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RESUMEN

La malaria es una enfermedad infecciosa causada por parasitos del género
Plasmodium, transmitidos al humano a través de la picadura de mosquitos
vectores del género Anopheles sp. El ciclo de vida de Plasmodium comprende una
etapa asexual y una sexual que se llevan a cabo en un hospedero vertebrado
(humano) y un invertebrado (mosquito) respectivamente. Las proteinas de choque
térmico (HSP) son una familia altamente conservada en la evolucion.
Particularmente las proteinas de choque térmico tipo HSP70, son de las mas
abundantes y conservadas. Estas proteinas se han encontrado en células de
mamiferos, levaduras, bacterias y parasitos, participando en diversos procesos
bioldgicos como plegamiento, degradacion y trafico de proteinas, reconocimiento e
interaccion celular, entre otros.

Estudios recientes indican que las HSP70’s tienen un papel esencial en el
ciclo de vida del parasito Plasmodium por ejemplo, en P. falciparum se ha
observado que algunas HSP70’s participan en el desarrollo y patogénesis durante
el ciclo asexual. Estudios sobre la participacion de estas proteinas durante el
desarrollo sexual de Plasmodium aun no han sido reportados. La diferenciacion
del parasito en el intestino del mosquito vector es un proceso dinamico y
determinante en su ciclo de vida, que comprende las siguientes fases: la
gametogénesis, fertilizacion, formacion de un cigoto que se desarrolla a una forma
movil e invasiva, el oocineto, que invade el intestino del mosquito y madura a
ooquiste, éste a su vez forma esporozoitos que invaden las glandulas salivales.
Estas fases comprenden el ciclo sexual que culmina con la fase infectiva en el
mosquito para la transmision del parasito al humano. En el genoma de P. berghei
se han identificado genes que codifican diferentes HSP70’s. Estudios realizados
en nuestro grupo de trabajo sugieren que una de estas proteinas
(PBANKA_121930) participa en la fertilizaciéon en P. berghei. Ademas, estudios
protedmicos de los organelos que participan en el proceso de invasion y adhesion
(micronemas) indican que una HSP70 es secretada por el complejo apical.

El objetivo de este proyecto fue estudiar la expresion y participacion de la
proteina HSP70-817 en el proceso de fertilizacion y desarrollo de cigoto-oocineto
de P. berghei. Un anticuerpo monoclonal a-HSP70-817 reconocié en ensayos de
Western blot a la proteina que se expresa en los estadios de cigoto y oocineto de
P. berghei. En ensayos de inmunolocalizacion la proteina HSP70-817 se encontro
en el estadio de cigoto, tanto en la superficie como en el interior celular.
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1. INTRODUCCION

1.1. Malaria

La malaria es una enfermedad parasitaria, causada por protozoarios del Phylum
Apicomplexa del género Plasmodium (1) y es transmitida a los humanos por la
picadura de mosquitos del género Anopheles (2). Existen cuatro especies que
infectan al humano, Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae (3) y
recientemente se describi6 que P. knowlesi que infecta simios, causa la

enfermedad en humanos (4).

La mayor prevalencia de la enfermedad la ocasionan P. falciparum, con
predominio en Africa, y P. vivax, en Asia y América (5). En el 2010 se reportaron a
nivel mundial 216 millones de casos y se produjeron 655, 000 defunciones, el 91%
de ellas en Africa. El 86% de las muertes ocasionadas por Plasmodium en todo el

mundo correspondieron a nifilos menores de 5 afios de edad (6) Figura 1.

Noaplica olibre de malaria
Control
Pre-eliminacién
m Elminacion
™ Preyencion dere-introduccidn
Certificado como libre de malaria (despu és del 2006)

Figura 1.- Paises con transmision de malaria y fase de los programas de control hasta
2012 (6).

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD PUBLICA 2



En América, la malaria es endémica en 21 paises, donde el 30% de la
poblacion se encuentra en riesgo de transmision (7). Los paises con niveles altos
de transmision son: Brasil, Venezuela, Guyana, Perd, Bolivia y Colombia,
Honduras y Nicaragua, donde se presentan mas de 10 casos por cada mil

habitantes, de acuerdo a los indices parasitarios anuales (IPA) (8).

En México, hasta la semana epidemiolégica 45 del afio 2013, se han
reportado 443 casos, todos por P. vivax. Los cinco estados con mayor numero de
casos son: Chiapas con 140 casos, Nayarit 114 casos, Sinaloa con 72 casos,

Durango con 67 casos y Chihuahua con 27 casos (9).

1.2.Plasmodium

Las especies de Plasmodium poseen 3 genomas distintos: un genoma nuclear de
~ 24 Mb, organizado en 14 cromosomas lineales, con alrededor de 5,300 genes,
un genoma circular de DNA de 35 Kb que se alberga en el apicoplasto y que
codifica para 30 proteinas (10) y por ultimo un genoma mitocondrial siendo uno de
los mas pequefios que se conocen (6 Kb). EI genoma mitocondrial contiene
elementos repetidos en tandem que se conservan en el Phylum Apicomplexa (11).
Este Phylum incluye a otros patégenos humanos de los géneros, Toxoplasma,
Cryptosporidium, Isospora, y patdgenos de animales de los géneros Eimeria,
Babesia y Theileria (12).

Los Apicomplexa son un grupo de parasitos intracelulares obligados que
invaden una gran variedad de células hospederas, pero que carecen de los
medios clasicos de movilidad tales como flagelos o cilios. Sin embargo, se mueven
de una forma peculiar llamada “gliding” (13). Este mecanismo de movilidad se
presenta sélo en las fases invasivas (merozoito, esporozoito y oocineto), que
ademas tienen una caracteristica morfolégica de su Phylum, que es la presencia
de organelos secretores especializados que se localizan en el extremo apical
(denominado complejo apical); éstos organelos (micronemas, roptrias y granulos
densos) tienen un rol critico en la motilidad del parasito y en el reconocimiento e

invasion al huésped. Proteinas de micronemas participan en la adhesion y ruptura
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de la célula huésped, proteinas de las roptrias; participan en la modificacion de la
célula hospedera, asi como en la formacion de una vacuola parasitéfora y los

granulos densos, son necesarios para la modificacion de la célula huésped (14).

El complejo ciclo de vida del parasito, requiere de la expresion especifica de
genes y proteinas unicas para cada estadio. Podemos mencionar por ejemplo
proteinas de membrana, de trafico vesicular, de sefializacion, de citoesqueleto, de
ciclo celular, de metabolismo, chaperonas. Los estudios protedmicos que se han
realizado en las diferentes etapas han descrito distintas familias de proteinas, cuya
expresion es exclusiva de gametos, cigotos, oocinetos y quiza hasta ooquistes
(15-17).

1.3.Ciclo de vida de Plasmodium

El ciclo de vida de Plasmodium es complejo y comprende una secuencia de dos
fases (Figura 2). En el hospedero humano ocurre la fase asexual (esquizogonia)
gue se subdivide en dos, una ocurre en el higado (esquizogonia intrahepatica) y
otra en la sangre (esquizogonia intra-eritrocitica), mientras que en el mosquito se

desarrolla la fase sexual (esporogonia)
1.3.1 Fase asexual

Inicia cuando un mosquito hembra infectado con Plasmodium pica a un individuo
sano y al momento que toma su comida sanguinea inocula esporozoitos, los

cuales invaden a las células hepaticas a los 30 6 40 minutos (18).

P. vivax y P. ovale tienen la particularidad de mantener formas latentes en el
higado denominadas hipnozoitos, lo que da la posibilidad de recurrencia a la
infeccion en periodos posteriores, éstas se denominan recaidas y caracterizan a
estas especies de parasitos (18). Dentro de los hepatocitos se inicia el ciclo exo-
eritrocitico o esquizogonia pre-eritrocitica, el parasito se multiplica aumentando el
volimen de la célula y se transforma en esquizonte que al madurar se rompe y
libera al torrente sanguineo miles de merozoitos (aproximadamente 10, 000 para
P. vivax/P ovale y 30, 000 en P. falciparum) que penetran a los eritrocitos. Una vez
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dentro de los eritrocitos, los merozoitos se reproducen formando trofozoitos y
posteriormente esquizontes eritrociticos, los cuales maduran y rompen al eritrocito
liberando merozoitos (dando inicio a los sintomas y al cuadro clinico de la
enfermedad; que se manifiesta con fiebre, escalofrios, ictericia y hepato-
esplenomegalia, convulsiones, anemia grave, hemorragias e hipoglicemia, por
mencionar algunos). Una proporcion de estos merozoitos, aproximadamente el
10% (19,20), se diferencian a gametocitos macho y hembra, los cuales
permanecen en la circulacion dentro de los eritrocitos hasta que son tomados por

un mosquito cuando ingiere su comida sanguinea (21).

