Biomédica 2008;28:607-15

NOTA TECNICA

Exitoso cultivo in vitro de gametocitos de Plasmodium falciparum
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Introduccidn. Los estadios sexuales de Plasmodium falciparum han sido menos estudiados
que los estadios asexuales. Al parecer, esto se debe a la carencia de cultivos estandarizados
in vitro y a la dificultad de reconocer sus estadios de desarrollo. Estos hechos no permiten el
estudio de aspectos bioldgicos, aspectos metabdlicos, expresion de genes y sintesis de
proteinas durante los estadios sexuales, temas de interés en la investigacion de nuevos
medicamentos antipaludicos, principalmente los aislados de plantas, y la identificacion de un
potencial blanco contra Plasmodium.

Objetivos. Establecer un cultivo in vitro de gametocitos, con la identificacion de sus cinco
estadios de desarrollo, y asegurar su continua produccion.

Materiales y métodos. El cultivo in vitro de gametocitos se realiz6 a partir de la cepa NF54 de
P. falciparum en medio RPMI, con determinacion de la parasitemia asexual y sexual, adicion
de gldbulos rojos A-Rh* sdlo el primer dia de cultivo y cambio diario del medio con adicion de
mezcla de gases (90% N,, 5% O,; 5% CO,), asegurandose que el cultivo se mantuviera a 37 °C.
Cuando la parasitemia asexual estuvo entre 3% y 5%, se comenzo a agregar el doble de
volumen de medio.

Resultados. Se obtuvieron gametocitos en estadios I, Il y Il a partir del dia 11 de cultivo y
estadios IV y V a partir del dia 14 de cultivo.

Conclusiones. Se estandariz6 un cultivo in vitro para estadios sexuales de P. falciparum que
puede usarse para futuros estudios de evaluacion de compuestos, naturales o sintéticos, que
actlen sobre los gametocitos, lo cual podria permitir el desarrollo de nuevas estrategias de
control contra el paludismo.
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Introduction. The sexual stages of Plasmodium falciparum have not been studied in as much
detail as the asexual stages due to the lack of standardized in vitro cultures as well as difficulties
in identifying the sexual development stages of the parasite. These difficulties hamper the
studies on biology, metabolism, gene expression and protein synthesis during sexual stages.
Each of these facets are important targets in antimalarial drug research, particularly the
identification of potential therapeutic agents against Plasmodium (derived mainly from plants).
Objectives. An in vitro culture of P. falciparum gametocytes was established to standardize the
identification of its five developmental stages and ensure their continuous production.
Materials and methods. The in vitro gametocyte culture was established from the P. falciparum
NF54 strain in RPMI culture medium, with assessment of the asexual and sexual parasitaemia.
The medium was supplemented with type A Rh+ red blood cells only on the first day of culture.
Subsequently, the medium was changed daily, together with addition of gas mixture (90% N,,
5% O,, 5% CO,) and maintenance of the culture temperature at 37 °C. When asexual parasitaemia
reached 3 to 5%, the medium was changed by doubling its volume.

Conclusions. We standardized an in vitro culture for sexual stages of P. falciparum that can be
used for future studies about evaluation of compounds of synthetic or natural origen against the
sexual stage, which may permit to develop new control strategies against malaria.
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Los estadios sexuales de Plasmodium falciparum
llamados gametocitos son los responsables de la
infeccion del mosquito vector Anopheles y los
estadios asexuales son los responsables de la sinto-
matologia en el hombre (1). Se conoce que,
mediante un proceso complejo de desarrollo del
parasito, s6lo una pequena fraccién de los parasitos
asexuales evoluciona al estadio sexual (2), y se
ha observado que las densidades de gametocitos
en sangre periférica son considerablemente mas
bajas que las de los parasitos asexuales (3).
Algunos reportes sefialan que la proporcion entre
gametocitos y estadios asexuales de P. falciparum
esde 1:10 (4-7) y otros sefalan que es de 1:156 (3).

