ESTUDIOS DE INVASION DEL PARASITO
Plasmodium falciparum A FANTASMAS DE
ERITROCITOS HUMANOS

Por Moisés Wasserman L.*, Juan A. Crosby G. ¥

Gladys Arreaza T.

RESUMEN

Se estudié la invasion del parisito Plasmodium falcipa-
rum a fantasmas de eritrocitos humanos. La invasion dismi-
nuyé proporcionalmente a la diluciéon 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 esperminz y espermidina no modifico el
resultado. La adicién de ATP, o de un sistema enzimdtico
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, causd una
restitucion de la invasiéon; mientras que la sustitucién con
citoplasma proveniente de eritrocitos de pollo sélo restituyo
la invasién cuando se aumenté simultineamente el conteni-
do de ATP. La posible existencia de un factor especifico
para la invasién, en el citoplasma se descarta; se insinfia la
importancia de un sistema enzimdtico que mantenga un
nivel minimo de ATP.

INTRODUCCION

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

Entre los diferentes ciclos de vida del parisito
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 paridsitos (merozoftos) que se
liberan e invaden nuevas células rojas. El mecanis-
mo molecular de esta invasién es poco conocido,
a pesar de que existen descripciones ultraestructu-
rales muy precisas (3,4,5).Hay primero un contacto
accidental entre merozoitos libres y eritrocitos,
seguido de una unidn en el punto de contacto. El
eritrocito sufre entonces una rdpida deformaciéon
que dura 9-15 segundos, el parisito 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 unidén, que se ve muy denso en micros-
copia electronica de transmisidon, 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 fusidon de la membrana, es interiorizada al eri-
trocito que después de unos minutos adquiere
nuevamente estructura de disco biconcavo.

La anterior descripcion, sugiere la 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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FIGURA 1. Efecto de la dilucidn del contenido del eritrocito sobre la invasion de fantasmas por Plesmodium falciparum.

f | Invasién; ( 1) Contenido de proteina.

medien un proceso de endocitosis muy raro en el
eritrocito,

Varios grupos han trado de identificar el recep-
tor; se ha sugerido que la glicoforina A esel receptor
del merozoito (6,8). Sin embargo, hay autores que
presentan evidencias de que también la glicoforina
B (9.10) vy la glicoforina C (11) estan involucradas
en el proceso, pues compiten con la invasion, y por-
que células rojas genéticamente deficientes en ellas
tienen grados diversos de resistencia a la invasion,
Un grupo afirma que el receptor es la banda 3 del
eritrocito (12,13) basado en 1a inhibicidn a la inva-
sion causada por esta protefna insertada en liposo-
mas. En contraste con la gran cantidad de trabajo
gque s¢ ha hecho para caracterizar los receptores,
es muy poco lo que sabe acerca de los procesos
intracelulares durante la invasion. Esto se debe
seguramente a las dificultades fisicas que presenta
gl problema de analizar factores intracelulares en
un proceso que no puede serreconstruido en ausen-
cia de las células completas. Una solucion posible
a estas dificultades es el uso de fantasmas de eritro-
cito, que son membranas que conservan el lamafio,
forma y caracteristicas de la célula original (14),
pero cuyo contenido interno puede ser modificado,
incluyendo en ellas moléculas pequefias ¥y macro-
moléculas ( 15).

Este trabajo, pretendié hacer uso de fantasmas
resellados de eritrocitos, para evaluar el papel de
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algunos componentes intracelulares de la célula
hospedera en la invasion del merozoito de Plasmo-
dium falciparum.

MATERIALES Y METODOS
Cultiver del parasito

Se usd la cepa colombiana FCB-2 de Plasmodium
fulciparum (16), mantenida en cultivo continuo
sepun el método de Trager & Jensen {(17), en una
suspension de eritrocitos humanos Oi+) al 5% (v/v)
en medio RPMI-1640 (GIBCO Grand Island, N. Y.}
suplementado con 10% de suero humano de do-
nante Of+), hipoxantina 0.2mM, glutation reducido
lug/ml, buffer HEPES (Acido N-2-Hidroxietil-pipe-
razin-N"-2-etanosulfonico) 25mM, bicarbonato de
sodio 32mM, y pentamicina 50ug/ml. El cultivo se
mantuvo a 37°C en cémaras de incubacion hermé-
ticas con una atmosfera de CO, 5%, O, 3% ¥ N;
90%. El medio se cambi®d diariamente y se hizo
dilucion con eritrocitos frescos cada cuatro dias.
La: parasitemia en el cultivo y en los experimentos
se evalud por conteo de parisitos, en extendidos
coloreados con Giemsa y se expresd como por-
centaje,