1.3.2 Fase sexual

Los mosquitos Anopheles hembra pican a un hospedero infectado tomando
sangre con gametocitos, que maduran a gametos minutos después de la ingestion
ya en el intestino del mosquito, los gametos se activan y aumentan de volumen, lo
que causa la ruptura de la membrana del eritrocito (22). Durante la activacion, el
gametocito masculino sufre un proceso denominado exflagelacion produciendo
ocho gametos machos (microgametos). Al mismo tiempo, los gametocitos hembra
sufren un incremento en volumen y se transforman en gametos hembra
(macrogametos). Cuando los parasitos salen del eritrocito en el estomago del
mosquito, se da la fertilizacion (23). Cuando un gameto hembra es encontrado por
un microgameto, éste se adhiere por la parte anterior a la membrana celular del
microgameto, donde los nucleos de los gametos masculino y femenino se fusionan
dando origen a un cigoto, el cual en un periodo de 18-24 horas se convierte en un
oocineto movil, el cual es capaz de evadir las enzimas proteoliticas secretadas en
el intestino del mosquito durante la digestion. También es capaz de penetrar la
membrana peritrofica que rodea el bolo sanguineo y que esta formada
principalmente por quitina (24); el oocineto llega a las microvellosidades del
intestino para invadir las células epiteliales y alcanza la lamina basal donde

continua con su desarrollo hacia la fase de ooquiste (25).
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El ooquiste es envuelto por una pared quistica, formada por proteinas secretadas
por el parasito y la membrana basal (21). El ooquiste se proyecta a la cavidad del
mosquito (hemocele) y crece, después se observa una retraccion citoplasmatica
que inicia cuando el citoplasma se desprende de la pared interna del ooquiste para
formar un esporoblasto (26). Después de dos a tres semanas de la comida
infectiva, el ooquiste madura y se rompe, liberando miles de esporozoitos

invasivos que migran, invaden y se concentran en las glandulas salivales (27).

In mosguite gut

Macrogamelocyte

)
S A @@d @ @°

Exflagellated Gametocytes F falciparum Gametocytes P viviax
miCrogametnpoyte

Figura 2. Ciclo de vida de Plasmodium. Los esporozoitos son inoculados por la picadura de un
mosquito en el hospedero vertebrado, posteriormente se lleva a cabo un ciclo exo-eritrocitico
en las células del higado, de donde se liberan merozoitos que invaden a los eritrocitos y se
producen gametocitos que son tomados durante la alimentacion de un mosquito, en el intestino
del invertebrado se da la reproduccion sexual del parasito y se producen esporozoitos que son
inoculados a un vertebrado, completandose asi el ciclo de vida del parasito (28).
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1.4.Fases invasivas en Plasmodium

En el ciclo de vida de Plasmodium se presentan tres fases invasivas: merozoitos,
esporozoitos y oocinetos. Los esporozoitos lisan y atraviesan las células de
Kupffer, los hepatocitos en el hospedero vertebrado y las células de las glandulas
salivales en el hospedero invertebrado, el merozoito lleva a cabo interacciones
célula-célula para poder entrar y crecer dentro del eritrocito, mientras que el
oocineto invade las células del epitelio intestinal del mosquito (29). Estas fases
invasivas difieren tanto en su tamafio y forma; pero presentan una organizacion
estructural conservada, las tres estan rodeadas de un peliciclo de tres membranas
y una red de microtubulos. Ademas en el extremo anterior tienen un complejo
apical, que posee vesiculas secretoras: roptrias, granulos densos y micronemas, a
las que se les ha atribuido funciones en el reconocimiento e invasion de sus

células blanco (30).

Las roptrias son organelos alargados, conectados por delgados cuellos al
extremo apical del parasito. En su porcion basal la matriz del organelo muestra
una apariencia esponjosa, mientras que la regién del cuello es electrén densa. Las
proteinas encontradas en las roptrias son sintetizadas en el reticulo endoplasmico

y pasan a través del complejo de Golgi (31).

Los granulos densos son organelos esféricos distribuidos en la célula,
localizados en el complejo apical. La matriz es uniformemente electron densa
debido a la alta concentracion de proteina. Varios estudios demuestran que la
secrecion del contenido de los granulos densos tiene lugar después de la invasion

del parasito y la localizacion en la vacuola parasitofora (PV) (31).

Los micronemas son pequefios organelos electron-densos que estan
restringidos al tercio apical del cuerpo del parasito. El organelo esta rodeado por
una membrana y presenta una matriz electrén-densa debido a su gran contenido
proteico. Las proteinas micronemales tienen puntos isoeléctricos por debajo de

7.0. Todas las proteinas encontradas en los micronemas son sintetizadas con un
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péptido sefial N-terminal que media su entrada en la ruta secretoria por
translocacion a través de la membrana del reticulo endoplasmatico (31).

En la fase asexual los merozoitos y en la fase sexual los oocinetos y
esporozoitos de Plasmodium contienen micronemas. En los oocinetos estos
organelos estan involucrados en el reconocimiento celular entre el hospedero y el
parasito; asi como en la union y movilidad via secrecién de moléculas solubles en
la interaccion con diferentes compartimentos dentro del estbmago del mosquito
(32).

Los oocinetos difieren de los esporozoitos y merozoitos, en que carecen de
roptrias y granulos densos. Los oocinetos de Plasmodium secretan su contenido

micronemal constitutivamente (32,33).

Las proteinas micronemales (MICs) son liberadas en la superficie del parasito
antes de la invasion y son transportadas al extremo posterior de la célula, siendo
cortadas y liberadas en su camino (32).

Las proteinas del oocineto secretadas por los micronemas, que hasta ahora se
han descrito, incluyen a: P25/P28; la proteina relacionada a la trombospondina y a
la proteina circunesporozoitica (CTRP); la proteina adhesiva secretada por el
oocineto (SOAP) (34); la proteina del oocineto de ataque a la membrana (MAOP);
la proteina de recorrido celular para oocinetos y esporozoitos (CelTOS); y la
proteina relacionada al dominio del factor Von Willebrand tipo A (WARP) (35).

La proteina CTRP es esencial para la invasion a las células epiteliales (36),
SOAP patrticipa en la invasion del epitelio intestinal y favorece la diferenciacion de
oocineto a ooquiste (34), MAOP interviene en la ruptura de la membrana de las
células epiteliales (2), mientras que CelTOS es necesaria para que el oocineto
migre a través del citoplasma celular y logre establecerse en la lamina basal, para

su posterior desarrollo a ooquiste (37).

Los anticuerpos contra algunas de las proteinas de micronemas identificadas,

tienen la capacidad de bloquear la transmision, entre las cuales se encuentran a
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CTRP, quitinasa, WARP y SOAP (38). Ademas, existe evidencia que demuestra
qgue se requiere de interacciones especificas entre el parasito y el intestino del
mosquito, que permiten la invasion al intestino, lo cual es un paso crucial para el

desarrollo del parasito de la malaria en el invertebrado (39).
PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO (HSP)

Una de las familias de proteinas mas abundantes en las células son las
proteinas de choque térmico (HSP) por sus siglas en inglés Heat Shock Proteins.
Estas fueron descubiertas en Drosophila melanogaster después de la exposicion a
altas temperaturas. Posteriormente se identific6 que las HSP son un componente
altamente conservado y que forman parte del mecanismo de defensa que
mantiene la supervivencia de la célula, especialmente cuando ésta se encuentra

en condiciones desfavorables (40) (ver tabla 1).

FISIOLOGICAS PATOLOGICAS AMBIENTALES
Ciclo y divisién celular Infeccion viral Choques térmicos
Factores de Infeccion
o : Metales pesados
crecimiento bacteriana
Diferenciacion celular |nfeC.CIOI’.1 Inhibidores metabdlicos
parasitaria
N ) Andlogos de
Desarrollo de tejido Fiebre oo
aminodcidos
Estimulacion hormonal Inflamacion Etanol
Isquemia Antibidticos
Hipertrofia Radiacién

Lesion oxidante
Neoplasia

Autoinmunidad

Tabla 1.-Condiciones que inducen la expresién de proteinas HSP’s (41).
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La secuencia de las HSPs muestran un alto nivel de conservacion en la
escala evolutiva y son clasificadas en varias familias con base a su peso molecular
en Daltones (Da), por ejemplo: HSPs pequefias (26 y 42 kDa), HSP60, HSP70,
HSP90 y HSP104. La mayoria de éstas actian como chaperonas, en el
plegamiento y ensamble de proteinas 6 en la disociacion de agregados proteicos,
aunque también se han descrito otras funciones en distintos compartimentos
celulares (42) Tabla 2.

Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma/nucleo
Citoplasma/nucleo
Citoplasma
Reticulo endoplasmico
Mitocondrias
Citoplasma/nucleo
Mitocondria
Reticulo endoplasmico
Citoplasma
Reticulo endoplasmico
Citoplasma

Nucléolo/citoplasma

Vasorelajacion
Estabilizacion del citoesqueleto
Chaperona
Dindmica de la actina
Chaperona
Control en sintesis de colageno
Chaperonas
Chaperonas
Chaperonas
Receptor
Unidn a receptores
Chaperona
Chaperona

Citoprotectoras

Tabla 2.-Localizaciéon y funcién de algunas HSP's (42).
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En organismos Eucariontes, la transcripcion de las HSP esta regulada por
una familia de cuatro factores de choque térmico (HSF1-4). En condiciones de

estrés se aumenta la expresion de los genes que codifican para estas proteinas.

Estructuralmente, las HSP 70 poseen tres dominios: un dominio ATPasa N-
terminal de 45 KDa, que une adenosin trifosfato (ATP) y lo hidroliza a adenosin
difosfato (ADP) y fosforo inorganico. Un dominio de unién a sustrato de 15 KDa,
que permite el reconocimiento y unibn a regiones ricas en aminoacidos
hidrofébicos de una proteina nativa. Por ultimo, un dominio C-terminal de 15 KDa,
que interviene en la unién al péptido. Las HSP se localizan en el citosol y en todos
los compartimentos de las células, tales como el cloroplasto, reticulo

endoplasmico, y mitocondria (43) (Figura 3).