El gametocito, célula especializada, acomoda su
vida a diferentes ambientes y pasa por varios
estadios en los que se pueden observar no solo
diferencias morfoldgicas sino también metabdlicas;
también, cambios en la expresion de ciertos genes
y sintesis de diversas proteinas que reflejan una
preparacion de los gametocitos para los drasticos
cambios futuros (8).

Uno de los aspectos mas importantes y
desconocidos de este estadio sexual es que du-
rante el proceso de maduracién atraviesa por cinco
estadios morfoldgicamente diferentes, clasificados
como estadios | al V, los cuales expresan proteinas
sobre la superficie de los eritrocitos infectados
(9). Inicialmente, Field y Shute, en 1956 (10),
describieron los cinco estadios de maduracién de
los gametocitos de P. falciparum. Posteriormente,
estos fueron caracterizados por microscopia
electrdnica, en publicaciones de Cheryl Lobo y
Nirbhay Kumar, en 2000 (11), yArthur Talman y
colaboradores, en 2004 (8), quienes describieron
las caracteristicas morfolégicas de los
gametocitos en sus estadios inmaduros I, 11, 1l y
IV, y del gametocito maduro en estadio V.

Por el interés que tiene esta fase sexual de Plas-
modium, desde hace varios afos se han

Correspondencia:

Silvia Blair, Grupo Malaria, Universidad de Antioquia, Calle
62 N° 52-59, torre 1, Sede de Investigacion Universitaria.
SIU, Medellin, Colombia.

Teléfono: (574) 210 6486; fax: (574) 210 6487
sblair@quimbaya.udea.edu.co

Recibido: 25/04/08; aceptado:14/08/08

608

Biomédica 2008;28:607-15

desarrollado técnicas de cultivo para obtener
gametocitos en sus diferentes estadios y poder
estudiarlos in vitro. La primera descripcion de
cultivo in vitro de gametocitos de P. falciparum
se realizdé en 1929 por Row, quien presenté
evidencia del crecimiento in vitro de gametocitos
de estadios inmaduros (1, I, lll y IV), pero no hubo
formacion de gametocitos maduros (V) (12). A
partir de ese momento, se desarrollaron otras
técnicas de cultivo in vitro para la obtencién de
gametocitos.

En 1976, Trager y Jensen (13) reportaron el
mantenimiento de un cultivo continuo de P.
falciparum en eritrocitos humanos; los parasitos
fueron obtenidos de monos Aotus trivirgatus
infectados; realizaron diluciones de los parasitos
por la adicién de eritrocitos humanos con
intervalos de tres a cuatro dias y cambio diario
de medio de cultivo, y obtuvieron asi gametocitos
imperfectos después de dos meses de
mantenimiento. También en 1976, Smalley (14)
realizé la técnica de microcultivo que permitié el
desarrollo in vitro de gametocitos de P. falciparum
morfolégicamente maduros.

Posteriormente, aparecieron los cultivos manuales,
que con la adicién de hipoxantina lograron la
produccidon de gametocitos maduros de P.
falciparum (15-17), y los cultivos automatizados,
que buscaban el desarrollo y la maduracion de
gametocitos usando tratamientos con la N-acetil
glucosamina para sincronizacion del cultivo, y se
logro la produccién en poco tiempo de los cinco
estadios sexuales de P. falciparum diferenciables
morfolégicamente (18,19).

Estas técnicas de cultivo buscaban de una
manera simple obtener gametocitos en cantidad
suficiente, diferenciables morfolégicamente e
infectantes, para lograr estudios futuros
relacionados con el desarrollo de una vacuna que
bloguee la transmision.

En Colombia, no se ha reportado hasta ahora
ningun estudio que utilice el cultivo in vitro de
gametocitos de P. falciparum. Por lo tanto, el
Grupo Malaria de la Universidad de Antioquia,
interesado en la obtencion de este estadio del
parasito y de su continua produccion para la
medicién de la respuesta del gametocito a nuevas
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opciones terapéuticas antipaludicas, como son los
compuestos aislados de plantas, establecié un
cultivo in vitro de gametocitos en el cual se
obtuvieron estadios del | al V, segun el protocolo
de Bhattacharyya Kanti y Kumar Nirbhay(20).