Sincronizacion del cultivo

El cultivo se sincronizd de acuerdo al métoda
descrito por Lambros v Vanderberg (18), Después




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 solucidn de sorbitol al 5%. Los eritrocitos se
recuperaron por centrifugacion, se lavaron con
BHS y se resuspendieron en medio de cultivo.

Separacion y concentracion de esquizontes

La separacion y concentracidn de esquizontes
se realizd siguiendo el procedimiento descrito por
Rivadeneira, Wasserman y Espina! (19). El cultivo
con un porcentaje de esquizontes entre uno y dos se
centrifugé a 750xg durante 5 minutos para separar
las células. A un volumen de células se adicionaron
3 volimenes de BHS. Un mililitro de esta suspension
se adiciond a una mezcla de 9.9ml Percoll {Pharma-
cia Fine Chemicals, Uppsala-Sweden) y 1.1 ml de
BHS concentrado x 10 (HEPES 200mM, NaCl
1.6M pH 7.4) y se centrifugé a 26.000 xg a 4°C
durante 30 minutos. La fraccion superior del gra-
diente que contenia los esquizontes se lavé con
BHS y se resuspendid en medio del cultivo para
experimentacion.
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Preparacién de Fantasmas

Los fantasmas de eritrocitos fueron preparados
seghn el método descrito por Wasserman y colabo-
radores (15). Se usaron eritrocitos frescos tipo
O(+). Las células rojas fueron lavadas 3 veces con
una soluciéon NaCl 20mM, KCl, 140mM, TES (Acido
N-tris-hidroximetil-2 -aminoetano-sulfonico) 20mM,
pH 7.4 (solucidn isoténica), se descartd la capa
superior de células blancas y se resuspendieron en
solucion isotonica al hematocrito deseado y con las
adiciones de cada experimento. Un volumen de esa
mezcla se transfiridé a una bolsa de didlisis y se
sometidé a didlisis contra 100 volimenes de una
solucion NaCl 5SmM, KC1 35mM, TES 5mM, pH 7.4
(solucién hipoténica), a 4°C por 2 horas. Después
de la didlisis se llevd la suspension a iso-osmolari-
dad afiadiendo 0.1 volumen de solucidon, NaCl
0,2M, KCI 14M, TES 02M pH 74 y MgSO,
20mM, (solucién hiperténica) e incubando a 37°C
durante 30 minutos. Los fantasmas resellados se
recuperaron por centrifugacion a 10.000 x ga 4°C
por 15 minutos se lavaron dos veces en las mismas
condiciones con solucidn 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); ( Wl ) invasion.
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FIGURA 3. Efecto de varias sustancias sobre la invasidn de fantasmas por Plasmodium falciparum, { Y nvasion. (1)
Contenido de proteina, E. E, = Espermidina;, SR-ATP O Sistema Regenerador de ATP.

se¢ resuspendieron al 10% en medio de cultivo com-
pleto,

Determinacion del contenido de ATP

Se llevd a cabo segiin lo descrito por Stanley v
Williams (20). A las células se adiciond 1,5 ml de
agua bidestilada en ebullicidén vy se siguid calentan-
do a 92°C por 10 minutos. La suspension se centri-
fogd a 1.000xg durante 5 minutos y el sobrenadante
se separd y conservd a —20°C hasta ¢] momento de
la determinacion. Para la medicion de ATP se adi
ciond a 1,0ml de una diluciébn apropiada de la
muestra, 1,0ml de un buffer de arsenato de sodio
0,IM pH 7.4, 1,0 ml de buffer fosfato 0,01M pH
7.4 vy 0,1ml de una solucion de sulfato de magnesio
0.4M. Inmediatamente antes de efectuar la lectura
se adiciond 0,05ml de una suspension de luciferina
v luciferasa (Sigma Chemical Co. St Louis Mo). El
centelleo s midid en un contador (Packard Tri-
Carb modelo 3020) ajustando la ganancia al 10%,
la ventana totalmente abierta y desconectando el
circuito de coincidencia. Los valores obtenidos se
interpolaron eén una curva patron preparada con el
mismo método,

Ensavo de Invasion

En todos los experimentos se mezcld 250ul de
suspensibn de funtasmas con 250ul de suspension
de esquizontes. La mezcla se colocd en placas para
cultivo de 24 pozos (Costar, Cambridge MA) v se
incubaron a 37°C durante 12 horas en las condi-
ciones del cultivo. El grado de invasion se evaluo
por ¢l porcentaje de células parasitadas con anillos.