385

N ATPase Domain Substrate Binding Domain Lid C

Linker

Helical Lid region

Substrate binding pocket

Nucleotide binding domain/ Substrate binding domain
ATPase Domain

Figura 3. Estructura y dominios de una HSP70 (Fuente: http://pdslab.biochem). Las proteinas
HSP70 poseen en su extremo amino un dominio ATPasa, un dominio de unidn a sustratoy un
dominio C-terminal que es rico en alfa hélices.

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD PUBLICA 11



1.5 Fertilizacion en Plasmodium

La reproduccion sexual del parésito de la malaria lleva a cabo en el
hospedero invertebrado (mosquito). La diferenciaciéon del parasito en el intestino
del mosquito vector es un proceso dinamico en el ciclo de vida. Este proceso ha
sido ampliamente estudiado y se ha observado que la expresion de proteinas
durante el desarrollo del parasito en las diferentes células y tejidos del mosquito es
muy diversa. Por ejemplo, el proceso de fertilizacion; por el cual los gametos se
fusionan para crear un cigoto (44), sigue un programa de interacciones
bioquimicas, en las cuales estan involucradas moléculas de adhesion celular,

transduccion de sefiales y de iniciacién de vias metabdlicas (45).

Entre las proteinas que participan en el proceso de fertilizacion en
Plasmodium se encuentra una proteina hapless (HAP2), que participa en el
proceso de fusion de gametos y esta presente Unicamente en gametos masculinos
(46). En la primera fase de este proceso, las moléculas de adhesion celular se
presentan en la superficie de la matriz del gameto femenino (el equivalente a la
zona peldcida en mamiferos y la membrana gelatinosa en la mayoria de los
invertebrados). Durante la interaccion de los gametos en esta primera fase, se
inicia una via de transduccion de sefiales que activa al gameto masculino. En la
siguiente fase, las membranas de los dos gametos se fusionan (47). En los
gametos macho se ha observado la presencia de una familia de proteinas con
dominios de 6 cisteinas (P48/45, P47 y P230) que estan presentes en la superficie
y juegan un papel esencial en el reconocimiento y union a gametos femeninos
(48).

Los organismos mas empleados en estudios de fertilizacion son
invertebrados acuaticos y peces, debido a sus caracteristicas fisicas especificas,
como poseer axonemas gigantes, ademas de que proporcionan una perspectiva
evolutiva sobre la estructura y la funcion en los vertebrados superiores (49). Un
modelo exitoso para el estudio de fertilizacion y el desarrollo embrionario es el

erizo de mar Strongylocentrotus purpuratus (50).
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En este organismo se clond y secuencio el gen que codifica para el receptor
para espermatozoides y su producto proteico se localiza en la membrana
plasmatica del huevo. Se demostr6 que esta proteina contiene un dominio
citoplasmatico corto, el cual no mostrd similitud con proteinas conocidas, pero de
forma muy interesante tuvo similitud con proteinas de la familia de choque térmico
tipo HSP70 (51).

1.5. Diferenciacién de cigoto a oocineto

El desarrollo del parésito en el intestino del mosquito inicia con la
gametogénesis y una vez completado el proceso de fertilizacion tiene como
resultado la formacion del cigoto. Este estadio se caracteriza por ser sensible al
ambiente en el intestino del mosquito, no es mévil y muestra una polarizacién del
nacleo y por la aparicion de microtibulos perinucleares; estas caracteristicas
preparan al cigoto para su diferenciacion a oocineto, esta forma es movil lo que le
permite salir del bolo alimenticio. Este estadio del parasito secreta proteasas que
lo hacen resistente al ambiente hostil, ademas de que es capaz de alcanzar el
epitelio intestinal e invadirlo (52). Este proceso de diferenciacion puede llevarse a
cabo en un periodo de 8 a 10 horas post-fertilizacion (53). Adicionalmente, el
oocineto; a diferencia del cigoto; es un estadio elongado que posee un complejo
apical conformado por un anillo polar y micronemas, el oocineto ejecuta un tipo de
locomocion denominada “gliding”, que le permite atravesar la capa de la matriz
peritrofica, interaccionar con las microvellosidades e invadir a las células del

epitelio intestinal (54).
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1.6.HSP70 en Plasmodium

La familia de las proteinas HSP70 es una de las més conservadas en la
evolucion, éstas se han encontrado en células de mamifero, levaduras, bacterias y
parasitos, participando en diversos procesos biologicos como plegamiento,

degradacion y trafico de proteinas, reconocimiento e interaccion celular (40).

En los genomas de parésitos del género Plasmodium, se han descrito 61

secuencias que podrian codificar para diferentes HSP70 (PlasmoDB).

En P. falciparum se ha observado la produccién de las proteinas HSP70 en
respuesta al estrés, como una estrategia de supervivencia contra los cambios de
temperatura (55). En esta especie, se han encontrado seis proteinas HSP70 que
poseen caracteristicas especificas. Por ejemplo la proteina PfHSP70-1, localizada
en nucleo y citosol (56), y la PfHSP70-2, que esta en reticulo endoplasmico;
ambas proteinas actian como chaperonas. Otra proteina, la PfHsp70-x, que
podria ser citosolica (57) o de nucleo debido a que presenta alta identidad con la
proteina PfHSP70-1 (55). La proteina PfHSP70-3, se encuentra en mitocondria
pero la funcion que desempefia aun es desconocida, sin embargo, la identidad
entre esta proteina y la HSPA9B (una HSP70 de humanos) indica que puede
estar involucrada en la exportacion de proteinas. Las otras dos proteinas HSP70
de P. falciparum son PfHSP70-y y PfHSP70-z, ambas se localizan en reticulo
endoplasmico y citoplasma respectivamente y presentan funcion de chaperonas

moleculares (55).

Otra proteina tipo HSP es PfHip que incrementa la actividad de chaperona
de las proteinas PfHSP70-1 y PfHSP70-2 (58). En P. berghei una proteina HSP70
se reportd en el proteoma de la superficie y en micronemas (organelos apicales de

las fases invasivas) (16).

En otro estudio, Torres y colaboradores en 2005 (59) identificaron en el
genoma de P. berghei una molécula que present6 similitud con el receptor del

ovocito de S. purpuratus. En este estudio, se utilizé la secuencia de aminoacidos
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ya caracterizada del receptor del erizo de mar y se realizé una busqueda en la
base de datos de P. yoelii. Posteriormente, esta secuencia se comparo con la
base de datos de P. berghei y de esta forma se obtuvieron diversas secuencias,
entre las que la HSP70-242 con numero de acceso PB000242.00.0 fue la que
presentdé mayor similitud e identidad al receptor del erizo de mar (30% de similitud
y 51% de identidad). La secuencia nucleotidica del gen codificante de P. berghei
se amplifico por PCR y se clond. Posteriormente; parte de la region amino terminal
(aminoacidos 1-529) se expres6 en Escherichia coli utilizando el vector pRSET-A.
La proteina recombinante en E. coli se purifico y se utilizd para la produccion de
anticuerpos monoclonales. Un anticuerpo monoclonal denominado a-HSP70-242,
reconocio a la proteina HSP70 en la superficie de los gametos hembra de P.
berghei (por ensayos de inmunofluorescencia). Cuando el anticuerpo a-HSP70-
242 se adicioné a gametocitos, antes de la diferenciacién y fecundacion, se
observd una inhibicion del 92% en el desarrollo a oocinetos, utilizando una
concentracion de 400 pg/ml del anticuerpo. La inhibicidon fue dosis dependiente ya
que a menor concentracion del a-HSP70-242 el porcentaje de inhibicion fue

menor, esto se observa en la Figura 4.

A

% lohibicien

Concentrackon (pg/m)

Figura 4. Inhibicion de la fertilizacion de P. berghei utilizando el anticuerpo monoclonal a-
HSP70-242. (A) El anticuerpo monoclonal a-HSP70-242 se adiciono al inicio de un cultivo con
gametocitos, se incubando por 24 horas a 21°C y se conté el nimero de oocinetos. (B)
Utilizando el anticuerpo monoclonal a-HSP70-242 se localizo a la proteina en la superficie de
gametos hembra de P. berghei (59).
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Actualmente, estan reportadas en la base de datos de P. berghei, 6
secuencias que corresponden a proteinas HSP70 con los siguientes ID de acceso:
PBANKA_ 071190 (HSP70-817), PBANKA_ 121930 (HSP70-242),
PBANKA 081890, PBANKA_091440, PBANKA_ 135720, PBANKA_101050. De
las 6 proteinas HSP70 de P. berghei, tres presentan un alto grado de similitud y
éstas son: HSP70-242, HSP70-817 Y HSP70-081890.

