrollada.

6.2.7. Infeccion de mosquitos con oocinetos purificados.

Para determinar si los oocinetos purificados mediante ECM gel son ain capaces
de invadir a los mosquitos, y para confirmar que los oocinetos purificados pueden
formar ooquistes, se alimentaron mosquitos A. albimanus con oocinetos sin
purificar y con oocinetos purificados. Se realizaron dos experimentos
independientes en donde el cultivo de oocinetos que expresan constitutivamente la
proteina verde fluorescente se separd en dos alicuotas; una para alimentar a los
mosquitos directamente y la otra para purificar a los oocinetos y alimentar a los
mosquitos posteriormente. LLos oocinetos se purificaron en cajas de Petri de 63.62
cm’ recubiertas con ECM gel diluido 1/5 con ECM buffer e incubando por 4 h
para después lavar a los eritrocitos con PBS e incubar por 25 min con dispasa II a
2.4 U/ml. Para bloquear la reaccion parcialmente (Alvarez, et al., 2006) y evitar la
formacion de conglomerados de ECM gel, se agregé EDTA a una concentracion
final de 4 mM y se lavé la caja 4 veces con 4 ml de PBS a 4 °C pipeteando
vigorosamente. Después de la centrifugacion de los oocinetos purificados y de los
oocinetos no purificados, la concentracién de oocinetos de ambas alicuotas se
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ajusté a 900 oocinetos/ul para el primer experimento y a 350 oocinetos/pul para el
segundo experimento. Ademads se ajustd el hematocrito a 5 % en todos los casos
para que las alimentaciones fuesen equivalentes. El hematocrito se ajusto con la
sangre de un raton sano. 12 h post alimentacion, se tomaron 5 mosquitos de cada
grupo para verificar la presencia de oocinetos en el bolo alimenticio.

En el primer experimento fue evidente que los mosquitos alimentados con
oocinetos purificados presentaban una menor cantidad de oocinetos (aunque no se
cuantificaron), por lo que se sospecha que se sobre-estimé la cantidad de
oocinetos purificados o viceversa. En el segundo experimento, ambos grupos
presentaban la misma cantidad de oocinetos en el bolo alimenticio (175 ooc/ul) a
las 12 h post alimentacion. La gran mayoria de los oocinetos ya se encontraban en
el tejido epitelial pero seguia habiendo oocinetos en el bolo alimenticio (no se
cuantific6 la proporcién de oocinetos que habia en el tejido o en el bolo
alimenticio). Interesantemente, un 20 % de los oocinetos en el bolo alimenticio de
los mosquitos alimentados con oocinetos purificados ya se encontraban en fase de
took (transforming ookinete, que ocurre cuando surge una protuberancia en el
oocineto cuando comienza a diferenciarse a ooquiste (Carter, et al., 2007)) (figura
18). Probablemente estos oocinetos comenzaron su diferenciacién ectdpicamente
en el bolo alimenticio y no invadieron el epitelio intestinal, explicando la
disminucién de la prevalencia, abundancia e intensidad en este grupo (figura 19).

Considerando solamente el segundo experimento, en el cual se tuvo la certeza de
haber alimentado a los moscos con la misma cantidad de oocinetos, la prevalencia
(que se calcula como el nimero de hospederos infectados sobre el ntimero total de
hospederos muestreados por 100) en los moscos alimentados con oocinetos
purificados disminuyé 3.95 veces, mientras que la abundancia (que se calcula
como el numero de parasitos sobre el numero total de hospederos muestreados)
disminuy6 4.64 veces con respecto a los moscos alimentados con oocinetos sin
purificar. La intensidad de la infeccion (que es el cociente entre el numero de
parésitos sobre el nimero de hospederos infectados) s6lo disminuyo 1.17 veces.
La diferencia entre la distribucion acumulativa de la cantidad de ooquistes por
mosco entre los dos tratamientos fue significativa (Komologérov-Smirnov p <
0.05). Varios investigadores se han planteado la hipotesis de que los componentes
de la 1dmina basal le indican al oocineto que debe de comenzar a diferenciarse (p
eJ. ver: Arrighi y Hurd, 2002) por lo que es probable que con éste método de
purificacién basado en un sustituto de matriz extracelular, los oocinetos se
condicionen a la diferenciacion hacia ooquiste y por lo tanto se diferencien en el
bolo alimenticio del mosquito.
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Mosq uitos alimentados con oocinetos

Purificados mediante ECMgel Sin purificar

Figura 18. Infeccion de mosquitos con oocinetos purificados. Oocinetos en el bolo
alimenticio a las 12 h post alimentacién (hpa) en mosquitos alimentados con oocinetos
purificados (a) y sin purificar (d). La flecha en (a) apunta a un took. Ooquistes en el epitelio
intestinal de mosquitos alimentados con oocinetos purificados (b) y sin purificar (e) a las 48
hpa. Ooquistes y al parecer oocinetos en el epitelio intestinal de mosquitos alimentados con
oocinetos purificados (c¢) y sin purificar (d) a las 72 hpa. Nétese que en el bolo alimenticio de
los mosquitos alimentados con oocinetos sin purificar a las 12 hpa (d) hay otras fases del
pardsito mientras que en el bolo alimenticio de los mosquitos alimentados con oocinetos
purificados a las 12 hpa (a) solamente hay oocinetos (y tooks). Imagenes representativas de dos
experimentos independientes.
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Exp 1 Exp 2

Prevalencia= 100 38.46 88.89 10.71 44.83 11.36

Abundancia= 9.9 3.0 10.83 0.18 1.16 0.25
Intensidad= 9.9 7.8 2.19 1.67 2.58 2.20
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Muestreo a 48/72h sin/con purificacion
de oocinetos

Figura 19. Nimero de ooquistes en intestinos de mosquitos alimentados con oocinetos
purificados mediante ECM gel y sin purificacion. Ademas de la muestra tomada a las 12 h
para ambos experimentos, en el experimento 1 se tom6 muestra a las 48 h y a las 72 h, sin
embargo la cantidad inicial de oocinetos no fue la misma para los dos tratamientos debido a un
error metodolégico. En el experimento 2 los moscos se alimentaron con 350 ooc/ul y a las 12 h
se encontraron 175 ooc/ul en los dos grupos. Solamente se compararon los grupos de 72 h sin
purificaciéon y con purificacién del experimento 2 debido a que son los tunicos grupos
equivalentes. Las diferencias fueron significativas (prueba de Komologérov-Smirnov p < 0.05).
Los puntos representan el numero de ooquistes en un s6lo mosquito y las barras representan la
media.

