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Resumen

Introduccion. El efecto de la malaria durante el embarazo ha sido explorado durante varias
décadas en Africa y en los ultimos afios en América. En Colombia, la condicion a menudo
no se detecta y la infeccion submicroscdpica se ha confirmado en alrededor del 50% de las
mujeres residentes en zonas de malaria endémica, pero aun es desconocido el efecto que
tienen la infeccion plasmodial placentaria sobre la regulacion de la respuesta inmune y el
dafo placentario.

Preguntas de investigacion. Esta investigacion gira en torno a estas dos preguntas:

a) ¢Cual es la relacion entre hipoxia, apoptosis, inflamacion y lesion tisular, en placentas
con y sin infeccion plasmodial?; b) ¢Cuél es el efecto de la infeccion placentaria por P.
vivax sobre la expresion de marcadores de la inflamacion, hipoxia, apoptosis, poblaciones
celulares inmunes y dafio tisular placentarios?

Objetivo general: relacionar los cambios y lesiones tisulares placentarios con la presencia
y distribucion de células inmunitarias (NK, macrofagos, monocitos y linfocitos T) y con la
expresion de genes asociados a hipoxia, apoptosis e inflamacidén, en placentas con y sin
infeccion por P. falciparum o P. vivax.

Meétodos. En un disefio descriptivo y prospectivo, se reclutaron parturientas y placentas en
los municipios de Puerto Libertador, Tierralta y Monteria entre 2009 y 2014. Se formaron 3
grupos con las 126 mujeres-placentas: grupo control sin infeccion, con 64 mujeres; grupo
con malaria placentaria por P. falciparum, de 36 mujeres; grupo con malaria placentaria por
P. vivax, con 26 mujeres. La presencia de infeccién se establecio con un método qPCR; en
sangre periférica materna se cuantificd la expresion de diferentes citoquinas (IL2, 1L4,
IL10, TGFB, IFNy, TNF) con un método de gPCR semicuantitativa; en tejido placentario se
midié la expresion de las mismas anteriores citoquinas y de moléculas asociadas con
apoptosis, hipoxia e inflamacion (COX1, COX2, VEGF, HIF-1a, FasL, Fas), de la misma
manera que en sangre periférica; ademas, se evaluaron el indice apoptotico, los cambios
histopatoldgicos placentarios y se caracterizaron las poblaciones celulares (CD56+ NK
uterinas, CD68+ Macrofagos, CD14+ Monocitos, CD4+ Linfocitos T ayudadores y CD8+
Linfocitos T citotoxicos) de los infiltrados inmunes en placenta. Adicionalmente se



estimularon celulas BeWo con plasma de mujeres con infeccion por P. vivax y
sobrenadante de cultivo de P. falciparum y se determinaron los niveles de expresion de las
misma moléculas evaluadas en las muestras incluidas. La significacion estadistica se
establecio con p <0,05. Se usaron las pruebas de Kruskal-Wallis para comparar medianas
de tres grupos independientes y de Mann-Whitney para comparar medianas de dos grupos
independientes. La correlacion lineal de dos variables se evalu6 con el coeficiente rho de
Spearman.

Resultados. Solo los infiltrados de células inmunes, nodos sincitiales y calcificaciones
mostraron diferencia significativa en las placentas con infeccion, siendo méas abundantes en
estos casos, en los que edema y abrupcio fueron escasos. Necrosis, infarto, nodos sincitiales
y depdsitos de fibrina fueron mas abundantes en las placentas con infeccion pero sin
diferencia significativa. En 75 placentas se hizo estudio especifico de inmunohistoquimica.
Todos los tipos celulares aumentaron cuando hubo infeccion; los mayores aumentos se
observaron los macréfagos (98% de incremento) seguidas de monocitos (78%) y células
NK (34%), linfocitos T CD4" (31%) y linfocitos T CD8" (27%). Las células NK y los
linfocitos T siempre se observaron en decidua y espacio intervelloso, pero los macrofagos
en algunos casos de infeccion, estuvieron también dentro del estroma vellositario. De los
marcadores de apoptosis, solo FasL, pero no Fas, fue alto en las placentas no infectadas. El
indice apoptotico observado, las células inflamatorias y el dafio tisular en las placentas
infectadas también fueron altos. Los marcadores de hipoxia HIF-1o y VEGF fueron
similares en todos los grupos, pero se observaron niveles ligeramente superiores en los
grupos infectados. COX1 y COX2, marcadores de inflamacion, fueron muy altos en las
placentas infectadas en comparacion con los no infectados. En cuanto a la expresion de
citoguinas, todas mostraron mayores niveles cuando hubo infeccion y las proinflamatorias
y reguladoras fueron las que presentaron diferencia estadisticamente significativa. P. vivax
se asocio con cambios y dafios tisulares placentarios, aunque de menor intensidad que los
debidos a P. falciparum, pero mucho mayores que los presentes en placentas sin infeccion.
Tanto los eritrocitos infectados con P. vivax como el plasma y el sobrenadante de cultivo de
P. falciparum aumentaron la expresion de las diferentes moléculas evaluadas. EI aumento

