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RESUMEN

Se estudi6 la invasion del parasito Plasmodium falcipa-
rum a fantasmas de eritrocitos humanos. La invasién dismi-
nuyd proporcionalmente a la dilucién del contenido
citoplasmdtico, hasta un limite del 20%, por debajo del cual
no hay invasion. Este comportamiento es paralelo a la capa-
cidad de los fantasmas de mantener una concentracion de
ATP superior a 10uM. La adicion de fosfato, magnesio, y
las poliaminas espermina y espermidina no modifico el
resultado. La adicién de ATP, o de un sistema enzimitico
regenerador de ATP mejord la capacidad de las células para
ser invadidas por el parisito,

La sustitucion del contenido proteico de los fantasmas
con citoplasma exégeno, de eritrocitos humanos, causé una
restitucién de la invasién; mientras que la sustitucion con
citoplasma proveniente de eritrocitos de pollo sélo restituyd
la invasién cuando se aumentd simultineamente el conteni-
do de ATP. La posible existencia de un factor especifico
para la invasion, en el citoplasma se descarta; se insinda la
importancia de un sistema enzimdtico que mantenga un
nivel minimo de ATP,

INTRODUCCION

La malaria es posiblemente la enfermedad para-
sitaria que causa el mayor impacto en la salud
humana en el tropico. La mitad de la poblacidon
mundial, cerca de 2.500 millones de personas estin
permanentemente amenazadas;, 300 millones de
personas son infectadas por aflo y de éstas, por lo
menos 80 millones sufren la enfermedad (1). Se
estima que en Africa, mueren un millon de nifios al
afio por ella (1,2). Entre mds de 100 especies de
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Plasmodium, s6lo 4 atacan al hombre Plasmodium
falciparum, Plasmodiumvivax, Plasmodium malariae
y Plasmodium ovale; de éstos, el que causa las
infecciones mds graves y el mds difundido en el
mundo es el Plasmodium falciparum.

Entre los diferentes ciclos de vida del parasito
en sus dos hospederos (mosquito Anopheles y
hombre), es particularmente interesante el ciclo
asexual eritrocitico, que es el causante de las mani-
festaciones clinicas de la enfermedad. Durante este
ciclo, que dura 48 horas, cambia el parisito dentro
del eritrocito, de forma joven (anillo) a formas mas
maduras (trofozoitos) y finalmente se divide (esqui-
zontes) en 16 a 20 parisitos (merozoitos) que se
liberan e invaden nuevas células rojas. El mecanis-
mo molecular de esta invasion es poco conocido,
a pesar de que existen descripciones ultraestructu-
rales muy precisas (3,4,5).Hay primero un contacto
accidental entre merozofltos libres y eritrocitos,
seguido de una unioéon en el punto de contacto. El
eritrocito sufre entonces una ripida deformacion
que dura 9-15 segundos, el parasito se reorienta
con su zona apical directamente opuesta a la mem-
brana de la célula roja, y en ese punto se forma un
complejo de unién, que se ve muy denso en micros-
copia electronica de transmision, y que se va mo-
viendo a lo largo del pardsito a medida que la célula
es penetrada, por invaginacion, en un proceso que
dura 15 segundos. Finalmente la vacuola, sellada
por fusidn de la membrana, es interiorizada al eri-
trocito que después de unos minutos adquiere
nuevamente estructura de disco bicdncavo.

La anterior descripcion, sugiere 1a presencia de
receptores especificos en las membranas de las dos
células involucradas, pero también parece evidente
la necesidad de componentes intracelulares que
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de un lavado (750xg, 5 minutos) en una solucién
de NaCl 160mM, HEPES 20mM pH 7.4 (BHS), se
incubaron las células a 37°C durante 5 minutos en
una solucion de sorbitol al 5%, Los eritrocitos se
recuperaron por centrifugacién, s¢ lavaron con
BHS y se resuspendieron en medio de cultivo.

Separacion y concentracion de esquizontes

La separacién y concentracion de esquizontes
se realizé siguiendo el procedimiento descrito por
Rivadeneira, Wasserman y Espinal (19). El cultivo
con un porcentaje de esquizontes entre unoy dos se
centrifugd a 750xg durante 5 minutos para separar
las células. A un volumen de células se adicionaron
3 voltimenes de BHS. Un mililitro de esta suspensién
se adiciond a una mezcla de 9.9ml Percoll (Pharma-
cia Fine Chemicals, Uppsala-Sweden) y 1.1 m] de
BHS concentrado x 10 (HEPES 200mM, NaCl
1.6M pH 7.4) y se centrifugd a 26.000 xg a 4°C
durante 30 minutos. La fracciéon superior del gra-
diente que contenia los esquizontes se lavé con
BHS y se resuspendié en medio del cultivo para
experimentacion.
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Preparacion de Fantasmas

Los fantasmas de eritrocitos fueron preparados
seg(n el método descrito por Wasserman y colabo-
radores (15). Se usaron eritrocitos frescos tipo
O(+). Las células rojas fueron lavadas 3 veces con
una solucidon NaCl 20mM, KCl, 140mM, TES (Acido
N-tris-hidroximetil-2 -aminoetano-sulfonico) 20mM,
pH 7.4 (solucidon isoténica), se descartd la capa
superior de células blancas y se resuspendieron en
solucidn isotdnica al hematocrito deseado y con las
adiciones de cada experimento. Un volumen de esa
mezcla se transfirid a una bolsa de didlisis y se
sometid a didlisis contra 100 volimenes de una
solucion NaCl 5mM, KCl 35mM, TES 5mM, pH 7.4
(solucién hipoténica), a 4°C por 2 horas. Después
de la didlisis se llevé la suspensidn a iso-osmolari-
dad afiadiendo 0.1 volumen de solucién, NaCl
0,2M, KC1 1,4M, TES 02M pH 7.4 y MgSO,
20mM, (solucion hipertbnica) € incubando a 37°C
durante 30 minutos. Los fantasmas resellados se
recuperaron por centrifugacién a 10.000 x ga 4°C
por 15 minutos se lavaron dos veces en las mismas
condiciones con solucion isotdnica, y finalmente
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FIGURA 2. Concentracién intracelular de ATP e invasién de fantasmas por Plasmodium falciparum. ( O ) ATP inicial:
{ £\ ) ATP final (después de incubar los fantasmas a 37°C en medio completo durante 12 horas); ( Ml ) invasion.
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El sistema descrito en este trabajo, podri ser

utilizado como ensayo para la determinacién del
efecto que tienen sobre la invasidon proteinas puri-
ficadas del citoplasma de eritrocito. Posiblemente
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por este método se puede caracterizar los ‘“factores
criticos” para la invasidén, y mejorar asi el estado
del conocimiento sobre un fendmeno bioldgico de
primera importancia.
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