7. Conclusiones

A pesar de que el método de purificacion de oocinetos utilizando un sustituto de
matriz extracelular ya habia sido implementado en 1993 por Warburg y Schneider
como un resultado paralelo a su intension de cultivar ooquistes (Warburg y
Schneider, 1993), en este trabajo se desarroll y optimizé dicho método al punto de
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poder predecir el rendimiento y la pureza partiendo de distintas condiciones
iniciales en el cultivo de oocinetos, las cuales, en la praxis, presentan cierto grado
de variaci6on. El rendimiento y la pureza del cultivo presentan una relacion
positiva y lineal con respecto al tiempo de incubacion (figura 7a y 7b), al niimero
de lavados (unicamente para la pureza) (figura 7c y 7d) y a la concentracion del
ECM gel (figura 11c) utilizado para revestir las superficies; mientras que el buffer
o medio de cultivo para diluir al ECM gel no presenta ninguna relacion (figura
11a). Se comprob6 que es posible utilizar convenientemente superficies tanto de
plastico como de vidrio revestidas con ECM gel fresco o seco, estas ultimas
siguieron funcionando después de varios meses de refrigeracion. El revestimiento
de superficies con los componentes mds abundantes de la ldmina basal como el
coldgeno tipo IV y la laminina no permitié la recuperacion de oocinetos (figuras
10a y 1la) por si mismos, probablemente debido a la carencia de otros
componentes de la lamina basal como la fibronectina, glicoproteinas vy
proteoglicanos. La interaccion de estas moléculas con el oocineto no se ha
estudiado tan extensamente como es el caso del coldgeno y la laminina, por lo que
se debe llevar acabo mds investigacion al respecto.

La relacion de eritrocitos por oocineto, que se puede traducir como el grado de
contaminacion del cultivo de oocinetos, resulté ser una variable de gran influencia
tanto para la recuperaciéon de oocinetos como para la pureza de la preparacion,
observidndose que el rendimiento cae exponencialmente al aumentar dicha
relacion (figura 14), de manera que en los casos en los cuales se obtienen muy
pocos oocinetos de partida, la mejor opcidn seria suspender la purificaciéon. Con
respecto a la cantidad de oocinetos que van a ser sembrados para su purificacion,
se observé que la recuperacion de oocinetos (en nimeros absolutos) aumenta
logaritmicamente al incrementar la cantidad inicial de oocinetos, hasta que se
alcanza un limite en el cual no es posible recuperar mds. Este fendmeno ocasiona
que la cantidad de oocinetos recuperados (en términos relativos porcentuales)
presente una relacion cuadratica con respecto al nimero inicial de oocinetos,
seguido por una cola con comportamiento asintético (figura 12). El efecto de
diluir el cultivo de oocinetos es también en cierta medida el responsable de dichas
observaciones, las cuales se hacen mas evidentes al analizar la pureza de la
preparaciéon de oocinetos; en donde presenta una relacidon que parece estar
invertida con respecto al porcentaje de recuperacion, y que se caracteriza por las
evidentes aglutinaciones de eritrocitos en las diluciones en las cuales se obtiene
un mayor porcentaje de recuperacion, imposibilitando por lo tanto la purificacion
adecuada de los oocinetos. En caso de que sea necesario diluir a los oocinetos
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previamente a la purificacion, debe evitarse diluir la sangre entre 50 y 100 veces
(o el cultivo entre 10 y 20 veces) para evitar las aglutinaciones de eritrocitos.

La metodologia de purificacion puede escalarse para realizar micropurificaciones
con tan sélo un microlitro de la sangre infectada de un rat6n sin la necesidad de
sacrificarlo. Ademads puede escalarse para realizar macropurificaciones de varios
ratones con el inconveniente de gastar mas ECM gel para recubrir superficies muy
grandes. La recuperacién de oocinetos presenta una relacién positiva con la
superficie disponible (figura 12f) a menos de que se diluya el cultivo, obteniendo
entonces un fendémeno de aglutinacién. Los oocinetos que no lograron adherirse al
ECM gel en una primera purificacion, pueden volverse a sembrar sobre el ECM
gel para recuperar mds, en un escenario en donde la agitacion gentil del cultivo
incremento (aunque no significativamente) la recuperacion de oocinetos. Aunado
a esto, es posible obtener a los oocinetos purificados en suspension mediante el
protocolo que involucra la digestion del ECM gel mediante dispasa II y EDTA
para evitar la formacion de conglomerados. Este protocolo resulté en un método
facil y conveniente de purificacion de oocinetos basado en el revestimiento de
tubos de fondo cénico mediante centrifugacion en el eje de rotacion, permitiendo
realizar todos los pasos en un s6lo contenedor. Lamentablemente, no se logro
realizar la purificacién de oocinetos que fueron cultivados desde las cero horas de
cultivo (es decir desde la maduraciéon de los gametocitos y formacién de los
cigotos) por razones aun no conocidas. Tampoco se logr6 aumentar el
rendimiento de la técnica empleando imanes de neodimio (figura 16).

Los oocinetos purificados mediante esta metodologia fueron infectivos para los
mosquitos, aunque en una menor medida con respecto a los oocinetos no
purificados (figuras 18 y 19). Probablemente estas diferencias radiquen en que los
oocinetos purificados mediante ECM gel ya entraron en contacto con los
componentes de la ldmina basal, condiciondndolos a la diferenciacién celular
hacia ooquistes y provocando que los oocinetos se comenzaran a diferenciar en el
bolo intestinal del mosquito (figura 18).

Por tltimo, los oocinetos purificados y resuspendidos con dispasa Il y EDTA no
presentaron una menor viabilidad (medida con tinciones vitales) con respecto a
los oocinetos solamente purificados (figura 9). Es probable que al medir otros
aspectos de la fisiologia celular del oocineto, si se encuentren diferencias en los
oocinetos tratados con dispasa II, EDTA y una sola centrifugacion. Por ejemplo,
no tenemos la certeza de que la membrana plasmética del oocineto no haya sido
alterada por el tratamiento con dispasa II, o que el equilibrio i6nico intracelular
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no haya sido modificado por el tratamiento con EDTA. El motivo més fuerte para
desarrollar y optimizar esta metodologia radica en la obtencidn de oocinetos puros
minimamente manipulados, y en todo caso, siempre en condiciones que permitan
no solo la supervivencia, sino también el desarrollo del oocineto, evitando la
utilizacién de agentes quimicos y fisicos que puedan alterar su fisiologia (figura
17). La comprobacién de la alteracion fisiolégica del oocineto no se logré llevar a
cabo en el presente trabajo y tendrd que realizarse en trabajos subsecuentes. Un
aspecto adicional que deberia tomarse en consideracidon en ensayos posteriores, €s
la determinacion del grado de oxidacion de los oocinetos durante los lavados con
PBS para eliminar a las celulas contaminantes. Al retirar el medio de cultivo o
PBS del contenedor, los oocinetos adheridos podrian entrar en contacto con una
presion parcial de oxigeno mayor, lo que podria ocasionarles un choque oxidante.