En este reporte se describe la técnica de cultivo
in vitro de gametocitos segun el protocolo de
Bhattacharyya Kanti y Kumar Nirbhay (20), y se
muestran imagenes propias de los diferentes
estadios, cuya morfologia fue analizada por
microscopia de luz y estuvo acorde con las
caracteristicas morfoldgicas de los cinco estadios
del gametocito descritas en publicaciones de
Cheryl Lobo y Nirbhay Kumar, 2000 (11), y Arthur
Talman y colaboradores (8).

Materiales y métodos
Parasitos

Se utilizé la cepa NF54 de P. falciparum (cepa
sensible a la cloroquina) para la produccion de
gametocitos.

Medio de cultivo

El medio de cultivo (1 L) se prepard segun protocolo
de Tragery Jensen (13), de la siguiente manera:
se pesaron 10,4 g de RPMI (SIGMA), 5,94 g de
hepes acido, 2,0 g de dextrosa, 0,5 g de L-
glutamina, 0,016 g de sulfato de gentamicina y
0,026 g de hipoxantina; se adicionaron 960 ml de
agua desionizada estéril y se mezcld con agitador
magnético hasta que todos los reactivos estuvieron
completamente disueltos. Se filtr6 con membrana
Millipore® de 0,22 umy se conservé a4 °C hasta
su uso; este medio se denomind medio incompleto.

Para preparar 50 ml de medio completo, el cual
se uso para cambio de medio del cultivo de
gametocitos, se tomaron 43,3 ml de medio
incompleto y se le adicionaron 5,0 ml de suero
humano A-Rh* al 10%, 43,0 pl de glutation reducido
1 mg/ml (0,00326 M) y 1,8 ml de NaHCO, al 5%
(0,59 M). Después de la preparacion de cada uno
de los medios, se tomé una muestra para la
prueba de esterilidad en infusidn cerebro corazon
(BHI), la cual se incubd a 37 °C y se leyo a las
24, 48, y 72 horas; para la utilizacion de los
medios, la prueba de esterilidad debia ser
negativa a las 72 horas.

Cultivo in vitro de gametocitos de P. falciparum

El suero humano se preparoé a partir de una mezcla
de plasma A-Rh* (con pruebas bioldgicas de
tamizacion negativas), en botellas de policarbonato
de 1L que contenian perlas de vidrio que ocupaban,
aproximadamente, un cuarto de las botellas; éstas
se esterilizaron en formaldehido y posteriormente
se les adiciond 1,7 ml de CaCl, 1,5 M estéril por
cada 250 ml de plasma; se incubaron durante 6
horas a 37 °C y luego toda la noche a 4 °C.
Después del tiempo de incubacion, se centrifugaron
a 4.500 rpm por 40 minutos a 4 °C, se tomo el
suero de las botellas cuidadosamente y se envaso
en tubos Falcon® estériles de 15 ml. A continuacion
se inactivo el suero a 56 °C durante 30 minutos 'y
se almacen¢ a -20 °C. El suero se descongel6 a
37 °C por 20 minutos antes de su uso.

Lavado de globulos rojos

Segun el protocolo para el manejo de la cepa de
P. falciparum in vitro del Instituto Nacional de
Salud (21), los glébulos rojos A-Rh* de donantes
locales de sangre fueron recolectados en tubos
secos al vacio de 10 ml. Por cada 10 ml de sangre
se adiciond 1,4 ml de solucién anticoagulante CPD
(14%); para preparar 50 ml de solucion
anticoagulante CPD (14%) se pesaron 0,164 g de
acido citrico, 1,317 g de citrato de sodio 2H,0,
0,111 g de fosfato de sodio 1H,0, 1,278 g de
dextrosa y mezclar con 50 ml de agua desionizada
estéril. Se mezclo suavemente y se almacenod a
4 °C para su preservacion durante 30 a 35 dias,
aproximadamente.

