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SUPERSINCRONIZACION DEL CRECIMIENTO IN VlTRO 
DEL PLASMODIUM FALCIPARUM 

MARlA ORFA DE ROJAS*, MOlSES WASSERMAN*. ** 

Se logró un crecimiento "Super sincrónico" del parásito Plasmodium 
falciparum en cultivo, mediante la aplicación de tres tratamientos 
sucesivos: sorbitol (para destruir formas maduras), Percoll (para 
concentrar esquizontes) y nuevamente sorbitol, después de permitir la 
reinvación. En esta forma se obtuvo una población de parásitos con un 
rango de edad entre 0-3 horas, de los cuales el 99.1%fueron esquizontes 
a las 48 horas de incubación. 

El desarrollo morfológico del parásito fue completamente normal 
después del tratamiento y su sincronía se controló estrictamente cada 
4 horas en el primer ciclo. 

INTRODUCCION 

La malaria, enfermedad causada por hemoparásitos 
del género Plasmodium, ha recrudecido en los últimos 
años y hoy es uno de los principales problemas de 
salud pública en los trópicos('. 2). Los frentes clásicos 
en la lucha contra la enfermedad, fumigación con in- 
secticidas residuales para disminuir la población del 
vector y quimioterapia para reducir la infección y 
transmisión en el humano, han demostrado ser insufi- 
cientes contra la compleja biología del sistema y ac- 
tualmente es alarmante la resistencia de los mosquitos 
a los  insecticida^(^) y de los parásitos a los medicamen- 
t o ~ ( ~ ,  5) .  Es imperativo pues, el desarrollo de medios 
que permitan llevar a cabo estrategias de ataque dife- 
rentes. 

de éxito. Sin embargo, en gran parte los estudios sobre 
el plasmodio se han realizado con especies que crecen 
naturalmente en forma 9). En Plasmodium 
falcparum la falta de sincronía ha limitad8 los estudios 
en el campo de la síntesis de ácidos nucleicos. En 
cuanto a las proteínas debido a los métodos poco rigu- 
rosos usados en la sincronización, los resultados no 
son siempre inequívocos(10. ll). 

Con el propósito de suplir esta deficiencia, se desa- 
rrolló un método para sincronizar el crecimiento in-vi- 
tro de este parásito. Este método basado en una com- 
binación de la destrucción de trofozoítos maduros por 
tratamiento con sorbitol(I2) y la concentración de esqui- 
zontes con gradientes isopícnicos de Percoll(I3), per- 
mite obtener los cultivos de más alto sincronismo hasta 
hoy informados. 

Varios laboratorios en el mundo, entre ellos el nues- 
tro, ven la posibilidad de usar las técnicas modernas Y METODOS 

de ingeniería genética para la producción en gran es- 
cala de antígenod6, 7). Además un conocimiento sólido 

Cultivo dePlasmodium falciparum 

de los procesos moleculares involucrados en la biosín- Se usó la cepa colombiana FCB-2. Los parásitos 
tesis de los antígenos, permitirá el diseño de nuevas fueron cultivados por el método de Trager y Jensen(I4), 
estrategias y la utilización de las técnicas ya mencio- en cajas de Petri plásticas (Falcon, Oxnard - Califor- 
nadas en forma más racional y con mayor probabilidad nia). Se partió de una suspensión de entrocitos al 5% 
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(vlv) en medio RPMI- 1640 (Gibco-Grand Island, New 
York) al que se agregó buffer HEPES 25mM, NaH- 
COg 32mM, glutatión reducido lmgtl., hipoxantina 
0,2mM y suero humano inactivado de sangre O(+) 
10% (vlv). Se cambió el medio 1 6 2 veces diariamente 
dependiendo de la parasitemia del cultivo y del grado 
de madurez de los parásitos. Cada 3-4 días se llevó 
a cabo una dilución con suspensión fresca de eritroci- 
tos. La parasitemia se controló por medio de extendi- 
dos teñidos con Giemsa. 