En perspectiva, a pesar de estas posibles fuentes de estrés, se establecid un
método sencillo y reproducible de purificacién de oocinetos que permitird realizar
estudios bioquimicos, moleculares y celulares en condiciones muy cercanas a las
basales del oocineto, con un minimo grado de manipulacién. Ademds de que
probablemente, en trabajos subsecuentes, sea posible aumentar el rendimiento del
cultivo de ooquistes y de esporozoitos in vitro, lo que permitiria incrementar el
escaso conocimiento que se tiene del ooquiste, asi como el desarrollo de vacunas
que eviten la transmision utilizando esporozoitos.

La aportacion de esta investigacion es que los oocinetos pueden purificarse de los
otros componentes celulares del cultivo mediante el recubrimiento de superficies
s6lidas con ECM gel, sobre las cuales el cultivo de oocinetos es incubado. El
ECM gel es invadido exclusivamente por los oocinetos, y las células
contaminantes pueden descartarse bajo el fundamento de que, a diferencia de los
otros componentes celulares del cultivo de oocinetos, los oocinetos son células
especializadas para moverse e invadir tejidos. En esta técnica se aprovechan las
caracteristicas bioldgicas del oocineto para purificarlo (adhesién e invasion), en
vez de utilizar métodos fisicos o quimicos, lo que permite mantener condiciones
de cultivo apropiadas para el desarrollo del oocineto. Aunque no se lograron
obtener en promedio purificaciones mayores al 80 % (excepto utilizando
cubreobjetos y probablemente con cualquier superficie que no presente dngulos),
la purificacion mediante esta metodologia resulté ser mucho més simple que otras
reportadas en la literatura y requiere un minimo entrenamiento para llevarlo a
cabo. A pesar de que en promedio toma entre 4 h o 5 h, al menos 3 h son
utilizadas en el tiempo de incubacion.
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Durante el desarrollo y optimizacion del método se llegé a la conclusiéon de que,
entre todas las variantes que se probaron, no existe una mejor o peor manera de
realizar la purificacion utilizando ECM gel como sustrato de adhesion, en cambio,
la metodologia puede ajustarse, mutatis mutandis, a las necesidades del
experimentador. Por ejemplo: si se necesitan muy pocos oocinetos, lo
recomendable es utilizar el ECM gel muy diluido y superficies pequenas, o
incubando por 1 h o 2 h en vez de 3 h 0 4 h. Si, por el contrario, se necesitan
muchos oocinetos, lo recomendable seria utilizar el ECM gel mdas concentrado,
tratando a su vez de aumentar la superficie de adhesion o aumentando el tiempo
de incubacidn. Si los oocinetos se necesitan en suspension, el método mas sencillo
seria utilizar los tubos de fondo conico, para después desprender a los oocinetos
mediante dispasa Il y EDTA. Pero, si no es posible realizar una centrifugaciéon en
el eje de rotacidn para recubrir el tubo, pueden utilizarse cajas de Petri. Si se
necesita cultivar a los oocinetos durante un largo periodo de tiempo, o agregarles
tratamientos especificos, lo recomendable seria utilizar cajas de Petri o cajas con
pozos. Si se necesitan montar a los oocinetos en una laminilla para observarlos al
microscopio, lo ideal serfa utilizar cubreobjetos recubiertos con ECM gel (ver
protocolos sugeridos en el Apéndice III). Como se muestra en estos ejemplos
tedricos, la metodologia resulté ser muy flexible, y permite realizar los cambios y
ajustes necesarios ad hoc a cada disefio experimental.
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Apéndice 1. Purificacion de oocinetos con iohexol

Antes de buscar estrategias alternativas de purificacién de oocinetos se empleaba
el protocolo de purificacion establecido por Rodriguez et al., (2002), el cual
involucra la lisis osmoética de los eritrocitos mediante NH,C1 0.17 M durante 25
min a 4 °C en agitacion suave, la eliminacion de los detritos resultantes mediante
4 centrifugaciones diferenciales a (720, 580, 402 y 258) g seguido de la
eliminacién de las células residuales mediante un colchén de iohexol al 17 % y
dos centrifugaciones a 720 g para eliminar al iohexol.

Debido a que el cloruro de amonio causa la modificaciéon de la membrana
plasmdtica de los oocinetos (Herndndez-Romano, et al., 2011) y debido a que la
formacion de pastillas puede provocar que los oocinetos entren en anoxia, seguido
de un choque oxidante tras la resuspension, aunado a que se encontraban con
mucha frecuencia conglomerados de oocinetos muertos post-purificacion (datos
sin publicar), se decidié buscar protocolos alternativos para purificar a los
oocinetos.

A parte de los métodos que utilizan columnas magnéticas con o sin anticuerpos
(Carter, et al., 2003; Siden-Kiamos, et al., 2000), los cuales no se lograron llevar a cabo,
Axis-Shield en la ficha técnica del iohexol, compila varias técnicas de
purificacién de oocinetos de Plasmodium utilizando iohexol (o Nycodenz de
Axis-Shield o Histodenz de Sigma) y sugiere el empleo de gradientes continuos
de iohexol al 10 % o 20 % generados mediante congelacién y descongelacion, o
el empleo de gradientes discontinuos al 6 %, 11 % y 16 % (Axis-Shield, 2013;
Murayama, et al., 2001). Se probaron estas técnicas ademds de la reportada por
Dearsly et al. (1987) la cual involucra la eliminacion de las fases asexuales
mediante mitomicina C y colchones de iohexol al 12 % para eliminar el resto de
las células contaminantes. Ellos encontraron que colchones al 10 % enriquecian a
los gametocitos y a los cigotos, mientras que si se empleaba un colchén al 12 % el
enriquecido contenia también oocinetos.

