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TENTATIVA DE DESENVOLVIMENTO DE FORMAS ERITROCITARIAS DE
PLASMODIUM BRASILIANUM IN VITRO

Salma G. Oliveiral, Alvaro A. Couto!, Marco Antonio V. Santos! e Virgilio E. do Rosario?

Sabe-se que nem todas as espécies de plasmo-
dios se adaptam as condig¢bes de cultivo continuo in
vitro. Na malaria humana, por exemplo, o Plasmo-
dium falciparum & a tnica espécie que apresenta
excelente adaptacgio. Em primatas, resultados satisfa-
torios foram obtidos em macacos do Velho Mundo,
com a adaptacio do P. inui, P. cynomolgi e P. fragile
ao cultivo in vitro2 45,

Recentemente, durante a operagédo de resgate e
salvamento da Usina Hidrelétrica de Tucurui-PA,
varias espécies de macacos do Novo Mundo, perten-
centes aos géneros Alouatta, Callicebus, Sai-
miri, ¢ Saguinus, foram encontrados com in-
fecgdo natural causada por P. brasilianum. Em
Saguinus, ndo havia sido anteriormente detectada
infecgdo natural na Ameérica do Sull.

Devido a suscetibilidade do homem aos plasmé-
dios de macacos, demonstrada por meio de infecgoes
experimentais ou, mais raramente, através de in-
fecgOes naturais3, nos propusemos a adaptar o P.
brasilianum ao cultivo continuo in vitro, objetivando
sua posterior caracterizagdo através da andlise enzi-
matica, assim como pela diversidade antigénica utili-
zando-se anticorpos monoclonais, em face da seme-
Thanga morfoldgica e antigénica deste plasmédio com
o P. malariae, que é uma das espécies causadoras da
maldria humana.

Trés animais da espécie Alouatta belzebul com
infeccao comprovada através de esfregaco e gota
espessa, corados pelo método de Giemsa, foram
selecionados no Centro de Triagem instalado na area
de enchimento do reservatorio da Usina Hidrelétrica
de Tucurui, PA, e transferidos para o laboratdrio do
Programa Malaria do Instituto Evandro Chagas, em
Belém.

Os espécimes foram esplenectomizados a fim de
que fosse mantida e conseqilentemente aumentada a
parasitemia original.

1. FSESP - Instituto Evandro Chagas, Av. Almirante Bar-
roso 492 — 66000 Belém, PA.

2. Atualmente fixado no Biomedical Research Institute —
Maryland — USA.

Apoio Financeiro: FINEP — Financiadora de Estudos e Pro-
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As amostras utilizadas para a adaptagdo ao
cultivo continuo foram isoladas no 39¢ dia apos a
esplectomia, momento em que apresentavam pa-
rasitemia em torno de 1%, com parasitas nos estagios
de trofozoitas, esquizontes e gametdcitos, observando-
se predominancia das formas de trofozoitos jovens.

O sangue infectado foi obtido por pungéde endo-
venosa, com seringa heparinizada, posteriormente
lavado duas vezes com meio RPMI 1640 (Gibco)
sem soro. As hemacias lavadas foi adicionado o meio
completo, RPMI 1640, tamponado com HEPES
25 mM (Sigma) + NaHCO3 a 5% (Sigma),
suplementado com soro humano a 10% ou com
plasma de macaco 4. belzebul a 10%, enriquecido
com insulina 80 U em uma proporgio de 0,2 U/ml,
obtendo-se uma suspensédo final com hematdcrito de
5%. Em seguida, essa suspenséo foi distribuida em
placas de Petri (15 mm) e incubadas a 37¢C, de acordo
com o método classico descrito por Trager & Jensen®,
utilizando-se o sistema de dessecador com vela para
obtengdo da tensdo de CO; adequada.

O meio de cultivo foi substituido duas vezes por
dia e em intervalos de 8 horas, esfregagos foram feitos
para a observagdo do desenvolvimento dos parasitos
nas condig¢des de cultivo.

Os parasitos cultivados em meio RPMI 1640
suplementado com plasma de 4. belzebul mostraram
melhor aspecto morfolégico que os submetidos as
mesmas condi¢Ges, porém, com meio suplementado
com soro humano.

Os resultados observados apos 96 horas de
cultivo continuo, permitiram acompanhar a evolugio
dos parasitas do estagio de trofozoito & esquizontes.
Contudo, ndo ocorreu a rotura das hemadcias parasita-
das com esquizontes maduros, consegiientemente ndo
houve liberagdo dos merozoitos para a reinvaséo de
novos eritrgcitos.

Em fung¢do do retardamento da rotura das
hemadcias parasitadas, observou-se crescimento dos
merozoitos no interior dos eritrécitos, seguido da
interrupg¢do do desenvolvimento dos parasitos.

Os esquizontes nas condigdes de cultivo, apre-
sentavam-se com 4 a 6 nicleos, enquanto que in vivo
apresentavam-se em média com 8 nucleos.

Nossos resultados demonstraram um evidente
desenvolvimento dos parasitas da fase de trofozoitos
até esquizontes. Entretanto, por razées ainda nao
esclarecidas ndo houve a rotura desses esquizontes,
conseqiientemente impedindo a continuidade do ciclo,
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uma vez que ndo se deu a reinvasio de novas hemacias
pela ndo liberagéio de merozoitos.

Acreditamos que, com a continuidade desse
trabalho, possivelmente introduzindo-se algumas mo-
dificacSes na metodologia, seja possivel a adaptagéo
do P. brasilianum em cultivo continuo.
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