Para el lavado de los globulos rojos, se tomd la
sangre total que estaba a 4 °C, se pasé a un tubo
Falcon® de 15 ml, se centrifugé a 1.500 rpm du-
rante 10 minutos y se descartaron el plasmay la
capa de leucocitos. Posteriormente, se adiciono
medio de lavado de glébulos rojos (para preparar
100 ml de medio de lavado: se toman 96,4 ml de
medio incompleto y se mezclan con 3,6 ml de
NaHCO, previamente preparado a una
concentracion de 5% (0,59M) en una proporcién
2:1 (medio incompleto: glébulos rojos); se mezcld
suavemente por inversion, se centrifugé a 1.500
rpm durante 10 minutos y con una pipeta Pasteur
se descartaron el sobrenadante y, aproximada-
mente, 100 pl de la superficie del sedimento de
gldbulos rojos. El lavado se repitid tres veces.
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Los gldbulos rojos lavados se conservaron a 4 °C
hasta su uso.

Cultivo de gametocitos

Procedimento de cultivo de gametocitos: 1a cepa
NF54 de P. falciparum se cultivo in vitro para
produccion de gametocitos, segun protocolo de
cultivo de Bhattacharyya Kanti y Kumar Nirbhay
(20). El procedimiento que se aplico fue el siguiente:
el cultivo in vitro de Plasmodium con un volumen
final de 10 ml (hematocrito del 6% de sangre A-
Rh+ y una parasitemia de 0,3% de NF54 de P.
falciparum), se envaso6 en botella de cultivo;
posteriormente, se adiciond por 20 segundos mezcla
de gases (90% N,, 5% O, 5% CO,) y se coloco a
incubar la botella en posicion horizontal a 37 °C.

Al cultivo se le adicionaron los glébulos rojos sélo
el primer dia 'y se le cambio el medio diariamente;
se elimind el medio viejo que tenia la botella, se
dejé un pequefo volumen de, mas o menos, 1 mi
de medio por cada 5 ml de cultivo para evitar tomar
glébulos rojos; se tomaron, aproximadamente, 4
pl de gldbulos rojos del fondo de la botella de
cultivo con los que se hizo un extendido en una
placa portaobjetos, se coloreé con Giemsa y se
determind el crecimiento de la parasitemia
asexual y sexual. Después de desechar el medio
viejo, se le agregdé medio completo nuevo (8 ml) y
se adiciono por 20 segundos la mezcla de gases
(90% N,, 5% O,; 5% CO,). Durante el cambio de
medio se aseguroé que el cultivo no estuviera por
debajo de 37 °C; para esto se cambié el medio
rapidamente, colocando la botella de cultivo sobre
una placa de Petri que se puso en una plancha a
37 °C por 5 minutos, previo al cambio de medio.
El cultivo fue manipulado siempre bajo condiciones
de esterilidad.

Cuando la parasitemia asexual del cultivo estuvo
entre 3% y 5%, se comenzo a agregar el doble de
volumen de medio completo (16 ml) diariamente.

Segun el protocolo de Bhattacharyya Kanti y
Nirbhay Kumar (20), alrededor de los dias 14a 18
del cultivo se obtendrian gametocitos maduros
(estadio V). Nosotros mantuvimos el cultivo hasta
el dia 14 porque en un ensayo previo de 17 dias
se vio que, después del dia 15, se presentaron
una disminucién de glébulos rojos y alteraciones
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morfoldgicas en los gametocitos que no permitian
realizar una buena diferenciacion de sus estadios.

Determinacion de la parasitemia

Se hizo seguimiento diario de las parasitemias
en extendidos de sangre periférica coloreados con
Giemsa, segun el protocolo del Instituto Nacional
de Salud (21). Se llevo un registro diario de los
conteos, expresados en porcentaje, de globulos
rojos parasitados por formas asexuales y formas
sexuales en 10°gldbulos rojos. Estos conteos se
llevaron a cabo en 11 campos de 300 glébulos
rojos cada uno, aproximadamente, y se calculo
la parasitemia tomando el numero de glébulos
rojos parasitados multiplicado por tres y dividido
por 100.