Tomando en cuenta los antecedentes de los estudios realizados con la
proteina HSP70-242, que mostrd su expresion en la superficie de gametos hembra
e inhibe el desarrollo del parasito. En nuestro grupo de trabajo se decidi6é estudiar
a la proteina HSP70-817 la cual presenta similitud a la HSP70-242 de P. berghei,
para ello se generaron anticuerpos monoclonales como se describe a

continuacion:

Para la produccién de anticuerpos monoclonales que reconozcan a la
HSP70-817 de P. berghei, se llevo a cabo la expresion y purificacion de la proteina
recombinante. La secuencia de nucle6tidos que codifica para la HSP70-817 de P.
berghei se obtuvo de la base de datos PlasmoDB (ID: PBANKA 071190,
http://www.plasmodb.org/plasmo/home.jsp). A partir de esta secuencia se
disefiaron los oligonucledtidos 817Nhel (5 ATGGCTAACGCAAAAGCAAAG 3) y
817XhoIN (5 GCT CGA GAT CAA CTT CTT CAA CAG 3’), mismos que priman en
los extremos amino y carboxilo, respectivamente y poseen sitios de corte para las
enzimas de restriccion Nhel y Xhol. Con estos oligonucledtidos se amplifico,
mediante PCR, la region codificante integra de la HSP70-817. En la reaccion de
PCR, se utilizd como molde ADN gendmico de P. berghei cepa ANKA 2.34 con
las siguientes condiciones: 3 minutos a 94<C, 35 ciclos de 1 min a 94C, 1 min a
55€C, 1 min a 72, y una incubacion final de 72<C por 5 min. El producto de PCR
(2000 Kb) se purificé del gel y posteriormente se digiri6 con las enzimas de
restriccidon Nhel y Xhol, cuyos sitios de corte se encuentran en los oligonucleétidos
817Nhel y 817XholN, respectivamente. El producto de PCR digerido se cloné en
el vector de expresion pET-24a(+) (Novagen) generando la construcciéon pET817.
De manera que el pET817 contiene la proteina HSP817 de P. berghei fusionada
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por el carboxilo a 6 Histidinas codificadas en el pET-24a(+). La integridad del
péptido de fusion (HSP817-6His) se corrobordé mediante secuenciacion.

La produccién de la HSP70-817 se realizo en la cepa BL21 de Escherichia
coli. Para la expresion de la HSP817-6His, la cepa BL21/pET817 se creci6 en LB a
37 € durante 4 horas. Posteriormente, al cultivo se le agregd IPTG a una
concentracion final de 250 uM y se incub6 a 21<C por 30 min. Al término de este
tiempo, el cultivo se centrifugd y el concentrado celular se mantuvo en congelacion
(-20%C) hasta su uso.

Para la purificacion de la HSP817-6His se utilizd la resina de Niquel (Ni-

NTA) y se siguieron las recomendaciones del fabricante (Gibco BRL).

Para la generacion de anticuerpos monoclonales a-HSP70-817, se
mezclaron 50 ug de la HSP817-6His purificada con adyuvante completo de
Freund’s y se inmunizaron, por via intramuscular, a 2 ratones hembra BALB/c
siguiendo el esquema de inmunizacion descrito por Harlow y Lane, (2008). En este
trabajo se utilizaron cuatro anticuerpos generados contra la HSP70-817 los cuales
se denominaron (a-HSP817-1F7, a-HSP817-2D10, a-HSP817-2C3 y a-HSP817-
2C5).

En experimentos pre-liminares realizados en el laboratorio se demostré que
la proteina recombinante HSP70-817 es reconocida por estos anticuerpos (ver
apéndice Figura 13) y debido a que esta proteina presenta un porcentaje de
similitud del 28% con el receptor del ovocito de S. purpuratus, es posible
considerar su participacion en el desarrollo sexual del parasito. Los anticuerpos
monoclonales a-HSP70-817 fueron la herramienta para caracterizar y estudiar el
papel funcional de dicha proteina en el desarrollo sexual de este parasito en el

mosquito.
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2. JUSTIFICACION

Diversos estudios han demostrado la importancia de las proteinas HSP70 en el
desarrollo y patogénesis durante el ciclo asexual de Plasmodium. Sin embargo, la
mayoria de los estudios estan enfocados a las fases en el hospedero vertebrado,
mientras que los estudios durante el desarrollo del parasito en el hospedero
invertebrado son muy escasos.

Es fundamental conocer cual es el papel de las proteinas HSP70, en procesos
esenciales del parasito como la fertilizacion y la diferenciacibn durante su
desarrollo en el mosquito. Dicha informacion contribuira a entender mejor los
mecanismos moleculares que rigen la transmision de pardsitos causantes de
enfermedades transmitidas por vector, tales como la malaria.

3. HIPOTESIS

La proteina HSP70-817 participa en la fertilizacion y en la diferenciacion de
cigotos a oocinetos de P. berghei.

4. OBJETIVOS

4.1. GENERAL

Investigar la participacion de la proteina HSP70-817 en la fertilizacion y
diferenciacion de cigotos a oocinetos de P. berghei.

4.2 . ESPECIFICOS

Determinar la expresion de la proteina HSP70-817 en gametocitos,
gametos, cigotos y oocinetos de P. berghei.

Determinar la participacion de la proteina HSP70-817 en la fertilizacion y
en la diferenciacion de cigotos a oocinetos de P. berghei.
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5. METODOLOGIA

5.1. Paréasitos

Los parasitos que se utilizaron en este trabajo fueron P. berghei de la cepa
Antwerpen Katanga (ANKA): la clona 2.34 productora de fases asexuales
(trofozoitos, esquizontes, merozoitos) y sexuales (gametocitos, gametos, cigotos,
oocinetos, ooquistes, esporozoitos). Los parasitos se mantuvieron mediante pases

en ratones machos de la cepa BALB/c de 6-8 semanas de edad.

Se realizaron purificaciones de parasitos de los siguientes estadios:
gametocitos, gametos, cigotos y oocinetos. Para ello, los parasitos se
descongelaron (viales conservados en nitrogeno liquido y se reprodujeron en
ratones macho de la cepa BALB/c con 6 semanas de edad; hasta un maximo de 6
pases (para evitar pérdida de viabilidad de los gametocitos) (60). Los ratones
BALB/c se inocularon por via intraperitoneal (IP) con una alicuota de parasitos
descongelados. El monitoreo de la infeccidn se realizé de 7 a 9 dias post-infecciéon
mediante un frotis sanguineo, se tomd una gota de sangre de la cola del raton y se
realizé un extendido en un portaobjetos (nimero de raton, cepa de parasitos, pase
y fecha) la muestra se fij6 con Metanol absoluto y se tiid con Giemsa al 40% en
buffer Giemsa (ver apéndice), durante 20 minutos, el frotis se observo al

microscopio optico (objetivo de 100X) (61).
5.1.1. Produccion y purificacion de gametocitos y g ametos

Para la obtencion de gametocitos y gametos, se siguié el siguiente
protocolo: 2 ratones machos de la cepa BALB/c con 6 semanas de edad se
inocularon por via intraperitoneal con 200 pl de Fenilhidrazina (6 mg/ml) en buffer
de fosfatos (PBS) 1x estéril (ver apéndice), para inducir la produccion de
reticulocitos (62). Al tercer dia estos ratones se inocularon con 250 pl de sangre
parasitada, 3 dias post-infeccion se comprobd la infeccion de los ratones,
mediante un extendido y una prueba de exflagelacion (viabilidad de gametocitos
machos) la cual consistio en tomar 5 pl de sangre de la cola del ratén y ésta se
diluyo 1:5 con medio completo RPMI 1640 (Gibco BRL, ver anexo), suero fetal
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bovino (GIBCO BRL) al 20% (inactivado durante 30 min a 56 ), a un pH de 8.3.
Una vez mezclada la sangre se agité vigorosamente y se depositaron 10 ul en un
porta- objetos, se colocO un cubre-objetos cuyos bordes contenian vaselina (para
evitar que la muestra se evaporara) y se dejo incubando a 20C durante 10-15
minutos, pasados los cuales, las muestras se observaron en el microscopio 6ptico,
bajo el objetivo de 40X. Esta prueba nos permitid evaluar la viabilidad de los
gametocitos machos por medio de la observacion de centros exflagelantes (63)
seleccionando aquellos ratones que presentaron la mayor cantidad de gametocitos

viables.

Para eliminar las formas asexuales y obtener una muestra enriquecida de
gametocitos, a los ratones infectados con P. berghei se les traté con pirimetamina
(esta droga inhibe a la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR) que es esencial
para la sintesis de DNA en la fase asexual) (64). Para dicho tratamiento, los
ratones fueron inoculados por via intraperitoneal con 200 pl de pirimetamina (1
mg/ml de PBS 1X-Tween 20 al 0.05%), en el dia 4°. y 5°. post infeccidon. Al 6° dia
post-infeccion se tomé un extendido de la cola de cada uno de los ratones, se fijo,
se tifid y se analizo en el microscopio 6ptico (100X) para comprobar la eliminacion

de las formas asexuales y confirmar la presencia de gametocitos (22).

Para la purificacion de gametocitos, el procedimiento se realiz6 a 37C
(para evitar la activacion de los gametocitos). La sangre de ratones tratados con
pirimetamina y conteniendo principalmente gametocitos, fue obtenida por puncién
cardiaca utilizando heparina (100 U/ml) como anticoagulante y se colocé en una
jeringa sin aguja de 10 ml la cual contenia celulosa (CF-11) (Whatman, Maidstone
UK) para eliminar la mayoria de los leucocitos contaminantes (65) (el CF-11 se
adicion6 hasta la marca de 10 ml y se empaquetd mediante unos golpecitos hasta
la marca de 5 ml). Esta columna de CF-11 se hidraté con 3 ml de PBS 1X, pH 7.2
antes de adicionar la sangre conteniendo los gametocitos. Se colect6 el eluido, y
aprox. 2 ml de éste se colocaron en tubos coénicos de 15 ml conteniendo como
maximo 4 ml de Nicodenz al 15% en PBS (el Nicodenz se prepar6 a partir de una

solucion stock al 27.6% en buffer para Nicodenz (ver apéndice)). Los tubos con
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Nicodenz y el eluido de sangre parasitada se centrifugaron por 10 minutos a 2083
g y a 37T, se recupero la interfase con una pipeta Pasteur y para eliminar el
exceso de Nicodenz, se realizaron dos lavados con PBS 1X pH 7.2 y a 37T,

centrifugando a 1575 g por 3 minutos.