L1

Los controles fueron células rojas intactas sometidas
a los mismos tratamientos que los fantasmas, con
excepceion de la exposicion a la solucion hipotonica.

RESULTADOS

Invasiaon en fantesmas con diferente
contenido de proteina citoplasmatica

Se prepararon fantasmas con diferente conteni
do de proteina. llevando a cabo ¢l choque hipoté-
nico con suspensiones de erifrocitos de diferente
hematoerito. En la figura 1 (barras blancas) se ve
que ¢l contenido de proteina disminuye proporeio-
nalmente al hematocrito, siendo ¢l porcentaje de
proteina retenida aproximadamente el doble del
porcentaje de hematocrito durante la didlisis. La
invasion disminuye también proporcionalmente al
contenido de proteina de los fantasmas, Es apenas
un 9% del control con fantasmas que tienen un
contenido de proteina del 30%; por debajo del
20% la invasion no ocurre. Al evaluar las concen-
traciones de ATP de estos fantasmas (figura 2) antes
de someterlos a la invasion, y después de |2 horas
de incubacidn en medio de cultivo a 37°C; se
observd gue hay también una relacion directa
entre el contenido intracelular de ATP vy la invasion.
Aquellos que presentan invasion son los que poseen
concentraciones iniciales de ATP superioresa 10uM
y que conservan la capacidad de mantener, ¢ inclu-
so aumenlar ese nivel. Aquellos que muestran nive-
les muy bajos de ATP (menos de 3uM), no son
capaces de mantener esta concentracion intracelu-
lar, v no son invadidos.
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FIGURA 4. Efecto de |a proteina exogena atrapada en los fantasmas sobre la invasion por Plasmodium falciparum, | T=221)
Invasién; ( (1 ) Contenido de proteina. CEH =Citoplasma de eritrocitos humanos; CEP = Citoplasma de eritrocitos de

pollo.

Efecto de Mg™*, fosfato, poliaminas y ATP en la
invasion de los fantasmas

Se prepararon fantasmas por didlisis de eritroci-
tos a un hematocrito del 15% de forma que el con-
tenido de proteina es aproximadamente un 30% del
de eritrocitos normales. Esto permite la invasion,
aunque reducida a menos del 20% del control.
Cuando se adiciona a los fantasmas durante la pre-
paracion diversas sustancias (para que sean alra-
padas en ellos), se puede ver qué efecto causan éstas
sobre la invasion. En la figura 3 se ve que ¢l Mg™
2mM, el fosfato 10mM y una mezcla de las polia-
minas espermina ImM vy espermidina ImM no
aumentan la capacidad de invasion de los fantasmas,
por el contrario en todos cllos hay una pequefia
disminucion, posiblemente no significativa. Sin
embargo, la adicion de ATP ImM, o de un sistema
regenerador de ATP (fosfocreatina 20mM, ADP
ImM, fosfocreating quinasa |0U/ml) causan un
aumento de la invasion a 49% y 34% respectiva-
mente. El contenido de proteina en todos estos
fantasmas es equivalente: no asi las concentraciones
de ATP, que para los funtasmas sin ninguna adicion
v con Meg™, fosfato y espermina-espermidina, varian
de 13-16uM al iniciar el experimento hasta 18-25uM
después de 12 horas de incubacion, mientras que
los fantasmas suplementados con ATP maostraron
niveles de 19uM al iniciar la incubacion de 12 horas
v 122uM al terminar, y los suplementados con el
sistema regencrador B0BuM de ATP al iniciar v
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187uM al terminar la incubacién. Los eritrocitos
control mostraron un mivel inicial de 1500uM v un
nivel final de 1800uM.