Brevemente, para fraccionar las distintas células del cultivo de oocinetos, que
contiene eritrocitos, otras fases del parasito, leucocitos y plaquetas (en caso de
que no se hayan utilizado columnas de CF-11), se prepararon colchones de
iohexol al 10 %, 12 % y 13 %, gradientes discontinuos al 6 %-11 %-16 % y
gradientes continuos generados mediante congelacion y descongelacion de
soluciones al 10 % y 20 % (Axis-Shield, 2013; Murayama, et al., 2001; Hitachi, 2003) en
buffer Tris 4.95 mM/EDTA 0.417 mM con KCl1 2.95 mM a pH 7.5. El cultivo de
oocinetos previamente centrifugado y resuspendido en 1ml de PBS fue colocado
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sobre dichos gradientes y centrifugados a 720 g por 30 min. Las fracciones
obtenidas fueron recolectadas con una pipeta Pasteur y observadas al microscopio
para comparar el grado de pureza de los oocinetos. Algunas fracciones fueron
colocadas nuevamente sobre otros colchones de iohexol para procurar
purificaciones més elevadas. En la tabla Al 1, se muestran los resultados de un
intento de purificacion prospectivo mediante estos protocolos utilizando un
colchdén de iohexol al 12 %, un gradiente discontinuo al 6 %, 11 % y 16 % y
gradientes continuos generados mediante congelacion-descongelacion partiendo
de una solucién homogénea al 10 % o 20 %, sobre los cuales se coloc6 el cultivo
de oocinetos. En cada una de las fracciones obtenidas después de la
centrifugacion se realizaron observaciones para determinar el grdiente o colchon
con una mayor proporcion de oocinetos vs células contaminantes asi como los
componentes celulares de la fraccion.

Tabla Al.L. Experimento 1 sin utilizar cloruro de amonio.
Dos cultivos de oocinetos con la sangre de dos ratones cada uno
se mezclaron en un solo tubo v se colocaran 4ml sobre cada
gradientef/colchdn de iohexol. Los tubos se centrifugaron a 1600¢g
a 20°C por 30min. Se realizaron frotis tefidos con Giemsa para
determinar la compaosicidn celular de cada fraccign obtenida.

lohexol

Fracciones 10% C-D 20% C-D 6, 11, 16% 12.00%

1 - - - -
2 F'ar: = Par. = erit. - Parasitos
detritos
3 Par. = ooc.  Erit. = par. Par. = erit. Erit. = ooc.
= 00C.
4 Par. = ooc.  Erit. = ooc. Erit. = coc.  Erit. = ooc.
5 Dv:etritus ] Erit. Erit. = par. Erit.
erit. = ooc. = 0oC.
6 Detritos DEtE':i‘ES *  Erit. = ooc. Erit. = ooc.
7 Erit. = ooc.
8 Erit.
Erit. =
Pastilla detritos =  Erit. = ooc.
ooc.
. Axiz-Shield Application sheet for Dearsly,
Referencia Plasmodivm purification et.al., 1986

C-D: formacidn de gradientes de iohexol mediante congelacién v
descaongelacidn de dos soluciones con concentraciones iniciales.

Par. parasitos en general menos oocinetos, ooc: ococinetos, erit

Los distintos componentes en cada fraccion se representan de
mayor abundancia a menor.
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En general no se encontraron fracciones con enriquecimientos considerables de
oocinetos con excepcion del gradiente continuo partiendo de una solucién al 20
%, la cual presentd oocinetos solamente en la fraccion 4. La elaboracion y el
manejo de este gradiente es complicado y debe de manipularse con precaucion
para no alterarlo. En el colchén al 12 % se esperaban dos fracciones, la pastilla y
una interfase, pero en cambio se obtuvieron varias fracciones por lo que se
procedio a verificar la densidad de las soluciones de iohexol (figura Al.1).

U

(528798x 4 10088

C) 20 1
] y = 684.37x = 912.285
RY = 0.99912

o
i
—

Densidad (g/ml)
Densidad (g/ml)
Concentracidn (% wiv)

10 15 20 13300 13350 L3400 1.3450 1,3500 13450  1.360C 13300 1.3350 1.3400 1.3450 13500 L3550 1.3600
Yolwiv) Indice de Refraccion Indice de Refraccian

Figura AIL1. Verificacion de las soluciones de iohexol mediante gravimetria (a y b)
utilizando micropipetas y una balanza analitica, y mediante el indice de refraccién (b y ¢)
utilizando un refractémetro manual.

Después de verificar que las soluciones de iohexol estuviesen bien preparadas. Se
procedio a realizar otro experimento para refinar la técnica empleando primero un
colchon al 12 % y después un colchon al 10 % (tabla Al.2). El razonamiento fue
el siguiente: un colchén al 12 % permite el enriquecimiento de gametocitos,
cigotos y oocinetos, mientras que un colchon al 10 % separa a los oocinetos de los
cigotos y gametocitos, donde los oocinetos formarian una pastilla mientras que los
cigotos y gametocitos se encuentran en la interfase. Este no fue el caso (ver tabla
AlL2). A pesar de que si se lograron separar los oocinetos de los eritrocitos, la
pastilla formada contenia mas oocinetos que la interfase. La interfase
posteriormente se introdujo en un colchon al 10 % esperando que los oocinetos se
enriquecieran en la pastilla. La mayoria de los oocinetos se encontraron en la
interfase y con una pureza del 1.08 %. Posteriormente se procedi6 a realizar un
tercer experimento empleando ahora un colchén al 13 % y después un colchén al
10 %, colocando sobre éste la interfase obtenida en el colchén al 13 %. En
ninguno de los colchones empleados se obtuvieron buenas purificaciones de
oocinetos (purezas menores al 1 %) (tabla AL3).
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Tabla Al 2. Experimento 2 sin utilizar cloruro
de amonio. Un cultive de cocnetes con la sangre de
dos ratones se centrifuge a 720g por 5 min a 20°C vy
la pastila se resuspendid en 3ml de RPMI-Ooc. El
resuspendids se colocd sobre un colchan de iohaxal al
12% v se centrifugd a 7209 por 25min a 20°C. Se
recolects la interfase v se diluyd a 1ml para velver a
centrifugar ahora sobre un colchdn al 10% de iohexol
Se realzaron frotis tefidos con Giemsa para
determinar la compesicion celular de las interfases v

las pastilas.
Colchon al 12%
Pastilla Interfase
Gametocitos,
Eritrocites, anilos, esquizontes, cgotos y
trofozoitos v bastantes oocinetos
oocinetos

7% pureza ococ.