Para obtener gametos, se utilizaron gametocitos purificados como se
describié previamente, éstos fueron inducidos a la diferenciacion (gametogénesis),
mediante el cambio de temperatura (de 37 a 20C) y de pH (de 7.2 a 8.3), esto se
realiz6 mediante la incubacion de los gametocitos con medio RPMI (a 20C y pH
8.3) durante 7-10 minutos, pasados los cuales, se tomé una muestra de 1 pl, se
colocd en un porta objetos de vidrio, se dejé secar al aire, se fij6 y se tifid con
Giemsa como se menciond anteriormente. Las laminas se analizaron en el
microscopio Optico para visualizar a los gametos. Los gametos machos
(microgametocitos) se identificaron por la presencia de flagelos (microgametos) y
las hembras por sus caracteristicas basofilas especificas (22), (coloracién que

adquiere su citoplasma y nucleo con la tincién de Giemsa) (61).

5.1.2. Cultivo y purificacion de cigotos

Para la produccion de cigotos, los reactivos y la extraccion de los
gametocitos se llevd a cabo a 4C y en un tiempo de 2-5 min antes de la
activacion de los gametos y la fertilizacion. La sangre de ratones infectados con P.
berghei y conteniendo gametocitos se pasé por una columna de CF-11 (como se
describié previamente) y se eluyd de la columna utilizando 3 ml de medio RPMI
frio (4C). La sangre de la columna se colectdé en un matraz frio (4<C), el cual
contenia 2 ml de SFB descomplementado y 3 ml de medio RPMI, cuidando que el
eluido de la sangre y el volumen del matraz no pasara de un volumen mayor a 10
ml y que la sangre quedara a una dilucién final de 1:5 (medio completo con suero
y sangre). Una vez recolectada la sangre parasitada, se agit6 vigorosamente, se
tapé con una pieza de parafilm y se coloco en la incubadora a 20C durante 3

horas, para permitir su desarrollo (gametogénesis y fertilizacion). Antes de incubar
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los parasitos, se tomd una muestra de aprox. 10 ul para confirmar la viabilidad de
los gametocitos machos (exflagelacién) la cual se observé en el microscopio
optico y se confirmdé la presencia de gametocitos viables por medio de la
observacion de centros exflagelantes (63). EI matraz con el cultivo se incubd

durante 3 horas a 20T (64) para el desarrollo de cigotos.

Después de 3 horas de incubacion; la sangre con parasitos se colocé en
tubos conicos de 15 ml, se centrifugé 5 minutos a 2083 g, freno: 0, a 20T, se
descarto el sobrenadante y el boton celular se diluyd 1:4 con medio RPMI para su
purificacion. En un tubo de 15 ml, se colocaron 2 ml de Nicodenz al 12% y sobre
éste se colocé el botdn celular de cigotos (diluido 1:2 con PBS 1X) y se centrifugd
durante 15 minutos a 2083 g, freno: 0, a 20C. Se colecto la interfase conteni endo
los cigotos utilizando una pipeta Pasteur. Los cigotos fueron lavados dos veces
utilizando 1ml de PBS 1X y se centrifugd 5 minutos a 2268 g (64). Se tomé una
muestra de 1 pl, se coloco en un porta objetos de vidrio, se dejé secar al aire, se
fijo y se tifid con Giemsa, como se menciond anteriormente. La pastilla de
aproximadamente 100 ul se almacen6 a -70C para su uso posterior en ensayos
de Western blot (Seccibn 5.2) o bien se fijaron para ensayos de

inmunofluorescencia (Seccion 5.3).
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5.1.3. Cultivo y purificacion de oocinetos

Para el cultivo de oocinetos, la sangre de ratones conteniendo gametocitos
se diluyé como ya se describid en la seccién 5.1.2 y se incub6 durante 24 horas a
20T para permitir el desarrollo a oocinetos. Para la purificacion de oocinetos,
primero se corrobord la presencia de éstos, se tomdé una muestra de
aproximadamente 10 pl del cultivo y se coloc6 en un porta-objetos al cual después
se le colocd un cubre-objetos (con vaselina en los bordes) y de esta forma, la

muestra se observé en el microscopio (objetivo 40X).

Para la purificacion de oocinetos, el cultivo se coloco en tubos de 50 ml, se
centrifugd durante 5 minutos a 1333 g y a 20C. Se descart6 el sobrenadante y el
boton celular se lavé una vez con aproximadamente 40 ml de PBS 1X. Los
oocinetos se centrifugaron 5 minutos a 2083 g a 20C, se descartdo el
sobrenadante y el cultivo se diluyé 1:20 (con respecto al botdn celular) con NH4Cl
0.17M frio (4C), se incubd durante 25 minutos en hielo con agitacion vigorosa.
Concluido este tiempo, el cultivo se centrifugd 5 minutos a 1333 g, freno: 0, se
descarté el sobrenadante y se lavaron con aprox. 40 ml de PBS 1X. La suspensién
conteniendo oocinetos se centrifugd 5 minutos a 1080 g, freno: 0, se descarto el
sobrenadante y se lavé con aprox. 40 ml de PBS 1X. Se centrifugd nuevamente
por 5 minutos a 750 g, freno: 0, se descarto el sobrenadante y el boton celular se
lavé con aprox. 40 ml de PBS 1X. Finalmente, la muestra se centrifugd 5 minutos
a 563 g, freno: 0, y se descarto el sobrenadante. El boton celular, se resuspendio

1:2 con PBS 1X para su purificacion utilizando Nicodenz (64).

Para purificar los oocinetos, se utilizé un gradiente de 5 ml de Nicodenz al
17%. El numero de tubos que se prepard estuvo en funcion del volumen de
solucion con oocinetos que se purificd, se colocaron 5 ml de Nicodenz y hasta un
ml de suspension. Se utilizaron tubos cénicos de 15 ml a los cuales se les adicion6
el Nicodenz y luego la suspension, oocinetos/PBS, esta Ultima se colocé
lentamente para evitar que se mezclaran. Para separar a los oocinetos se
centrifugd durante 25 minutos a 1333 g a 20, después, se colecto la interfase

utilizando una pipeta Pasteur. Se hicieron dos lavados con PBS 1X (para eliminar
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el exceso de Nicodenz), centrifugando durante 5 minutos a 750 g a 20C (64). Se
tomd una muestra de 1 pl, se colocé en un porta objetos de vidrio, se dejé secar al
aire, se fijo y se tiid6 con Giemsa como se menciond anteriormente. El botdn
celular, conteniendo los oocinetos purificados se almacen6 a -70C para su uso
posterior en ensayos de Western blot (Seccién 5.2) o bien se fijaron para ensayos
de inmunofluorescencia (Seccion 5.3).

5.2.Western blot

Para identificar si la proteina HSP70- 817 de P. berghei se expresa en los
gametocitos, gametos, cigotos u oocinetos se utilizé la técnica de Western blot
(66).

Los parasitos purificados de los diferentes estadios (gametocitos, gametos,
cigotos y oocinetos) se resuspendieron en aproximadamente 150 ul de Buffer de
Lisis (ver apéndice) con antiproteasas PBS 1X y sonicados (para las muestras de
gametocitos, gametos, cigotos se dieron 2 pulsos de 5 segundos y para la muestra
de oocinetos 3 pulsos de 10 segundos con el Duty Cycle en 50 y Output Control 3,
manteniendo las muestras en hielo) la muestra se centrifugdé por 10 minutos a 42,
588 g a 4C. Se tom6 una alicuota de 10 ul del sobrenadante para realizar la
cuantificacion de proteinas, la cual se realiz6 mediante el kit 2D Quant Kit de
Amersham Biosciences. Las proteinas se solubilizaron mezclando los parasitos
con el buffer de muestra (ver apéndice) (67). Las muestras se desnaturalizaron
hirviendo por 10 minutos, posteriormente se centrifugaron por 5 minutos a 42,588

g a 4C y se colecto el sobrenadante.

Para la electroforesis unidimensional (67), se cargaron 50 pg de proteina
total de cada una de las muestras (de cada fase del parasito) por carril en un gel
de poliacrilamida de 8.6 x 6.8 cm al 12%. La electroforesis se realizd a 100-150
volts por aproximadamente 1 hora. Al término de la misma, los geles conteniendo
las proteinas de los parasitos, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa

por 1 hora a 100 volts constantes. Posteriormente, la membrana de nitrocelulosa
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se bloqueo (para evitar uniones inespecificas) con PBS 1X-Tween 0.05% y 5% de
leche por 1 hora a temperatura ambiente. Se descarté la solucién bloqueadora y
se adiciono el anticuerpo primario a-HSP70-817 (generados en contra de la
HSP70 recombinante de P. berghei) a una dilucién 1:500 en PBS 1X-0.05%
Tween 0.05% leche descremada. Se incub6 con agitacién (75 rpm) a 4C durante
toda la noche. Para eliminar el anticuerpo no unido se realizaron 3 lavados de 10
minutos cada uno con PBS1X-Tween 0.05% frio (4C). Se incubd la membrana
con el anticuerpo secundario cabra anti-raton acoplado a HRP (Invitrogen) 1:2000
en PBS 1X-Tween 0.05% con leche descremada por 1 hora a 75 rpm a

temperatura ambiente.