Resultados

Al realizar el analisis morfoldgico y la clasificacion
de estadios de P. falciparum en el cultivo, se
observaron estadios asexuales y gametocitos
morfoldgicamente diferenciables desde el primer
dia de seguimiento, los cuales se clasificaron con
base en las caracteristicas descritas (8,11). Esta
coexistencia de estadios sexuales y asexuales
del parasito posiblemente se debid a que el cultivo
se encontraba sin sincronizar y, de esta manera,
pueden aparecer parasitos asexuales que
comienzan a diferenciarse en gametocitos y
parasitos con predisposicion genética para
formacion de gametocitos. lgualmente, a partir del
dia 12 del cultivo de gametocitos se observo
morfolégicamente mayor cantidad de gametocitos
compatibles con las caracteristicas morfoldgicas
de los estadios IV y V descritas por Cheryl Lobo
y Nirbhay Kumar en 2000 (11), y Arthur M. Talman
y colaboradores en 2004 (8). Aun en el dia 14 en
el que se finalizé el mantenimiento del cultivo, se
observaron gametocitos V maduros. Ademas, el
porcentaje de gldbulos rojos parasitados con
gametocitos fue mayor de 1% a partir del dia 4 de
cultivo y se mantuvo por encima de este porcentaje
hasta el dia 14 de su mantenimiento, lo que indica
que el presente cultivo permite obtener diariamente
produccién de gametocitos durante todo el tiempo
de sostenimiento del cultivo (cuadro 1).

Cuando se realizé diariamente la relacion entre
formas asexuales y sexuales de la cepa NF54 de
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P. falciparum en cultivo, se observé que hubo un
mayor porcentaje de glébulos rojos parasitados
con estadios asexuales que de glébulos rojos
parasitados con formas sexuales; la diferencia
represento un 2,7% mas.

Al efectuar el analisis morfoldgico de los
gametocitos segun Arthur M. Talmany
colaboradores (8), y Cheryl Lobo y Nirbhay Kumar
(11), se observaron en el cultivo de la cepa NF54
de P. falciparum gametocitos desde el estadio |
hasta el estadio V. Durante los primeros 11 dias
del cultivo se observaron en su mayoria
gametocitos compatibles con los estadios I, Il 'y
Il (figuras 1, 2 y 3); los dias siguientes se
comenzaron a observar en su mayoria
gametocitos compatibles con los estadios 4 y 5
(figuras 4, 5y 6) y el dia 14, ultimo dia del
mantenimiento del cultivo, en su mayoria se
observaron gametocitos compatibles con el
estadio V maduro, los cuales presentaron
caracteristicas morfoldgicas que permitieron
diferenciarlos en microgametocito (macho) (figura
5) y macrogametocito (hembra) (figura 6).

Discusion
El gametocito ha sido una forma parasitaria poco
estudiada, a pesar de cumplir un papel critico en

la continuacidn del ciclo de vida del parasito que
ocasiona la malaria por medio de su transmision

Cultivo in vitro de gametocitos de P. falciparum

del hombre al mosquito vector Anopheles. Se ha
comprobado que la presion de los medicamentos
antipaludicos que no ejercen una accidn
gametocida puede también aumentar la produccion
de gametocitos y, de esta manera, intensificar la
transmisién (22). lgualmente, estudios in vivo
demuestran que parasitos resistentes producen
gametocitos mas infectantes para el mosquito
(23). Es por esto que los gametocitos constituyen
un potencial blanco para combatir la malaria por
medio de nuevas alternativas antipaludicas y, de
esta manera, lograr reducir la transmisién. Para
esto es necesaria su produccién en cantidad
suficiente y que permanezcan infectantes para el
mosquito para permitir el desarrollo de estudios
futuros. En este estudio el protocolo de cultivo in
vitro descrito por Bhattacharyya Kanti y Nirbhay
Kumar (20), se llevé a cabo en su totalidad con la
cepa NF54 de P. falciparum y con él se pudo
reproducir el desarrollo de gametocitos de P.
falciparumy obtenerlos en sus diversos estadios.