Colchon al 10% para interfase

Pastilla Interfase

ct= 75.5E406 27.5E+06

ooc= 100.0E403 200.0E+03
Pureza= 0.13% 1.08%

Coeficiente de particion X 100 (%) para las
celulas contaminantes y los oocinetos entre la
interfase y la pastilla celular.

ct past= T3.12% ctint= 26.88%

ooc past= 25.00% ooc int= 75.00%

ct: celulas totales contaminantes, ooc: oocinetos,
past: pastila celular, int: interfase.

En el tercer experimento se utilizé un colchon al 13 % con la idea de que el
colchon al 12 % no enriqueci6 a los oocinetos adecuadamente. En esta ocasion se
contaron las células totales (CT) contaminantes y el nimero de oocinetos pre-
purificacion. La gran mayoria de los oocinetos (56 millones) fueron encontrados
en la pastilla del colchén al 13 %. Se hubiese podido continuar realizando
experimentos empiricamente hasta mejorar la técnica, pero al considerar que los
oocinetos son células especializadas, las cuales son capaces de adherirse e invadir
tejidos, mientras que el resto de las células contaminantes son incapaces de
realizar este comportamiento, nos condujo a desarrollar la nueva metodologia de
purificacion de oocinetos la cual es el tema central de esta tesis.
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Tabla Al.3. Experimento 3 sin utilizar clorure de amonio. Un cultive de oocinetos
con la sagre de dos ratones se centrifuge a 720g por Smin a 20°C y la pastilla se
resuspendid en 1.5ml de RPMI-Ooc para colocar sobre un colchon de ichexal al 13% v
centrifugar & 720g por 10min a 20°C. Se recuperd la interfase, se lavo una vez con RPMI-
Ooc v se resuspendio en 2ml de medio para volver a colocar sobre un colchon de iohexal,
ahora al 10%. Las células de las pastillas e interfases se contaron en un hemoctametro
para determinar el enriqueciriento de los cocinetos.

Cultivo pre-separacion

lohexol al 13%

lohexol al 10% (solo
interfase 13%)

Pastilla Interfase Pastilla Interfase
CT= 12 0E+03 2. 6E+03 452 0E+0&E 294 0E+0& 45, 5E+06
Doc= 55.8E+0D& S5&.0E+0E 3.BE+085 125.0E4+03 125.0E4+03
Rendimiento 100 oo 93.73% 6.27% 0.21% 0.21%
Doc/ct= 0.005 0.00582 0.00812 0.0004252 0.002747
Coeficiente de particion | Coeficiente de particion
CT IfP= 0.048 0.155
Ooc P 0.087 1.000

CT: celulas totales cortarminantes, Ooc: coanetos, |/P: relacion de las células en la

interfase sobre la pastilla.

Los valores estan determinados en calulas/imil.
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Apéndice I1. Graficas adicionales.

Durante la planeacion y el transcurso de la experimentacion, se identificaron al
menos ocho variables que influyen en el rendimiento del cultivo, tanto en la
recuperacion de oocinetos como en la pureza de la preparacion resultante (tabla
AIL1). La influencia en el rendimiento del cultivo, asi como su peso se establecio
en los resultados, sin embargo no se establecid la relacion que pueden presentar
las variables de entrada entre si, ni la relacioén entre un conjunto de variables de
entrada y una de salida. Para tratar de encontrar alguna dependencia (y por lo
tanto patrones) entre dos variables de entrada con respecto a una variable de
salida, los datos de las 86 purificaciones realizadas durante este trabajo (las cuales
se realizaron con distintos valores para cada una de las variables de entrada) se
representan en la figura AIL.3 en forma de graficas de burbuja. Las graficas de
burbujas permiten graficar dos variables de entrada en cada eje (x y y) y una
variable de respuesta representada como la superficie de las burbujas.

Tabla Alll. Variables que se lograron
identificar durante la planeacion y
experimentacidon del método.

Variables de

Entrada Salida

MNamero de oocinetos

iniciales
Superficie por oocineto

{em?fooc) Numero de oocinetos
Tiempo d:{ahi:rl'lcubacidn recuperados

Namero de lavados » ,
Recuperacién de oocinetos

L . (%)
Entrocitos/oocineto

Concentracidn del
ECMgel {mg/ml)

Concentracidn SFBdc
{26)

Pureza (%)

Dilucién de la sangre

Para el caso de la relacion E/Ooc, se busco en la base de datos de las
purificaciones realizadas (n = 46, en las cuales se conocia el numero inicial de
oocinetos) si se conservaba el patron observado en la figura 14 a pesar de
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realizarse cada una bajo condiciones distintas. Debido a que no se contd la
concentracion de eritrocitos en la mayoria de los cultivos de oocinetos, para
realizar las gréficas se considerd la concentracion media de eritrocitos en la
sangre de 87 ratones entre el tercer y séptimo dia post la infeccion con P. berghei
(figura AIL.1) observandose que en cierta medida el comportamiento sigue
presente.

Hi—e o

1.4x10" 8

1.2x1078-

1.0x107% 1

8.0x10~ 7

6.0x1077

4.0x107 1

Frecuendiafintervalo

2.0x10"7

O‘DX1GO\\\\\\|w\|||||:!\
0x10° 6x10° 1x10% 2x10%° 2x10%° 3x10*

Intervalo (eritrocitos/ml)

0

Figura AIl.1. Histograma de la concentracion de eritrocitos/ml de sangre en ratones
infectados con P. berghei entre el tercer y séptimo dia post la infeccién de (1 a 5) x 10®
pardsitos. La concentraciéon de eritrocitos sigue una distribucion normal (Shapiro-Wilk p =
0.0778) si se excluyen los dos datos extremos. Para elaborar la grafica de la figura AIL.2 se
utilizé la media de la distribucion (7.4 x 10° eritrocitos/ml). En la gréfica de caja y bigotes que
se presenta arriba del histograma, la caja representa la region intercuartil y los bigotes
representan el maximo y el minimo de la distribucién. El circulo coloreado es un dato
posiblemente extremo y el circulo sin colorear es un dato extremo.
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Figura AIL2. Observacion a partir de la base de datos la relacion entre E/Qoc y el
rendimiento y pureza de la purificacién. Considerando un promedio de 7.39 x 10°
eritrocitos/ml de sangre, obtenido a partir de 87 infecciones de ratones con P. berghei entre el
tercer y séptimo dia post infeccion, se obtuvo la relaciéon E/Ooc de aquellas purificaciones de
oocinetos en las cuales no se conté el nimero inicial de eritrocitos pero si el nimero inicial de
oocinetos/ml de sangre y graficando el resultado de la purificacion como un punto. Para la
grafica (a) se incluyen 46 y para la grafica (b) 30 purificaciones distintas realizadas con
contenedores, tiempos de incubacién, nimero de lavados y concentraciéon de ECM gel distintas.
Se observa que la tendencia es muy parecida con respecto al experimento especificamente
disenado para probar este comportamiento (figura 14).