Ensayos de invasion en fantasmas con contenido
citoplasmdtico exdgeno

Se usd citoplasma de eritrocito humano iodina-
do con '**1(21) para medir el atrapamiento de cito-
plasma exdgeno en fantasmas preparados con eritro-
citos a diferentes hematocritos, en presencia de
varias concentraciones del preparado iodinado. Asf
s¢ establecio que fantasmas preparados a partir de
suspensiones al 5% y al 10% de eritrocitos, en pre-
sencia de una solucion 35mg/ml de citoplasma
exdgeno, tiene una cantidad de proteina propia
menor al 20%, que no permitiriala invasion, vy una
cantidad de proteina total (propia mds exdgena)
superior al 40% lo quesila permitir{a, si el citoplas-
ma exdgeno fuera equivalente al endogeno.

En la figura 4 se observa que fantasmas prepa-
rados en la forma descrita, tienen un contenido de
proteina de 30-35% vy cuundo el contenido total
de proteina es logrado con citoplasma exdgeno de
origen humano, soportan la invasion en forma pare-
cida a fantasmas control. Sin embargo, fantasmas
en los cuales se logra un contemido de proteina total
similar, pero usando citoplasma exdgeno. de pollo
(especie que no soporia la invasion de Plasmo-
dium falciparum! la invasion es nula. La concentra-
cion intracelular de ATP en estos fantasmas ¢s



también nula, mientras que en los fantasmas control
preparados con hematocrito del 209 varid de 19uM,
a45uM, v en los fantasmas con citoplasma humano
exogeno varid de 13-22uM a 4049uM desde el
principio de la incubacion hasta 12 horas después
(figura 5).

La figura 6 muestra, que al afadir ATP o un
sistema regenerador de ATP, a fantasmas del 5% o
del 10% que contienen citoplasma exdgeno de
pollo, éstos soportan un grado de invasion similar
al de fantasmas control preparados con un 20% de
hematocrito, El nivel inicial de ATP en estos fan-
tasmas fue de 37uM, pero después de 12 horas
descendid a niveles no cuantificables.

Desarrollo del pavasito en fanrasnas

La figura 7 muestra microfotografias del culti-
vo control, ¢l cultivo sincronizado y la invasion en
varios fantasmas. Las microfotografias K v L mues-
tran respectivamente el desarrollo de los parisitos
en eritrocitos control v en funtasmas preparados
con una suspension de eritrocitos del 5% y que
atraparon citoplasma exdgeno de origen humano.
En estos fantasmas maduran aproximadamente el
50% de los pardsitos que logran invadir,

DISCUSION

La disminucion de los indices de invasion, para-
lela a la dilucion del contenido del eritrocito, parece
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indicar que la invasion en los fantasmas estd regu-
lada por la concentracion intracelular de un consti-
tuyente citoplasmitico del eritrocito. La adicion
de iones como Magnesio v Fosfato no produce
efectos apreciables. de manera que puede descartar-
se la dilucion, o la pérdida de capacidad para el
trunsporte de estos iones como la causa de la dismi-
nucion en la susceptibilidad a la invasion.

El aumento de los indices de invasion en fantas-
mas, mediante la adicion de ATP durante su prepa-
racion ya habiasido reportado (22-23), se menciond
igualmente. aungue sin detalles experimentales ni
resultados exactos, el etecto, reportado acd, de la
dilucion del contenido del eritrocito sobre la inca-
pacidad de los lfantasmas para conservar los niveles
iniciales de ATP (25). Nuestras observaciones, que
muestran un minimo efecto del ATP agregado 4
Fantasmas con muy bajo contenido citoplasmdtico
( 10% hematocrito) sobre la invasion, podrian estar
de acuerdo con las conclusiones de Dluzewski v
colaboradores (23) que proponen la existencia de
un “factor”, que estando por debajo de una con-
centracion limite no permite la restitucidon de la
invasion ni siquiers aumentando la concentracion
de ATP. Nuestros resultados parecen sugerir mis
bien que es necesario conservar la capacidad para
sintetizar ATP v mantener cierto nivel del mismo.
Aparentemente esta funcidén dependeria de una
concentracion erilica de las proteinas citoplasmiti-
cas del eritrocito. Se ha reportado un aumento de