Eritrocito 

Se usó sangre de donantes sanos tipo O(+). Se 
colectó la sangre sobre un décimo de volumen de 
solución CPD-A(15), se conservó a 4"C, y se utilizó 
durante un período máximo de 21 días. Las células 
blancas se descartaron por centrifugación de la sangre 
completa sobre un cojín de Ficoll-Paque (Pharmacia- 
Fine Chemicals). 

fueron separados de las otras formas y concentrados 
por medio de un gradiente isopícnico de Percoll(13). 
Se permitió la reinvasión por no más de 3 horas y se 
hizo un nuevo tratamiento con sorbitol que dejó un 
cultivo de anillos con un rango de edades inferior a 
3 horas. En la figura 1 se describe el proceso de 
maduración de ese cultivo. Durante las primeras 20 
horas todos los parásitos se encuentran como anillos. 
A las 24 horas abruptamente entran todos en el estadio 
de trofozoítos maduros. Entre las 36 y 38 horas empie- 
zan a segmentar y en cada uno se ven unos pocos 
núcleos. A las 48 horas sólo hay esquizontes y comien- 
zan a aparecer unos pocos anillos que logran ya desa- 
rrollarse en eritrocitos después de reinvadir. Este pro- 
ceso de maduración sincrónica se ilustra en la figura 
2, con fotomicrografías de extendidos coloreados con 
giemsa; de esquizontes concentrados en gradientes de 
Percoll (2a) y parásitos sincrónicos con edades de 12 
(2b), 24 (2c), 36 (2d), 40 (2e) y 48 horas (20. 

DISCUSION 
"Super-sincronización" del cultivo 

Se logró la "super-sincronización" del cultivo por 
medio de tres tratamientos sucesivos. El primero, con 
una solución de sorbit~l('~) destruyó las formas madu- 
ras dejando una población de anillos de edad variable 
(rango de edad de 20 horas); se ajustó la parasitemia 
a un 5% y el desarrollo del cultivo se siguió durante 
36 horas hasta que por lo menos un 1 % de las células 
eran esquizontes. El cultivo fue entonces centrifugado 
en un gradiente de Percoll(13) y la fracción superior, 
que contenía solamente esquizontes en una parasitemia 
superior al 80%, se sembró en una suspensión fresca 
de eritrocitos al 5% (vlv) ajustando la parasitemia a 
un 2%. Se permitió la reinvasión por 3 horas al cabo 
de las cuales, un nuevo tratamiento con sorbitol eli- 
minó los esquizontes que no habían reventado y dejó 
una población de anillos con un rango de edades infe- 
rior a 3 horas. 

WESULTADOS 

Qbtención de un cultivo "super-sincrónico". 

Se obtuvo un cultivo con un rango de edades inferior 
a 3 horas. El cultivo original asincrónico fue tratado 
con sorbit~l('~) para eliminar los parásitos maduros y 
dejar una población heterogknea de anillos (formas 
jóvenes). Después de unas 36 horas, los esquizontes 

El Plasmodium falciparum se desarrolla in-vitro 
asincrónicamente, es decir en un momento dado la 
población es heterogénea en cuanto a la edad de los 
parásitos y es posible encontrarlos en cualquiera de 
las etapas de desarrollo: anillos, trofozoítos, esquizon- 
tes y aún merozoítos libres. Para obtener un cultivo 
en el cual creciera una población de parásitos con un 
rango de edades muy cercano se aplicaron sucesiva- 
mente tratamientos con sorbitol - Percoll - sorbitol. 
La destrucción inicial de las formas maduras dejó una 
población de anillos cuyas edades pueden variar entre 
O y 20 horas, lo cual implica un crecimiento asincró- 
nico en pocas horas. Fue así como en 36 horas se 
recuperó una población de esquizontes del 1 % que se 
concentró mediante un gradiente isopícnico de Percoll. 
En este momento se permitió la reinvasión por 3 horas 
y se aplicó el segundo tratamiento con sorbitol. De 
esta forma se asegura que todos los parásitos tienen 
edades en un rango de 0-3 horas. El mérito de este 
procedimiento radica precisamente en haber logrado 
limitar el rango de edad de los parásitos tal como lo 
muestran las figuras 1 y 2. 

Nosotros creemos que nuestro procedimiento para 
sincronizar el crecimiento in-vitro del Plasmodium fal- 
ciparum, tiene ventajas sobre otros procedimientos en 
los que se reporta sincronía después de sucesivos tra- 
tamientos con sorbitol(16), puesto que como ya se dis- 
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HORA! 