En general, se puede observar en la figura AIL.3 que la pureza no se ve tan
influenciada por las variables de entrada (las burbujas en promedio presentan el
mismo tamafio a lo largo y alto del drea del grafico) a diferencia del porcentaje de
recuperacion (las burbujas grandes tienden a concentrarse en un area determinada
del grafico). Ademas de esto, aunque la variacion resulta ser muy grande (hay
burbujas desde muy pequefias hasta muy grandes en una misma regién del
grafico) en ningun caso se violan las relaciones encontradas y explicadas en los
resultados; por el contrario refuerzan lo observado en los experimentos
especificamente disefiados para probar las variables independientemente.
Interesantemente la concentraciéon del SFBdc (algunas diluciones del cultivo se
realizaron sin SFBdc) tienen una influencia en el rendimiento del cultivo y la
purificacion y la relacion entre estas dos variables de salida con respecto a la
concentracion de SFBdc se encuentra invertida, similar a lo que se encuentra
cuando se diluye el cultivo para la purificacion (figura 12b, 12c y 12d).
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Figura AIL3 (paginas anterires). Recopilacion, en graficas de burbuja, del total de
purificaciones realizadas. Para realizar los graficos se tomaron los datos de las variables de
entrada de la tabla Al 1 y se compararon entre si graficindolos en los ejes x y y. Las variables
de respuesta se representan en forma de burbujas, siendo la superficie directamente
proporcional a la pureza o el rendiomiento. Cuando existe cierta relaciéon entre las tres
variables, las burbujas de mayor o menor tamafio tienden a agruparse en una region del grifico;
cuando no hay relacion se obtiene un patrén azaroso.
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Figura AIl4. Reaccion de precipitina. Imagen tomada de http://what-when-

how.com/molecular-biology/precipitin-reaction-molecular-biology/

2015).

(“Precipitin ~ Reaction”,
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Figura AILS. Ejemplos de centrifugacion en el eje de rotaciéon. a) Centrifuga utilizada para
formar recubrimientos metélicos de estructuras con simetria axial. Imagen obtenida y traducida
de http://www.substech.com/dokuwiki/doku.php?id=centrifugal casting (“Centrifugal Casting
[SubsTech]”, 2015) b) Dispositivo de vértice de fluido utilizado por Yuan, et al., (2015) para
re-plegar proteinas desnaturalizadas. El dispositivo consiste en un motor que hace rotar un tubo
de ensaye conteniendo las proteinas desnaturalizadas. Imagen obtenida de (Izadi, 2015).
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Apéndice III. Protocolos sugeridos para la purificacion de oocinetos con
ECM gel.

El método de purificacion de oocinetos desarrollado en este trabajo tiene la
ventaja de poderse realizar de diversas maneras y, si se entiende el fundamento y
los limites del método, es posible desarrollar variantes que se ajusten a casi
cualquier disefio experimental; siendo la creatividad del investigador la mayor
limitante. Para realizar la purificacion de oocinetos de P. berghei, primero es
necesario obtener gametocitos y cultivarlos in vitro para permitir la maduracion,
fecundacion y formacion de los oocinetos. En el primer protocolo se describe el
cultivo merogénico del pardsito para generar a los gametocitos. En el segundo se
describe el cultivo in vitro de oocinetos, el resto de los protocolos son las
variantes del método de purificacion mediante ECM gel que se llevaron a cabo en
este trabajo.

Alll 1. Cultivo merogonico para generar gametocitos de Plasmodium berghei
(extraido de Rodriguez, et al., 2002)

Organismos:

- Plasmodium berghei cepa ANKA clon 2.34 o la variante que expresa
constitutivamente la proteina verde fluorescente (GFP) criopreservado o en
transmision continua entre ratén y mosco.

- Ratones cepa BALB/c de 6 a 8 semanas de edad machos.

Materiales:
- Jeringa de 1ml con aguja hipodérmica.
- Laminillas de vidrio y cubreobjetos.
- Camara de Neubauer.
- Microscopio compuesto.
- Tijeras Metzenbaum.
- Camara de CO,.
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- Tubos Eppendorf de Iml y 0.6ml.
- Incubadora a (19 £ 1) °C.

Reactivos y soluciones:
- Agua destilada.
- Aceite de inmersion.
- Tincion de Giemsa al 30% en agua destilada.
- Metanol.
- Etanol al 70%.
- Solucion salina isotonica
- Fenilhidrazina a 6 mg/ml en solucién salina.
- Heparina a 25 Ul/ml en solucion salina.

- RPMI-Ooc.

Metodologia:

1.- Descongelar un vial de sangre infectada con P. berghei e inocular via
intraperitoneal (IP) entre (150 y 300) ul (entre (2 y 4) x 10® pardsitos por ratén).

2.- Monitorear la parasitemia realizando un frotis con una gotita de sangre
extraida de la punta de la cola del ratén realizando un pequefio corte con las
tijeras Metzenbaum.

3.- Fijar la sangre en el frotis con unas gotas de metanol. Dejar secar.
4.- Agregar Iml de Giemsa al 30% por laminilla e incubar por 10 min.

5.- Enjuagar la laminilla con agua destilada y secar el frotis con una toalla de
papel presionando la laminilla.
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6.- Con un microscopio y con el objetivo de 100X, determinar el porcentaje de
parasitemia contando el nimero de eritrocitos parasitados en un total de 100
eritrocitos totales. Es recomendable hacer el conteo al menos por duplicado.

7.- Verificar la viabilidad de los gametocitos diluyendo 2 pl de sangre extraida de
la cola del ratén con 1 ul de heparina y 7 ul de RPMI-Ooc en un tubo Eppendorf
de 0.6 ml.

8.- Colocar los 10 pl en una laminilla, colocar el cubreobjetos e incubar 15 min a
19 °C. Observar en el microscopio con el objetivo de 40X.

9.- Contar el numero de rosetas de exflagelacion por campo.

10.- Determinar la concentracion de eritrocitos diluyendo 1 ul de sangre extraida
de la cola del ratén con 1 ul de heparina y 998 ul de solucién salina en un tubo
Eppendorf de 1 ml. Colocar 10 pl en la camara de Neubauer y realizar el conteo
de eritrocitos.