Posteriormente, se realizaron los 3 lavados en la forma descrita
anteriormente. Finalmente, la reaccién antigeno-anticuerpo se revelé en un cuarto
oscuro con un kit de Quimioluminiscencia (Millipore Inmobilon Western) utilizando
placas fotograficas. Los controles negativos incluyeron la incubacion de la
membrana con PBS 1X (omitiendo la incubacién con el anticuerpo primario a-
HSP70-817) pero incubando con el anticuerpo secundario. El control positivo
incluyé la incubacion de la membrana conteniendo a la proteina recombinante
HSP70-817. Para evidenciar que en cada carril se cargdé la misma cantidad de
proteina la membrana conteniendo los extractos de proteinas recombinantes y de
parasitos se incubd con un anticuerpo monoclonal que reconoce a una proteina

constitutiva de Plasmodium (a-actina) a una dilucion de 1:1000.
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5.3. Inmunofluorescencia indirecta

Para determinar la localizacion de la proteina HSP70-817 en la célula
utilizamos la técnica de inmunofluorescencia indirecta. Para ello, utilizamos el
anticuerpo monoclonal 2C3 generado en contra de la proteina HSP70-817 y los
diferentes estadios del parasito de P. berghei (gametocitos, gametos, cigotos y

oocinetos).

Los parasitos (boton celular de 10 pl diluido en 200 ul de PBS 1X) se fijaron
por desecacion, colocando 25 ul en los pozos de las laminillas de vidrio (se esper6
de 3 a 5 minutos y se retir6 el PBS) y se observd al microscopio optico, para
verificar que no hubiera una cantidad excesiva de parasitos (10-20 parasitos por
campo) las laminillas se etiquetaron y se almacenaron a -20C envueltas en papel

adsorbente y aluminio hasta su uso.

Para el ensayo de inmunofluorescencia, las laminillas se sacaron del
congelador y los pozos se bloquearon con albumina sérica de bovino (BSA) al 1%
en PBS 1X por 30 minutos a temperatura ambiente en una camara humeda, se
realizaron tres lavados de cinco minutos con PBS 1X, se incubd con el anticuerpo
primario en PBS 1X a una dilucidon 1:200, a 4 dura nte toda la noche en camara
himeda. Posteriormente, se realizaron tres lavados de cinco minutos con PBS 1X
y se incubd con el anticuerpo secundario comercial a-ratbn acoplado a ALEXA
(Abcam) a una dilucion de 1:200 por 1 hora a temperatura ambiente, se realizaron
tres lavados por cinco minutos con PBS 1X. Finalmente se agregd una gota de
antifading (que contiene 4'-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) para tefiir el nacleo

celular) a cada muestra y para preservar la fluorescencia.

Las laminillas se observaron en un microscopio de fluorescencia (Leica
DM1000) con el objetivo 100X usando el mismo tiempo y las condiciones de
exposicién para las muestras experimentales y controles. El control positivo
incluyd la incubacion de los parasitos con el anticuerpo a-Pbs25, que reconoce a
la proteina de superficie Pbs25 (esta es una proteina que se expresa en gametos

hembra y a partir del estadio de cigotos a ooquistes) y para el control negativo se
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incluyeron pozos con parasitos que recibieron todo el tratamiento como los
experimentales pero a los cuales se omiti6 la incubacién con el anticuerpo

primario.

Para la inmunolocalizacién intracelular de la proteina HSP70-817 en las
diferentes fases de los parasitos, éstos fueron permeabilizados incubando en la
solucion blogueadora con BSA 1% en PBS 1X/TritbnX-100 al 0.5% en los
portaobjetos y sometidos a las mismas condiciones de bloqueo, lavados e
incubados con los anticuerpos primarios a-HSP70-817 que se mencionaron

anteriormente.

5.4.Ensayo de inhibicién del desarrollo del parési  to

5.4.1. Efecto en la fertilizacién

Para determinar la participacion de la proteina HSP70-817 en el desarrollo
sexual de P. berghei, el primer proceso que se analiz6 fue el efecto del anticuerpo
a-HSP70-817 en la fecundacion de los gametos. Para ésto, se realizaron ensayos
de inhibicion del desarrollo del parasito, en el cual se agreg6é el anticuerpo
monoclonal a-HSP70-817 a diferentes concentraciones (10,100 y 200 ug/ml) al
tiempo cero de un cultivo de gametocitos (antes de que ocurra el proceso de
fertilizacion) y se incubd a 20C por 24 horas. Se utiliz6 como control positivo el
cultivo de los parasitos sin la adicion del anticuerpo y como control negativo se
utilizaron cultivos de los parasitos adicionando un volumen igual de PBS 1X pH 7.4
al utilizado en cada una de las concentraciones del a-HSP70-817.

Transcurridas las 24 horas de incubacion, los cultivos se centrifugaron por 5
minutos a 1575 g, se descart6 el sobrenadante, la pastilla celular se resuspendio y
de ésta se tomo 1 pl para realizar gota gruesa y se tifido con Giemsa al 10% por 20
minutos. Las gotas gruesas se analizaron en el microscopio Optico (100x

inmersion) para contar el numero total de oocinetos.
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El porcentaje de inhibicidon +SD (desviacion estandar) se calcul6 a partir de
los oocinetos formados en 1 yl de muestra. Se comparé el nimero de oocinetos
producidos en los cultivos tratados con el anticuerpo monoclonal a-HSP70-817

con los controles mencionados, mediante una prueba estadistica de Tukey.

5.4.2. Efecto en el desarrollo de cigotos a oocinet  0s

Para determinar la participacion de la proteina HSP70-817 en el desarrollo
de cigoto a oocineto se prepararon gametocitos de P. berghei en ratones Balb/c
como ya se describio anteriormente (Secciéon 5.1.1). Los cultivos se prepararon, se
permitid que los gametos se fecundaran (~ 30 minutos) y a dos diferentes horas
post-fertilizaciébn (1 y 6 horas) se agregd el anticuerpo a-HSP70-817, a tres
diferentes concentraciones (10,100 y 200 pg/ml) en un ensayo por triplicado. Los
parasitos con el anticuerpo se dejaron continuar con su desarrollo a oocinetos

durante 24 horas, incubandolos a 20C en camara hum eda.

A las 24 horas, los cultivos se centrifugaron por 5 minutos 1575 g, se
descarto el sobrenadante, la pastilla celular se resuspendid y de ésta se tomo 1 yl
para realizar gota gruesa y se tifio con Giemsa al 10% durante 20 min. Las gotas
gruesas se analizaron en el microscopio Optico (100x inmersién). El porcentaje de
inhibicién +SD se calculé a partir de los oocinetos formados en 1 ul de muestra. Se
comparé el numero de oocinetos producidos en los cultivos tratados con el
anticuerpo monoclonal a-HSP70-817 con los controles (cultivos de oocinetos que

no recibieron anticuerpo a-HSP70-817) mediante la prueba estadistica de Tukey.
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6. RESULTADOS

6.1.Produccion y purificacion de los diversos esta dios (gametocitos,
gametos, cigotos y oocinetos) de la fase sexual de P. berghei.

A partir de cultivos de P. berghei cepa 2.34 iniciados con la sangre de cuatro
ratones infectados, se obtuvieron preparaciones enriquecidas por arriba del 90%
de cada uno de los estadios de interés (gametocitos, gametos, cigotos y

oocinetos) (Figura 5).
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Figura 5. Frotis de preparaciones purificadas de las diferentes fases sexuales de P. berghei
tefiidos con Giemsa al 10%. Las flechas sefialan a estadios especificos obtenidos A: gametocitos;
B: gametos; C: cigotos; D: oocinetos de P. berghei.
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6.2. Obtencion de proteinas totales de los diversos estadios de la fase

sexual de P. berghei.

Con los diversos estadios purificados de P. berghei, se hizo la extraccion de
proteinas totales, se midi6é su concentracién y se analizaron por electroforesis
en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12%, utilizando 10 y 20 ug de cada
extracto proteico. Posteriormente el gel fue tefildo con Azul de Coomassie y se
observé el patron de bandas de cada estadio, asi como la integridad de las

proteinas obtenidas (Figura 6y 7).

1 2 3 4 5 kDa

Figura 6. Gel de poliacrilamida al 12% con extractos proteicos de P.
berghei teilido con Azul de Coomassie. Gametocitos 10 y 20 pg
(carriles 1 y 2), Gametos 10 y 20 ug (carriles 3 y 4) Estandar de peso
molecular BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder (carril 5).
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Figura 7. Gel de poliacrilamida al 12% con extractos proteicos de P.
berghei teiiido con Azul de Coomassie. Estandar de peso molecular
BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder (carril 1). Cigotos 10 y 20
ug (carriles 2 y 3) oocinetos 10 y 20 ug (carriles 4 y 5).
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6.3. Andlisis de la presencia de la proteina HSP70- 817 en los diversos

estadios de la fase sexual de P. berghei.