de la expresion de los distintos marcadores y citoquinas, cuando se usé el plasma como



estimulo, se puede asociar con la naturaleza de la muestra, pues el plasma no solo tiene
componentes propios del parasito sino también proteinas metabolitos del paciente que
podria asociarse con la funcion celular.

Conclusiones: la presencia submicroscopica de Plasmodium spp. en placentas tiene efectos
deletéreos en el equilibrio inmune, resultando en lesiones y dafio placentarios. El
conocimiento acumulado hasta ahora sobre la patofisiologia de la MP describe
principalmente casos de infeccion por P. falciparum. Los resultados actuales demuestran
que P. vivax también puede causar dafio placentario. No solo los paréasitos y la hemozoina
juegan un papel importante en este cambio de ambiente inmune y tisular, sino también los
productos de los eritrocitos parasitados y del trofoblasto generados luego de la infeccion.
Los resultados del experimento de con células BeWo estimuladas llevan a pensar que no
solo es la presencia del parasito la que estimula la expresion de moléculas asociadas con
procesos inflamatorios, hipoxicos y apoptoticos. De esta manera se podria explicar que
durante la infeccion plasmodial submicroscopica ocurre regulacion de estos procesos y el
efecto clinico de la infeccion no es tan grave como lo ocurrido en las infecciones
microscopicas.

Palabras clave: malaria placentaria, Plasmodium, apoptosis, inflamacién, hipoxia,

histopatologia, infeccion submicroscopica, microvesiculas, células BeWo.



Abstract

Introduction: malaria effect during pregnancy has been studied since many decades in
Africa and in recent years in America. In Colombia, cases are often not detected and the
submicroscopic infection has been confirmed approximately in 50% of the women living
in endemic malaria areas, but the effect of the placental plasmodial infection on the
regulation of the immune response and placental damage is still unknown.

Research questions: this research focuses on two questions:

a) What is the relationship between hypoxia, apoptosis, inflammation, and tissue damage in
placentas with and without plasmodial infection? b) What is the effect of the placental
infection by P. vivax on the expression of markers of inflammation, hypoxia, apoptosis,
immune cell populations and placental tissue damage?

General objective: to relate changes and placental tissue damages with the presence and
distribution of immune cells (NK, macrophages, monocytes and T lymphocytes) and the
expression of genes associated with hypoxia, apoptosis, and inflammation in placentas
with and without infection by P. falciparum or P. vivax.

Methods: women were recruited in the municipalities of Puerto Libertador, Tierralta, and
Monteria between 2009 and 2014 using a descriptive and prospective design. 126 women-
placentas were divided into three groups: the main group without infection (64women), the
group with placental malaria by P.falciparum (36 women), and the group with placental
malaria by P. vivax (26 women). The presence of placental malaria was established with a
gPCR method, in maternal peripheral blood, the expression of different cytokines (IL2, 1L4,
IL10, TGFB, IFNy, TNF) was quantified with a semi-quantitative gqPCR method. In
placental tissue, the expression of the same cytokines and molecules associated with
apoptosis, hypoxia, and inflammation (COX1, COX2, VEGF, HIF-1a, FasL, Fas) was
measured, in the same way as in peripheral blood. In addition, the apoptotic index and the
placental histopathological changes were evaluated and cell populations (CD56+ NK
uterine, CD68+ Macrophages, CD14+ Monocytes, CD4+ T helper Lymphocytes and CD8+



cytotoxic T Lymphocytes) of placental immune infiltrates were described. The significance
was established at p <0.05. Kruskal-Wallis tests were used to compare medians of three
independent groups, and Mann-Whitney test was used to compare medians of two
independent groups. The linear correlation between two variables was evaluated with the
Spearman’s coefficient rho. In order to propose an explanation for the regulatory effects of
gene expression and the migration of cells in placental tissue, in addition to the placental
plasmodial infection, BeWo cells were stimulated with plasma of women infected with P.
vivax and culture supernatant of P. falciparum, and the expression levels of the same
molecules evaluated in the included samples, were evaluated.