11.- Calcular el numero de parésitos por mililitro de sangre.

Para mantener al pardsito en la fase merogonica, realizar pases inoculando
aproximadamente 1 x 10° pardsitos por ratn via IP. El pardsito puede mantenerse
hasta el pase 8 y por no mas de 15 dias en cada ratdon para evitar que los
gametocitos pierdan la capacidad de formar gametos viables.

Para obtener gametocitos suficientes para realizar el cultivo de oocinetos:

12.- Inocular via IP 200 pl de fenilhidrazina por raton 3 dias o 4 dias antes del
in6culo de (2 a 4) x10° pardsitos.

13.- Realizar la extraccion de la sangre via puncion cardiaca (PC) de un raton
previamente sacrificado en una camara de CO,. Esterilizar el pecho del ratén con
etanol al 70%. Realizar la puncion cardiaca con una jeringa cargada con 10 ul de
heparina.
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AllIL2. Cultivo in vitro de oocinetos de Plasmodium berghei (extraido de
Rodriguez, et al., 2002)

Materiales:
- Matraz de 50 ml.
- Soporte universal.
- Pinza de tres dedos para soporte universal.
- Jeringa de 10 ml sin aguja ni émbolo.
- Pelicula de parafina.

- Incubadora a (19 £ 1) °C.

Reactivos y soluciones:
- RPMI-Ooc.
- Etanol al 70%.
- Heparina a 250 Ul/ml.
- CF-11.
- Fibra de vidrio.

- Algodon.

Metodologia:

1.- Verificar la parasitemia y viabilidad de los gametocitos siguiendo el protocolo
descrito con anterioridad. El raton debe tener una parasitemia entre el 15 % y el
25 %, con 7 o més rosetas de exflagelacion por campo a 40X.

2.- Si se desea utilizar columna de CF-11 para eliminar leucocitos y plaquetas
prepararla de la siguiente manera: colocar la minima cantidad de algodon en el
fondo de la jeringa de 10 ml para evitar que se salga la fibra de celulosa (CF-11)
de la jeringa. Colocar hasta la marca de 1 ml fibra de vidrio (opcional). Colocar
hasta la marca de 8 ml CF-11 y compactar hasta la marca de 4 ml mediante
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golpecitos gentiles contra la mesa. Colocar la jeringa cargada en el soporte
universal sujetada con la pinza de tres dedos. Equilibrar la columna con 3ml de
RPMI-Ooc.

3.- Sacrificar al ratén en la cdmara de CO, y extraer la sangre mediante PC con
una jeringa de 1ml cargada con heparina como se describi6 con anterioridad.

4.- Colocar la sangre lo antes posible en la columna de CF-11 y eluir con 3 ml de
RPMI-Ooc para recibir el filtrado en el matraz en el cual se colocan 4 ml de
RPMI-Ooc.

En caso de no utilizar columnas de CF-11, colocar la sangre directamente en el
matraz con 4 ml de RPMI-Ooc.

5.- Tomar 10 pl del cultivo y colocarlos en una laminilla, colocar un cubreobjetos
e incubar por 15 min a 19°C para corroborar la activacion de los
microgametocitos.

6.- Tapar el matraz con pelicula de parafina e incubar de (20 a 24) horas a 19°C
para permitir la fecundacién y formacion de los oocinetos.

7.- Pasado este tiempo de incubacion, tomar una muestra de 50 ul del cultivo y
diluir en 500 pl de solucion salina en un tubo Eppendorf de 1ml para contar a los
oocinetos con una cidmara de Neubauer.
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Alll 3. Purificacion de oocinetos con ECM gel en laminillas Lab-Tek
Materiales:

- Laminillas Lab-Tek de 4 u 8 pozos.

- Microscopio invertido.

- Incubadora a (19 £ 1) °C.

Reactivos y soluciones:
- ECM gel.
- Diluyentes: ECM buffer, medio MEM o medio RPMI-Ooc.
- PBS.
- Medio Sch-Ooq.

Metodologia:

1.- Recubrir las laminillas Lab-Tek con 6 ul o 12 ul de ECM gel para cajas de 8 o
4 pozos respectivamente sin diluir o diluido 1/2, 1/5, o 1/10 con el diluyente
deseado.

2.- Dejar gelificar el ECM gel por al menos 30 min a TA o a 37 °C.
Alternativamente, el ECM gel puede dejarse secar a 37°C por 1 h 'y
posteriormente de 12 h a 24 h a 27 °C. Refrigerar a 4 °C hasta su utilizacion.
Rehidratar el gel con RPMI-Ooc.

3.- Agregar el cultivo de oocinetos (aproximadamente 500 ul a las laminillas de 4
pozos 0 250 pl a las laminillas de 8 pozos).

4.- Incubar el tiempo deseado (entre (1 y 4) horas dependiendo de la cantidad de
oocinetos que se deseen recuperar).

5.- Retirar el cultivo de oocinetos y realizar 10 lavados o mds con un volumen
apropiado de PBS. Es recomendable colocar el PBS por una esquina del pozo y
retirarlo por la esquina opuesta mediante succion.
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6.- Agregar medio Schn-Ooq y observar con el microscopio invertido la presencia
y la pureza de los oocinetos.
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Alll 4. Purificacion de oocinetos con ECM gel en cajas de 24 pozos
Materiales:

- Cajas de 24 pozos

- Microscopio invertido.

- Incubadora a (19 £ 1) °C.

Reactivos y soluciones:
- ECM gel.
- Diluyentes: ECM buffer, medio MEM o medio RPMI-Ooc.
- PBS.
- Medio Sch-Ooq.

Metodologia:

1.- Recubrir los pozos con 12 pl a 20 pl de ECM gel sin diluir o diluido
(dependiendo de la cantidad de oocinetos deseados) e incubar al menos 30 min a
TA o a 37 °C. Alternativamente, el ECM gel puede dejarse secar a 37°C por 1 h'y
posteriormente de 12 h a 24 h a 27 °C. Refrigerar a 4 °C hasta su utilizacion.
Rehidratar el gel con RPMI-Ooc.

2.- Agregar de 0.5 ml a 3ml del cultivo de oocinetos sin diluir o diluido (evitar
diluir el cultivo entre 10 y 20 veces para evitar la aglutinacién de los eritrocitos).

3.-Incubarde 1 hadha(19+1) °C.