En los ensayos de Western blot se utiliz6 una concentracion de 50 pg de extracto
proteico de cada uno de los estadios. En el control positivo se observé una banda
de 75 kDa correspondiente a la proteina recombinante HSP70-817 y el control
negativo no presentd sefial en el peso esperado. Con la concentracion utilizada
se pudo observar la presencia de una banda con peso molecular de
aproximadamente 75 kDa (carril 4 y 5) en los estadios de cigotos y oocinetos,
respectivamente. También se observaron dos bandas (marcadas con un asterisco)

en todos los extractos proteicos a la altura de 50 y 25 kDa (Figura 8).

Figura 8. Ensayo de Western blot utilizando el anticuerpo monoclonal a-HSP70-817 y extractos
proteicos de las diferentes fases sexuales de P. berghei fueron separados en geles de
poliacrilamida al 12% y transferidos a una membrana de nitrocelulosa. Carril 1: Proteina
recombinante, 2: gametocitos; 3: gametos; 4: cigotos; 5: oocinetos; 6: oocinetos (control
negativo, omitiendo la incubacién con el anticuerpo primario).
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6.4. Inmunolocalizacién de la proteina HSP70-817 en  los diversos estadios

de la fase sexual de P. berghei

Para determinar la localizacion celular de la proteina HSP70-817 de P. berghei, se
realizaron ensayos de Inmunofluorescencia con cada uno de los estadios del
parasito: gametocitos, gametos, cigotos y oocinetos; permeabilizados y sin
permeabilizar, incubados con el anticuerpo monoclonal 2C3. En muestras de
gametocitos y gametos permeabilizados no se observé sefial con el anticuerpo
2C3 (Figura 9 y Figura 10). En cigotos permeabilizados se observo sefial
intracelular y en los extremos del parasito (Figura 11). En el estadio de oocinetos
no se observé sefial con el anticuerpo a-HSP70-817 Figura 12. El control negativo
no mostro sefial en ninguno de los estadios. La proteina Pbs25 que se expresa a
partir del estadio de gametos hembra hasta oocinetos, mostré sefial, siendo esta

proteina el control positivo. Las flechas indican a los parasitos en las diferentes

condiciones.
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Figura 9. Inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo monoclonal 2C3 en muestras de
gametocitos. En la columna A las fechas seiialan a los parasitos en campo claro; en la columna B
no se observd sefial de fluorescencia con el anticuerpo monoclonal a-HSP70-817 utilizando el
anticuerpo secundario Alexa 488; en la columna C las flechas indican la tincion de los nticleos
con DAPI. Objetivo 100X.
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Figura 10. Inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo monoclonal 2C3 en muestras de
gametos. En la columna A las fechas sefalan a los parasitos en campo claro; en la columna B no
se observo seiial de fluorescencia con el anticuerpo monoclonal a-HSP70-817 utilizando el
anticuerpo secundario Alexa 488; en la columna C las flechas indican la tincién de los nucleos

con DAPI. Objetivo 100X
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Figura 11. Inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo monoclonal 2C3 en muetras de
cigotos de P. berghei. En la columna A las fechas sefialan a los parasitos en campo claro; en
la columna B las flechas indican la seiial de fluorescencia con el anticuerpo monoclonal a-
HSP70-817 tanto en cigotos sin permeabilizar y permeabilizados utilizando el anticuerpo
secundario Alexa 488; en la columna C las flechas indican la tincion de los ntcleos con DAPI.
Objetivo 100X.
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Figura 12. Inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo monoclonal 2C3, en muestras de
oocinetos. En la columna A las fechas sefialan a los parasitos en campo claro; en la columna B
no se observd senal de fluorescencia con el anticuerpo monoclonal a-HSP70-817 utilizando el
anticuerpo secundario Alexa 488; en la columna C las flechas sefialan la tincion de los
nucleos con DAPI. Objetivo 100X
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6.5. Efecto del anticuerpo a-HSP70-817 en el proceso de fertilizacion y
desarrollo de cigoto a oocineto de  P. berghei

Para determinar la participacion de la proteina HSP70-817 de P. berghei en el
proceso de fertilizacion de los gametos macho y hembra y en la diferenciacion de
cigoto a oocinetos, dos puntos criticos de la fase sexual durante el ciclo de vida en
el mosquito. Se realiz6 una curva de concentraciones, que incluyé la adicion del
anticuerpo a-HSP70-817 a las concentraciones siguientes: 10, 20, 50, 75, 100,
125, 150, 175y 200 ug/ml, estas concentraciones se adicionaron a cultivos de 100
ul de P. berghei al tiempo cero (antes de la activacién de los gametocitos); y a las
24 horas se realiz0 el conteo de oocinetos en gota gruesa. En el ensayo se
observd que no hubo una disminucion en el nimero de oocinetos en los cultivos

gue recibieron anticuerpo.

# de oocinetos

Control [10]  [20] [50] [75] [100] [125] [150] [175] [200]

Concentracién del anticuerpo jig/ml

Grafica 1. Curva de concentraciones con el anticuerpo a-HSP70-817. A cultivos con gametocitos
de P. berghei se les adicioné una concentracion diferente del anticuerpo a-HSP70-817 y 24 horas
después se realizo el conteo de oocinetos. (n=2).
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El siguiente ensayo consistié en agregar el anticuerpo a-HSP70-817 2C3 a las
concentraciones de 10, 100 y 200 pug/ml pero a 3 tiempos (tiempo 0 antes de la
fertilizacion, Tiempo de 1 hora y 6 horas post-fertilizacion). Los datos obtenidos
fueron analizados, utilizando la prueba estadistica de Tukey, la cual indicé que no
hubo un efecto de inhibicién del desarrollo del parasito en las diferentes
condiciones con el anticuerpo monoclonal a-HSP70-817 2C3 como se observa en

la gréfica 2.

# de oocinetos

c [10] _[100] [200] C \[10]_[100] [200]) C \[10 !100! 200![

Tiempo 0 Tiempo 1 hora Tiempo 6 horas

C=Control

[ 1=Concentracion del
anticuerpo pg/ml

Grafica 2. Ensayo de inhibicidon del desarrollo del parasito con el anticuerpo monoclonal a-
HSP70-817 adicionado a diferentes tiempos y concentraciones. A cultivos con gametocitos de
P. berghei se les adicioné una concentracion diferente (10, 100 y 200 pug/ml) del anticuerpo
a-HSP70-817 a diferentes tiempos (cero, una y seis horas post-fertilizacion) y 24 horas
después se realizo el conteo de oocinetos. (n=3).

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD PUBLICA 38



7. DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue determinar la expresion y participacion de la

proteina HSP70-817 en el desarrollo sexual de P. berghei.

Los resultados de los ensayos de Western blot para determinar los estadios
en los que se expresa la proteina HSP70-817, mostraron que esta proteina se
expresa en cigotos y oocinetos. Tal como se esperaba, el anticuerpo monoclonal
reconocio a la proteina recombinante HSP70-817 y el peso de ésta fue similar a la
banda detectada en cigotos y oocinetos indicando que el anticuerpo reconocié a la
proteina nativa HSP 817 de P. berghei.

Es importante mencionar que en el ensayo de Western blot se observaron
bandas a la altura de 50 y 25 kDa, lo cual podria atribuirse a la presencia de
inmunoglobulinas de ratdon (cadenas pesadas y ligeras). Esto quedé demostrado
cuando realizamos un ensayo de Western blot en el cual se resolvieron las
proteinas del suero de ratén y se incubaron con el anticuerpo 2C3, este ensayo
dio como resultado un patron de bandas de 25 y 50 kDa (ver Figura 14 en
apeéndice), confirmando que las proteinas de 25 y 50 kDa en nuestras muestras
experimentales corresponden a contaminacion de inmunoglobulinas del suero de
ratén unidas a los parasitos de P. berghei, las cuales estan siendo reconocidas por

el anticuerpo monoclonal 2C3.

En los ensayos de Inmunofluorescencia la proteina HSP70-817 presentd
localizacion tanto intracelular como en la superficie del parasito, Unicamente en el
estadio de cigotos. Este resultado de inmunofluorescencia contrasta con el
obtenido en el ensayo de Western blot y podria explicarse por el hecho de que son
dos técnicas diferentes, en las cuales las proteinas son sometidas a diferentes
tratamientos, en el Western blot se utilizan agentes desnaturalizantes que
linearizan a la proteina y determinan la exposicion de los diferentes epitopes que
conforman al antigeno y que podrian ser detectados con el anticuerpo y en la
inmunofluorescencia se utilizan fijadores y/o permeabilizadores. En el Western blot

la proteina se encuentra desnaturalizada y sus epitopes completamente
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expuestos, a diferencia de la Inmunofluorescencia donde la proteina se encuentra
en su estado nativo y muchos de los epitopes expuestos pueden ser
conformacionales. Ademas, cada estadio del parasito comprende procesos
diferentes que determinan el procesamiento y plegamiento de las proteinas que
son requeridas para la diferenciacion del parasito, que a su vez permite la
exposicién de ciertos epitopes que podrian ser reconocidos por el anticuerpo
monoclonal. Sin embargo, lo que si es claro es que el anticuerpo 2C3 detecto a un

epitope de la proteina nativa HSP70-817 en cigotos de P. berghei.

El hallazgo de la proteina HSP70-817 en oocinetos por Western blot podria
deberse a que en esta técnica la estructura lineal de la proteina, permitié que el
anticuerpo reconociera a un epitope que no se detectd por Inmunofluorescencia.
Sin embargo, el hallazgo de la HSP70-817 en oocinetos en este estudio
concuerda con un estudio de protedmica que incluyo el analisis de la superficie y
los micronemas de oocinetos de P. berghei realizado por Lal K. en 2009 (16) en el
cual la proteina HSP70-817 se encontr0 en la superficie del oocineto de P.

berghei.