Results: Only infiltrates of immune cells, syncytial nodes, and calcifications showed a
significant difference in placentas with infection, being more abundant in these cases in
which edema and abruption were scarce. Necrosis, infarction, syncytial nodes and fibrin
deposits were more abundant in placentas with infection but without significant difference.
In 75 placentas, a specific study of immunohistochemistry was performed. All cell types
increased when there was the infection; the greatest increases occurred in CD68 + (increase
of 98%) followed by CD14 + (78%) and CD56 + (34%), CD4 + (31%) and CD8 + (27%).
NK cells and T lymphocytes were always observed in decidua and intervillous space, but
CD68 + cells were also found within the villous stroma in some cases of infection. The
FasL apoptotic marker, but not Fas, was high in uninfected placentas. The apoptotic index
observed, inflammatory cells, and tissue damage in infected placentas was also high. HIF
and VEGF hypoxia markers were similar in all groups, but slightly higher levels were
observed in the infected groups. COX1 and COX2, inflammation markers, were very high
in infected placentas compared to uninfected ones. Regarding the expression of cytokines,
all showed greater levels when there was the infection, and the proinflammatory and
regulatory cytokines showed a significant statistical difference. P. vivax was associated
with changes and placental tissue damages with lower intensity than the ones caused by P.
falciparum, but much greater than the ones found in uninfected placentas.

The Ei with P. vivax as well as the plasma and the culture supernatant of P. falciparum
increased the expression of the different molecules evaluated. The expression of the

molecules when plasma was used as a stimulus can be associated with the nature of the



sample because plasma does not have only specific components of the parasites, but also
proteins and metabolites of the patient that could be associated with the cell function.
Conclusions: the submicroscopic presence of Plasmodium spp. in placentas has damaging
effects on the immune balance, resulting in lesions and placental damage. The knowledge
gathered so far about the pathophysiology of placental malaria mainly describes cases
infected by P. falciparum. The current results show that P. vivax can also cause placental
damage. Not only parasites and hemozoin play an important role in this change in the
immune and tissue environment, but also the products of the parasitized erythrocytes and
the trophoblast generated after infection.

Results of the experiment with BeWo stimulated cells suggest that the presence of the
parasite is not the only reason for the stimulation the expression of molecules associated
with inflammatory, hypoxic, and apoptotic processes. In this sense, we could explain that
during the placental submicroscopic infections, regulation of these processes occurs and
the clinical effect of the infection is not as serious as the one occurred in the microscopic
infection.

Key words: placental malaria, Plasmodium, apoptosis, inflammation, hypoxia,

histopathology, submicroscopic infection, and microvesicles, BeWo cells.
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MAPK: via MAP quinasa

msnm: metros de altura sobre el nivel del mar

MC: malaria congénita

MG: malaria gestacional

MIF: factor inhibidor de macréfagos



MP: malaria placentaria

NK cells: del inglés natural killer (células asesinas naturales)

NLRP: del inglés nucleotide binding oligomerization domain, leucine rich repeatand pyrin
domain containing protein (dominio de oligomerizacién de union a nucleotidos, repeticion
rica en leucina y proteina que contiene dominio de purina)

NF- kB: del inglés nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (Factor
nuclear kappa - acelerador de la cadena ligera de células B activadas)

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

ON: dxido nitrico

PAI: Plan Ampliado de Inmunizacion

PCR: del inglés Polymerase Chain Reaction (reaccion en cadena de la polimerasa)

PGE2: prostaglandina E2

PIGF: factor de crecimiento placentaria

PMC: Proyecto Malaria Colombia

pPCR: PCR cuantitativa en tiempo real

RCIU: restriccion del crecimiento intrauterino

SBF: suero bovino fetal

Th: del inglés T helper cells (linfocito T ayudador)

Th1: linfocito T ayudador tipo 1

Th2: linfocito T ayudador tipo 2

Th17: linfocito T productor principalmente de 1L17

Teff: linfocitos T efectores

Treg: linfocitos T reguladores

TGFp: factor de crecimiento transformante beta

TLR: del inglés Toll-like receptor (receptores tipo Toll)

TNF: del inglés Tumor necrosis factor (factor de necrosis tisular)

TSP: trombospondina

TUNEL.: del inglés Terminal deoxynucleotidyl transferase

VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular.