Al analizar el cultivo se observo que, durante su
mantenimiento, los gametocitos se encontraron
siempre acompahnados del estadio asexual. Se
han reportado diversas técnicas que utilizan
sustancias quimicas que eliminan los estadios
asexuales, como la mitomicina C (24), la
pirimetamina (25) y el sorbitol (26), aunque el uso
de estas sustancias generd ciertos inconvenientes

Cuadro 1. Porcentajes y proporcion de estadio asexual y sexual de cultivo de NF54 de P. falciparum durante 14 dias

de seguimiento.

Dia Cepa Anillos Trofozoitos Esquizontes Asexuales Sexuales Proporciéon asexuales:
(%) gametocitos

0 NF54 0 0 0 0 0 0:0

1 NF54 0,36 0,18 0,21 0,76 0,15 5:1

2 NF54 1,36 0,12 0,21 1,7 0,18 9,3:1

3 NF54 1,55 0,24 0,76 2,55 0,76 3,4:1

4 NF54 4,09 1,06 1,64 6,79 1,30 5,2:1

5 NF54 1,7 0,58 0,94 3,21 2,45 1,3:1

6 NF54 3,33 0,33 1,76 5,42 1,15 4,71

7 NF54 4,24 0,55 0,85 5,64 2,3 2,4:1

8 NF54 3,03 0,52 1,73 5,27 1,61 3,3:1

9 NF54 1,06 0,12 1,03 2,21 1,30 1,7:1

10 NF54 4.3 0,03 2,03 6,36 2,42 2,6:1

11 NF54 3,42 0,36 1,88 5,67 2,21 2,6:1

12 NF54 3,09 0,30 1,21 4,61 1,76 2,6:1

13 NF54 3,12 0,06 1,76 4,94 1,67 3:1
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Figura 1. Gametocito estadio | de cultivo in vitro de P.
falciparum NF54, Giemsa, 100X. Gametocito estadio I:
subdividido en estadio |IA indistinguible de la forma
redondeada del trofozoito joven, y estadio IB cuya forma es
redondeada alargada con distribucién granular de
pigmento. Nucleo dimérfico, plasmalema no alterado y
debajo de este se observa una pequefia vesicula
membranosa aplanada sobre un arsenal de microtubulos
orientados longitudinalmente.

como la obtenciéon de un numero reducido de
gametocitos, no eliminar estadios asexuales
resistentes a la pirimetamina y la ausencia de
produccién de gametocitos funcionales.

Otra técnica desarrollada es el uso de gradientes
de Percoll (27), la cual ha sido probada por
nosotros, observandose que después de someter
el cultivo de gametocitos a diferentes gradientes
de Percoll, se concentran los globulos rojos
parasitados con estadios sexuales y se observa
un aumento del porcentaje de estos al compararlo
con el porcentaje previo a la purificacion. Ademas
de permitir la obtencién de un cultivo puro de
gametocitos, esta técnica facilita la separacion
de todos los estadios de gametocitos. Es asi
como se podrian emplear métodos como éste para
obtener unicamente gametocitos en cada uno de
sus estadios de desarrollo y estudiar de una
manera mas amplia su biologia.

Una caracteristica importante en el cultivo que
se desarroll6 fue que los estadios maduros que
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Figura 2. Gametocito estadio Il de cultivo in vitro de P.
falciparum NF54, Giemsa, 100X. Gametocito estadio II:
clasificado en IlA el cual se alarga dentro del eritrocito y 1B
el cual adquiere una forma de “D” debido a que se extiende
la vesicula membranosa y los microtubulos, el ntcleo se
alarga a lo largo del eje de la célula.