Los estudios sobre las HSP70 en Plasmodium, se han enfocado
principalmente a la fase asexual, en P. falciparum se ha observado que el papel
central de estas proteinas se enfoca a su actividad de chaperonas en la
supervivencia del parasito ante los cambios en temperaturas (43,68). También en
el trafico de proteinas entre el hospedero y el parasito y en la patogénesis (68,69).

Los estudios de la fase sexual, por ejemplo la protedmica de los

esporozoitos han reportado la expresion de la HSP70 en este estadio (70,71).

En este trabajo estudiamos a la HSP70-817 durante la fase sexual, los estudios
que reportan las posibles funciones que pudiera tener esta proteina en el
invertebrado, son muy escasos. Sin embargo, en un estudio reciente se analizaron
los perfiles de expresion de diferentes HSP70 en P. berghei (72) y se observo que
el transcrito de la proteina HSP70-817 fue el mas abundante en el ciclo de vida del

parasito. Cabe mencionar que en este estudio no se analizaron las diferentes
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fases del ciclo sexual, especificamente no se incluy6 el andlisis de la expresiéon de
esta proteina en cigotos. La expresion de la proteina HSP70-817 se demostré que
se expresa en los estadios de anillo, trofozoitos, gametocitos, oocinetos, ooquistes
y esporozoitos. La metodologia que ellos utilizaron no permiti6 obtener
informacion sobre la funcion de esta proteina, y Unicamente sugirieron que la

HSP70-817 puede tener un rol critico durante el ciclo de vida de Plasmodium.

Con los ensayos de inhibicion de la fertilizacion utilizando el anticuerpo 2C3
no fue posible observar que las diferentes concentraciones tuvieran un efecto
inhibitorio sobre el desarrollo del parasito en este proceso; a pesar de utilizar altas
concentraciones del anticuerpo. Posteriormente, cuando adicionamos el
anticuerpo en tres diferentes puntos de la fase sexual: el tiempo cero antes de la
fertilizacion, tiempo de 1 y 6 horas post-fertilizacion, tampoco fue posible detectar
un efecto sobre la diferenciacion del parasito. A excepcion del tiempo cero
utilizando una concentracion de 200ug/ml donde se observé una disminucion del
50% con respecto al control. Finalmente, el andlisis estadistico realizado nos
indicé que las diferencias no fueron estadisticamente significativas y por lo tanto
se requiere aumentar el niumero de réplicas biolégicas para poder detectar los
posibles efectos del anticuerpo y/o la posible funcion de la proteina HSP70-817 en
la fertilizacion y/o diferenciacion de los parasitos de P. berghei.

En este estudio no fue posible detectar un efecto del anticuerpo en el
proceso de fertilizacion, pero es importante mencionar que la proteina HSP70-817
presenta un alto grado de similitud con otra HSP70 (HSP70-242)
(PBANKA_121930) la cual en un estudio previo hecho por Torres y colaboradores
en 2005 (59), esta proteina se reportd que se expresa en gametos hembra y los
anticuerpos monoclonales inhibieron el 92% del desarrollo a oocinetos. Aunque
estas dos proteinas presentan 28% de similitud pareciera que la participacion en el

proceso de fertilizacion y diferenciacion del parasito difiere.
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Es importante mencionar que estructuralmente, la proteina HSP70-817
presenta una region carboxilo terminal que tiene un motivo EEVD, el cual esta
presente en la mayoria de las HSP70 citosolicas de organismos eucariotas. En
este trabajo se observo a la HSP70-817 en el citosol en parasitos permeabilizados
lo cual y que este dato coincide con las otras HSP70, previamente descritas. En
organismos eucariotas, este motivo permite a las HSP70 interaccionar con otras
HSP’s. En Plasmodium se han demostrado algunas de estas interacciones
facilitan el plegamiento de proteinas clave que le permiten al parasito continuar su

ciclo de vida en el hospedero(73-75).

Las HSP70 son proteinas altamente conservadas e inmunogeénicas (76,77),
la vacunacion con estas proteinas en P. falciparum resulta en una alta proteccion
contra la infeccion en el hospedero (78,79), asi también se observaron altos
niveles de anticuerpos en contra de la HSP70 que es el ortdlogo de HSP70 de P.
berghei (80), basado en esta informacién las HSP70 de Plasmodium son
consideradas como un antigeno para la inmunodeteccién o el desarrollo de

vacunas.

El estudio del parasito en el mosquito han sido motivo de estudio para
identificar moléculas blanco para el desarrollo de vacunas blogueadoras de la
transmision, para ello es necesario conocer la biologia del parasito de la malaria,
identificar las interacciones que lleva a cabo en el hospedero invertebrado que son
tan importantes y complejas como las que se dan el hospedero vertebrado y que
requieren de un enfoque Unico para entender los procesos de diferenciacion del
parasito y de esta forma desarrollar nuevos blancos quimioterapéuticos que

permitan el control de la enfermedad.
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8. CONCLUSIONES

» La proteina HSP70-817 se expresa en los estadios de cigoto y oocineto de
P. berghei.
» La proteina HSP70-817 se expresa en la superficie e intracelular del estadio

de cigoto de P. berghei.

9. PERSPECTIVAS

» Para conocer la participacion de la proteina HSP70-817 en el desarrollo
de las fases sexuales de Plasmodium, se propone generar un knock-out
del gen codificante HSP70-817 y analizar su expresion en el estadio de

cigoto.
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10.APENDICE
MEDIO RPMI

Se vierte el contenido de un sobre de medio RPMI 1640 (GIBCO, BRL) en 900 ml
de agua estéril y se adiciona: hipoxantina 50 mg/ml, 2 g de NaHCO3y 0.3 g de L-
glutamina. Se ajusta a pH 8.3 y se agregan los antibioticos (penicilina 5 mg/ml,
estreptomicina 5 mg/ml, neomicina 1 mg/ml). Se afora a 1 litro y se filtra usando
una membrana de 0.2 ym.

Buffer de lisis

Tris pH 7.4 .01M, NaCl 0.15M, SDS 0.1%, NP-40 1%, EDTA 2M.

Buffer de carga en condiciones reductoras

Tris pH 6.8 250 mM, SDS 277 mM, 40% de glicerol, 0.5% de azul de bromofenol, y
20% de B-mercaptoetanol

Buffer Giemsa
0.005 M KH2PO4 y 0.007 M Na2HPO4

Ajustar pHa 7.2

Solucion salina de Fosfatos (PBS) 1X (1 Litro)
NaCl 0.14 M, KCI 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1.8 mM

Ajustar pHa 7.3

Buffer para Nicodenz
Tris 5 mM, EDTA 0.32 mM, KCI 3 mM

Ajustar pH 7.5
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Buffer de corrida 5X (1 Litro)

Tris-base 27 mM, glicina 0.2 M, SDS 0.5%

Buffer de transferencia 1X (1 litro)
Tris-base 25 mM, glicina 0.15 mM, metanol 20%.

No es necesario ajustar pH.

Persulfato de amonio (APS) al 10%

Para preparar 10 ml de APS, disolver 1.0 gramo de APS en 10 ml de H20 bi-
destilada

Almacenar a -20°C en alicuotas de 20pl.

Tris-HCI 1.5 M (0.5 Litros)

Para preparar 500 ml de Tris HCI 1.5 M, pesar 90.85 gramos de Tris base. Ajustar
pH a 8.8. Aforar a 0.5 litros.

Almacenar a 4°C

Acrilamida al 30% (Acrilamida-Bisacrilamida)

Para preparar 1 litro de Acrilamida-Bisacrilamida, pesar 30 gramos de acrilamida y
1.0 gramo de bisacrilamida. Aforar a 1 litro

Almacenar a 4°C.
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Electroforesis SDS-Poliacrilamida

Gel Separador

Gel Concentrador

Figura 13. Ensayo de Western blot con los anticuerpos monoclonales a-
HSP70-817 que reconocen a la proteina recombinante HSP70-187.

AL 10% AL 12% 2ml 4ml
5ml | 10ml 5ml 10 ml Acr;lg:;"nda 3351 670l
Acrilamida | 1.67 | 3.34 2
2.0ml 4ml
30% ml ml SDS 10% 20 l 40 pl
SDS10% | 50ul 100l | 50 pi 100 ;
- TrisHE] 500 il 250 4l
TrisHCI 1.25 1.5M pH 6.8
25ml | 1.25ml | 2.5ml
1.5MpH 8.8 | ml Agua 1.35ml 2.7ml
A 2ml | 4ml [1.675ml| 3.35ml
gua m m m m APS 10% 20 4l 40l
APS 25ul | 50p | 25p 50 pl
Temed 2l 4l
Temed 25 | 5 pl 2.5 Sl
2D10 2C3 1B4 1F7 1B10 5E5 MPM kDa
- &5
- - G0
= o s -
L™ = 50
-4l
25

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD PUBLICA

46



1 2 3 4 kDa

85

60

50

40

25

20

Figura 14. Ensayo de Western blot con proteinas del
suero de raton a diferentes diluciones. Carril 1
dilucién 1:2500, carril 2 dilucién 1:1000, carril 3
dilucion 1:1:500, carril 4 dilucién 1:100.
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