4.- Realizar 10 o més lavados con 1ml de PBS. Colocar el PBS en un extremo del
pozo y retirarlo por el extremo opuesto para generar una corriente que arrastre a
los eritrocitos contaminantes a un extremo del pozo.

5.- Agregar medio Schn-Ooq y observar con un microscopio invertido la
presencia y pureza de los oocinetos.
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AIlLS. Purificacion de oocinetos con ECM gel en cubreobjetos.
Materiales:
- Cajas de 24 pozos
- Cubreobjetos redondos de 13mm de didmetro.
- Laminillas de vidrio.
- Microscopio invertido.
- Pinzas de relojero.
- Jeringa con la punta de la aguja ligeramente doblada a manera de gancho.

- Incubadora a (19 £ 1) °C.

Reactivos y soluciones:
- ECM gel.
- Diluyentes: ECM buffer, medio MEM o medio RPMI-Ooc.
- PBS.
- Medio Sch-Ooq.

Metodologia:

1.- Colocar los cubreobjetos en los pozos de la caja y recubrirlos con 12 pl de
ECM gel diluido o sin diluir.

2.- Dejar gelificar el ECM gel por al menos 30 min a TA. Alternativamente, el
ECM gel puede dejarse secar a 37°C por 1 h y posteriormente de 12 h a 24 h a 27
°C. Refrigerar a 4 °C hasta su utilizacion. Rehidratar el gel con RPMI-Ooc.

3.- Agregar de 0.5 ml a 3 ml del cultivo de oocinetos diluido o sin diluir (evitar
diluir el cultivo entre 10 y 20 veces para evitar la aglutinacién de los eritrocitos).

4.- Incubar de 1 h a4 h a 19 °C dependiendo de la cantidad de oocinetos que se
deseen.
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5.- Retirar el cultivo de oocinetos y agregar un volumen equivalente de PBS.
6.- Retirar el cubreobjetos con la jeringa y las pinzas de relojero.

7.- Lavar tres o cuatro veces el cubreobjetos agregando gota a gota 500 ul de PBS
mientras el cubreobjetos es sujetado con las pinzas en posicion vertical.

8.- Colocar el cubreobjeto con los oocinetos en un pozo con medio Schn-Ooq.
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AIllL6. Purificacion de oocinetos con ECM gel en cajas de Petri
Materiales:

- Cajas de Petri de 30 mm o 60 mm de didmetro.

- Microscopio invertido.

- Incubadora a (19 £ 1) °C.

Reactivos y soluciones:
- ECM gel.
- Diluyentes: ECM buffer, medio MEM o medio RPMI-Ooc.
- PBS.
- Medio Sch-Ooq.
- Dispasa a 2.4 U/ml.
- EDTA a 500 mM

Metodologia:

1.- Recubrir las cajas de Petri de 60 mm o 90 mm de didmetro con 0.5 ml o 1 ml
de ECM gel respectivamente sin diluir o diluido.

2.- Dejar gelificar el ECM gel por al menos 30 min a TA. Alternativamente, el
ECM gel puede dejarse secar a 37°C por 1 h y posteriormente de 12 h a 24 h a 27
°C. Refrigerar a 4 °C hasta su utilizacion. Rehidratar el gel con RPMI-Ooc.

3.- Agregar 3 ml o 6 ml del cultivo de oocinetos dependiendo del tamafio de la
caja, diluido o sin diluir e incubar de 1 h a4 h a 19 °C dependiendo de la cantidad
de oocinetos que se deseen obtener.

4.- Retirar el cultivo de oocinetos y realizar de 6 a 8 lavados con 2 ml 0 4 ml de
PBS. Agregar el PBS por un extremo de la caja y retirarlo por el extremo opuesto.

5.- Agregar medio Schn-Ooq y observar con el microscopio invertido la presencia
y pureza de los oocinetos.
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Alternativamente, los oocinetos pueden resuspenderse realizando el protocolo de
dispasa I y EDTA. Para ésto:

6.- Retirar el PBS del ultimo lavado y agregar 2 ml o 4 ml de dispasa II e incubar
30 min a 19°C.

7.- Agregar EDTA a una concentracion final de 4 mM. Agitar.

8.- Pipetear varias veces la soluciéon de dispasa II-EDTA para desprender a los
oocinetos y el ECM gel restante.

9.- Colocar la suspension en un tubo Falcon de 15 ml.

10.- Agregar 2 ml de PBS a 4°C y pipetear varias veces para desprender al resto
de los oocinetos. Repetir el proceso 4 veces. Colocar el PBS en el mismo tubo en
el cual se colocaron a los oocinetos con dispasa 1T y EDTA.

11.- Centrifugar el tubo a 720 g por 8 min a 4°C.

12.- Retirar el sobrenadante y resuspender la pastilla en 500 pl o menos de Schn-
0Ooq.

13.- Contar a los oocinetos en una camara de Neubauer.
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AlllL7. Purificacion de oocinetos con ECM gel en tubos Falcon de 15 ml
Materiales:

- Tubos Falcon de 15 ml.

- Centrifuga en el eje de rotacion.

- Centrifuga refrigerada para tubos Falcon.

- Incubadora a (19 £ 1) °C.

Reactivos y soluciones:
- ECM gel.
- Diluyentes: ECM buffer, medio MEM o medio RPMI-Ooc.
- PBS.
- Medio Sch-Ooq.
- Dispasa a 2.4 U/ml.
- EDTA a 500 mM

Metodologia:

1.- Colocar 500 pul de ECM gel en el tubo Falcon y centrifugarlo en el eje de
rotacion a aproximadamente 5000 rpm por 5 min para permitir la gelificacion del
ECM gel.

2.- Retirar el liquido sobrante y agregar el cultivo de oocinetos diluido a un
volumen final de 15 ml.

3.- Incubar el tubo con el cultivo de oocinetos de 3 h a 4 h girando el tubo 1/4 de
vuelta cada 15 min o en rotacion constante a una revoluci6 por hora.

4.- Decantar el cultivo de oocinetos y realizar de 4 a 8 lavados con 15 ml de PBS
decantandolo.

5.- Agregar 15 ml de dispasa II e incubar 30 min a 19°C.
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6.- Agregar EDTA a una concentracién final de 4 mM. Agitar el tubo.
7.- Centrifugar a 720 g por 8 min a 4 °C.

8.- Retirar el sobrenadante y resuspender la pastilla en 500 ul o menos de Schn-
0O0q.

9.- Contar a los oocinetos en una camara de Neubauer.
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