-

Figura 3. Gametocito estadio Il de cultivo in vitro de P.
falciparum NF54, Giemsa, 100X. Gametocito estadio Il
estadio en el que se comienza a diferenciar microscépica-
mente el gametocito hembra y macho, se observa
notablemente la forma de “D”, el citoplasma del gametocito
macho toma color rosado y el citoplasma del gametocito
hembra toma color azul; el nicleo del gametocito macho es
notablemente mas largo (también llega a ser lobulado) que
el del gametocito hembra.
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Figura 4. Gametocito estadio IV de cultivo in vitro de P.
falciparum NF54, Giemsa, 100X. Gametocito IV: es simétrico,
morfolégicamente alargado y delgado, distorsiona el
eritrocito, el pigmento del gametocito macho tiende a ser
disperso y el gametocito hembra posee un pigmento mas
denso. Ultraestructuralmente, el complejo de membrana y
los microtubulos envuelven completamente el gametocito,
el dimorfismo sexual se acentua en este estadio.

"

Figura 5. Gametocito estadio V de cultivo in vitro de P.
falciparum NF54. Microgametocito (gametocito macho), Gi-
emsa, 100X. Gametocito V macho: Forma de “salchicha”,
con los extremos redondeados, posee un pigmento
disperso, rosado y un nucleo alargado.

Cultivo in vitro de gametocitos de P. falciparum

6‘. g e 1
1."_ L]
[ 3

Figura 6. Gametocito estadio V de cultivo in vitro de P.
falciparum NF54; macrogametocito (gametocito hembra).
(Giemsa, 100x). Gametocito VI hembra; Forma de
“salchicha”, con los extremos redondeados, el posee un
pigmento denso, violaceo y un nucleo pequefo.

se comenzaron a obtener a partir del dia 11 del
cultivo se lograron diferenciar morfolégicamente
en macrogametocitos (gametocitos hembras) y
microgametocitos (gametocitos machos) y, a
partir del dia 14, se observaron mucho mejor sus
caracteristicas morfolégicas, situacion que podria
permitir el inicio de estudios de capacidad
infecciosa con estos estadios de gametocitos
maduros de la cepa NF54 de P. falciparum.

Existen algunas diferencias con otros autores en
relacion con la técnica de cultivo de gametocitos,
pero no son significativas. Por ejemplo, J. B.
Jensen (28), produjo la maduracion morfolégica
de gametocitos después del dia 8 de cultivo y no
logrd la exflagelacion in vitro, por lo cual se
menciona que estos gametocitos no son
funcionales para estudios futuros. R. S. Phillips y
colaboradores (29), utilizaron para el cultivo de
gametocitos globulos rojos fetales, los cuales
suministraron un ambiente favorable para el
crecimiento de los gametocitos. En otros articulos
se encontrd el uso de quimicos, como la
hipoxantina, que nosotros también adicionamos
al cultivo para permitir la maduracion de los
gametocitos (15).
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En Colombia no se ha reportado hasta ahora
ningun estudio sobre cultivo in vitro de
gametocitos de P. falciparum. Este se llevé a cabo
por el Grupo de Malaria de la Universidad de
Antioquia, dada la necesidad de realizar estudios
mas amplios con los gametocitos, tales como
estudios que permitan conocer su proceso de
desarrollo (gametocitogénesis), sus mecanismos
de citoadherencia, sus procesos metabdlicos, la
expresion de genes, la inmunidad contra sus
diversos estadios, su capacidad infecciosa, sus
estrategias de transmision y evolucion, y ademas,
conocer su respuesta a medicamentos
antipaludicos. Sin embargo, es necesario saber
si todas las cepas de P. falciparum tienen la
misma posibilidad de producir gametocitos que la
cepa NF54 de P. falciparum empleada en este
cultivo, la cual fue exitosa en la produccion de
gametocitos en estadio I, II, I, IVy V.

Esperamos continuar con el estudio de los
gametocitos encontrando nuevos blancos para
intervenir en el control del paludismo, ademas de
estudiar el patrén de la resistencia a los
antipaludicos, enfocados en nuevos farmacos,
que no solo eliminen los estadios asexuales del
parasito sino también a los estadios sexuales, y
finalmente, contribuir en el bloqueo de la
transmisién del paludismo.
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