CONTROL 20 % 5-CEH 10-CEH 5-CEP IQO-CEP
FIGURA 5. Concentracion Intracelular de ATP en fantasmas que atraparon citoplasma de eritrocitos humanos v de eritrocitos
de pollo. { T ) ATP inicial; ( F5S9) ATP final (después de incubar los fantasmas a 37°C en medio campléto durante
12 horas),
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la movilidad de las proteinas transmembranales
causado por el ATP debido a su cardcter de poli-
fosfato, mientras que compuestos de carga posiliva,
como las poliaminas esperming v espermiding, redu-
cen la movilidad de dichas proteinas (26). Nuestros
resultados sefialan que la concentracion relativa-
mente alta de ATP aportada por el sistema regene-
rador no produce efectos mayores sobre la suscep-
tibilidad a la invasién, y una mezcla de espermina v
espermidina causan s6lo un descenso muy bajo en
ésta. Recientemente se reportd un descenso similar
como si fuera apreciable (27) pero, en nuesiro
concepto, la varabilidad del sistema bioldgico
usado no permite sustentar tal afirmacidn,

Es probable que el ATP esté implicado en un
proceso de fosforilacion del citoesqueleto del eritro-
eito, al tiempo que ocurre la invasion. Clertamente
se ha encontrado fosforilacion de una proteina del
citoesqueleto de eritrocitos de raton, aparentemente
l& actina, luego de ser invadidos por el Plasmoditm
berghei (28). Por otra parte se ha reportado que la
adicion a los fantasmas, de un andlogo hidrolizable
del ATP. la adenosina —5 —0- (3-tiotrifosfato), el
cual puede ser utilizado por enzimas quinasas produ-
ce un efecto similar al ATP, mientras que el 1iso de
un andlogo no-hidrolizable (adeninilil-imidofo sfato)
no tiene ningln efecto. Ademds, lo introduceSn én
los fantasmas de adenosing como imhibidor de
fosforilaciom ocasiona una disminucion en la in-
vasion (23).

Habiendo observado que la dilucidon del confe-
nido citoplasmitico era la causa de la disminucion
de la susceptibilidad de los fantasmas a ser invadi-
dos, se examind la posibilidad de que los factores
citoplasmiticos retirados, Tueran  exclusivos  del
eritrocito humano o se hallaran presentes en eritro-
citos de otras especies. Para esto se utilizaron
fantasmas que conservaron una cantidad de protei-
na propia equivialente a la de fantasmas que no
soportan la invasion ¥ a los cuales se introdujeron
adicionalmente proteinas provenientes de un lisado
de eritrocitos de pollo. La proporcion de proteina
propia retenida en los fantasmas debia ser bastante
baja de manera que los efectos producidos pudieran
ser atribuidos a la proteina exdgena introducida,
ésta debfa hacerlos equivalentes a8 Fantasmas que
soportan la invasion.

Se escogieron los eritrocitos de pollo por tra-
tarse de células que gyungue realizan bdsicamente
ung misma funcion, (transporte de O, v OOy hiaci
y desde diferentes tejidos), en olros aspectos son
metabalica v filogenéticamente diferentes: Al
liempo que se¢ ulilizaban proteinas de un lisado dé
eritrocitos de pollo, se hizo lo mismo con proteinas
de eritrocitos humanos, no solo como un control,
sino también con ¢l objeto de determinar si los
factores que fijan el éxito de la invasion clertamen-
te se encontraban en ¢l citoplasma de la célula roja.

Es claro que el método utilizado permite el
intercambio de cantidades apreciables de proteina,
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FIGURA 7 Microfotogralias de erifrocitos v fantasmas de
eritrocitos perigitados con Plasmodimm falviparem. Colota-
cion Crieme {x 1000,

§) Cullivo asimeronica.

bl Cultive sincronizado.

¢} Esguizontes . concentrados en gradiente isopicnico de
Percall,

d) Invasitin en (antasmas preparsdos & hematocrito de 0%

ol Invasitn an fantasmas prepurados o hemat ocrito de 200

) Invasion en fantasmas preparados o hematocrito de 15%

g} Invasiom en fantasmas preparados al 1 5% suplementados

con ATP

Invasion en fentasmas prepatados ul 109 que slraparon

citoplasma de eritrocitas humanos

i} Invasién en fantasmas prepatados al 3% que atraparon
citoplasma de eritrocitos de pollo, suplementade con
ATP.