F un cultivo de Plasm ciparurn. 
E parasitadas con anil trofozoltos (m) y esquizontes (m) se 
evaiuo por meato oe exrenoiaos periódicos Icada 4 hbrasi en un cultivo su~er-sincronizado de Plasmodium 
fa/( 
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se plantea la sincronización en cultivo del Plasmodium 
fdciparum, usando afidicolina(19). Este compuesto es 
un inhibidor de la síntesis de DNA. Cuando es agre- 
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estado de madurez y se libera el bloqueo, es de esperar 
que toda la población crezca sincrónicamente; los au- 
tores obtuvieron una población de parásitos con un 
rango de edades de O a 5 horas. Este procedimiento 
de sincronización puede tener mucha aplicación en la 
tarea de recolectar grandes cantidades de merozoítos 
en una forma quizás menos laboriosa y en tiempos 

Recic 
En otros trabajos, se reporta la obtención de cultivos 

sincrónicos de P. fdciparum después de tratar el cul- 
tivo asincrónico con colchicina por 24 horas(17). Sin 
embargo, por un :sultados 1 

un crecimiento n nos sincxx 
nido en nuestro 1 3 y al fina 
reporta una mezcla de 10% de anillos, 30% de trofo- 
zoítos y 60% de esquizontes. En nuestro caso, a las 
48 horas el 99.1% fueron esquizontes y el 0.9% ani- 
llos. 
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Por otro lado aunque no se conoce muy bien el 
mecanismo de acción de la colchicina, se sabe que 
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Fig. 2. Fotomicrograflas del proceso de maduración en un cultivo super-sincrónico de Plasmodium 
falciparum. 
El cultivo fue super-sincronizado según se describió. Las fotomicrografías muestran en a) el proceso de 
concentración de esquizontes, en b) anillo de 12 horas de edad, en c) y d) trofozoítosde24y 36 horas y 
en e) y f) esquizontes de 40 y 48 horas respectivamente. (x 1500 aumentos). 
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relativamente cortos. Sin embargo, es un tratamiento 
poco llamativo si se quiere estudiar la síntesis de DNA 
por los parásitos como era nuestro caso. Una de las 
razones es que aunque se habla de su reversibilidad, 
se corre el riego de que residuos de la droga sigan 
actuando sobre el parásito y la síntesis se vea afectada. 
Además, se plantea que aunque aparentemente la sín- 
tesis de DNA se detiene en trofozoítos tempranos al 
aplicar una concentración dada de la droga, realmente 
el proceso no se detiene sino que continúa lentamente('9)* 
Este aspecto y su efecto sobre la sincronicidad del 
parásito tampoco han sido estudiados. 

Nuestro procedimiento de sincronización es senci- 
llo, las parasitemias logradas fueron relativamente al- 
tas (5%) y pueden incrementarse aún más si se parte 
de un volumen inicial de cultivo más alto; en este caso 
se usaron 72ml de cultivo solamente. 

Por otro lado, el desarrollo morfológico del parásito 
fue completamente normal después del tratamiento. 
La sincronía de los parásitos obtenidos con nuestro 
procedimiento, se controló estrictamente cada 4 horas 
durante el primer ciclo, en el que se midieron las 
velocidades de síntesis de DNA, RNA y proteínas del 
parásito(20). Un control menos riguroso se hizo en el 
segundo ciclo; sin embargo, se observó que por lo 
menos hasta el estadio de trofozoítos tempranos, el 
crecimiento continuó uniformemente. Esto comprobó 
que la población de parásitos utilizada estaba real- 
mente dentro de un rango de edades muy estrecho. 
Quizás para otro tipo de estudios sea interesante obser- 
var la duración de la sincronía del parásito despuds 
del tratamiento con Sorbitol-Percoll-Sorbitol. 

A stringently sychronized growth of Plasmodium 
f a l c p m  was achieved by three succesive treat- 
ments: with sorbitol, the mahm forms were destroyed; 
a Percoll isopicnic gradient concentrated the schizonts, 
and a new sorbitol tratrnent after reinvasion, left a 
population of parasites with an age range of 3 hours. 
After 48 hours of incubation 99.1 % were schizonts. 

The morphology of the developmental forms was 
completely normal after treatment; their synchrony 
was controlled every 4 hours during the fmt cycle. 
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