11 Invasidn en eritrocitos control.

k) Desarrollo de los pardsitos en ertrocitos contral

1} Desarrolle de los parisitos en fantasmas preparados al
5% que atraparon citoplasma de eritrocitos humanos,

h

Las diferencias en cuanto a proteina total en los
fantasmas y 4 porcentaje de intercambio, pueden
deberse a las variaciones de viscosidad v presion
osmbtica producidas por las distintas concentracio-
nes de proteina en el medio, las cuales estarfan
limitando al tamafio de los poros en la membrana,
el tiempo que permanecerian abiertos y la velock

dad de difusion de las proteinas en ambas direc-

cicnes. De otro lado se observa que la preparacion
de hematocrito 10% conserva una cantidad de

proteina propia que no permiti
invasion; lo mismo la preparacion ocrito
5% que conserva una cantidad de profeina propia
por debajo de los fantasmas preparados a un hema-
tocrito de 15%. Las dos preparaciones hun atrapado
una cantidad de protefna equivalente a la de fantas-
mas que pueden soportar la invasion, (figara 4),

Los fantasmuas que atraparon proteina prove-
nierte de eritrocitos humanos presentaron mvasion
vy maostraron capacidad para sintetizar ATP, en
todos los experimentos realizados se observé que
los fantasmas preparsdos o un hemutocrito de
5% presentaron mavores (ndices de invasion, lo
cual coincide con ¢l hecho de que estas ¢élulas con-
SETVIrON una mayor proporeion de sy proleina
original, Esto parece indicar que ¢l factor respon-
sable de la susceptibihidad a la mvasion es retensdo
bien seu en mayor proporcion o en mejor estado en
estos fantasmas v gue ¢sle se encuentra en el lisa-
do, va que se restituye la susceptibilidad.

Los fantasmas que atraparon proteina del cite-
plasma de entrocitos de polle no soportan la invi-
sion: las proteinas propias de los eritrocitos de
pollo no permiten a los fantasmas la sintesis m el
mantemiento de ATP. el cual como ya se mostro
es mdispensable para que la invasion tenga lugar
Teniendo en cuenta que los fantasmas gue atrapa-
ron proteind de eritrocitos de pollo no lieron
imvadidos v sin embargo contenfan ung cantidad
de proternas similar a la de las preparaciones que
atraparon proteinas de  eritrocitos humanos, se
puede afirmar que ¢l contenido de proteina dentro
de os Fantasmuds, porsi solo, no deternnng lo suseeps
tibilidad 4 la invasion,

A estu altura no es posible dilucidar entre dos
posibilidades que se presentan: que existen compo-
nentes citoplasmiticos ¢n el eritrocito humano que
determiman Ja especificidad de espedie, o que es
simplemente |4 deficiencia de ATP lo que impide
a los fantasmas soportar la invasion. Sin embargo,
la suplementacion del hsado de eritrocitos de pollo
con ATP o con sistema regenerador de ATP. hace
posible que los fantasmas recuperen parcialmente
la susceptibilidad a la invasion. Los efectos de ATP
o del sistema regenerador junte ¢on lus proteinas
de entrocitos de pallo no son equivalentes a los
observados on |os fantasmas a los que se adiciond
sl ATP o el sistemn regencridor, esto se debe a
gue de todas formas los fantasmas que contenfan
protefnas de eritrocitos de pollo no recuperan la
capacidad para sintetizar ATP, En un ensayo pos-
terior se comprobd que las proteinas de lisado de
eritrocitos de pollo poseen una actividad de hidro-
lisis de ATP muy marcada, la cual competiria con
la actividad sintetizadora que pudieran haber conser-
vado los fantasmas.

De acuerdo con lo anterior, se confirma el
requerimiento de ATP y queda descartada la posi-
bilidad de la existencia de un factor exclusivo del
citoplasma del eritrocito humano como determinan-

icidad de la interaccion entre las
Hhom faleiger
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El sistema descrito en este trabajo, podra ser
utilizado como ensayo para la determinacion del
efecto que tienen sobre la invasién proteinas puri-
ficadas del citoplasma de eritrocito. Posiblemente

por este método se puede caracterizar los “factores
criticos” para la invasion, y mejorar asi el estado
del conocimiento sobre un fendmeno biologico de
primera importancia.
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