VE: vesiculas extracelulares



Glosario

Término

Descripcién

Angiogénesis

Proceso fisioldgico que consiste en la formacion de vasos sanguineos
nuevos a partir de los vasos preexistentes

Moléculas que reconocen &cidos nucleicos en el citoplasma, cuyos
miembros mas representativos son IFI116 (IFNy-inducible protein Ifil6) y

AIM-2 AIM-2 (absent in melanoma-2), que a la vez denomina esta familia como
ARL (AIM2-like receptors).
La mas frecuente de varias formas de muerte celular regulada
Apoptosis genéticamente. Cuando una célula muere por apoptosis, empaqueta su

contenido citoplasmatico, lo que evita que se produzca la respuesta
inflamatoria caracteristica de la muerte accidental o necrosis

Bajo peso al nacer

Término que se utiliza para describir a los bebés que nacen con un peso
menor a 2.500 gramos.

Caspasas

Grupo de proteinas pertenecientes al grupo de las cisteinproteasas,
caracterizadas por presentar un residuo de cisteina que media la ruptura de
otras proteinas. En el caso de las caspasas, el corte se produce en un
residuo de aspartato, de lo que deriva su nombre (cisteinilaspartato
proteasas). Las caspasas son mediadores esenciales de los procesos de
apoptosis.

Citoquina o
interleuquinas

Proteinas que regulan la funcion de las células que las producen y de otros
tipos celulares. Son agentes responsables de la comunicacion intercelular.
Son producidas fundamentalmente por los linfocitos y los macréfagos
activados, pero también por muchas otras células. Una clasificacion
funcional incluye: a) citoquinas proinflamatorias: actlian en la respuesta
inmune innata inespecifica y en la inflamacion; b) citoquinas que
favorecen el desarrollo de inmunidad celular, citotoxica o ambas; c)
citoquinas que favorecen la produccién de las diversas clases de
inmunoglobulinas o inmunidad humoral; d) citoquinas con funciones
extrainmunoldgicas, homeostaticas 0 ambas.

Citoquinas
Thly Th2

Los linfocitos Th que inducen respuesta inmune celular se denominan Thl
mientras que aquellos que favorecen la respuesta humoral se denominan
Th2. Las citoquinas Thl son basicamente proinflamatorias y las Th2 son
basicamente antiinflamatorias.

Decidualizacion

Cambios ocurridos en el endometrio que van a permitir la implantacion
del embrién en el Utero. Estos cambios se van a producir gracias al efecto
de la progesterona sintetizada en el cuerpo luteo tras la ovulacion.

Gota gruesa

Técnica microscépica para el diagnéstico de la malaria a partir de una
muestra de sangre obtenida por puncion digital y que es extendida de tal
manera que se conserven varias capas de células. Es 0til en la
identificacion de la especie de Plasmodium vy, ademas, permite la
cuantificacion de la parasitemia




Grupo (cluster) de
diferenciacion (CD)

Las moléculas CD son marcadores en la superficie celular, que son
reconocidos por ciertos anticuerpos. Se usan para para la identificacién del
tipo de célula, estadio de diferenciacion celular y actividad de la misma.
Son un sistema de antigenos de superficie celular de los leucocitos
humanos.

Endemia y nivel de
endemia

Forma estacionaria en una poblacion o zona geografica determinada

durante periodos de tiempo prolongados. El nivel de endemia del

paludismo se clasifica segln la intensidad de la transmision (cantidad de

casos en poblacion general medida con el indice parasitario anual (IPA)

por cada 1.000 expuestos).

e Hipoendémica: significa que la transmision de la enfermedad es
minima y sus efectos no son importantes. IPA <10 por 1.000

e Mesoendémica: la intensidad de la transmision es variable, segin las
circunstancias locales. IPA 10-50 por 1.000

e Hiperendémica: significa que la intensidad de transmisién es alta y
persistente. IPA 51-75 por 1.000

e Holoendémica: significa que la enfermedad tiene un alto grado de
transmision. Esta es perenne, con distribucion geogréafica amplia. IPA
>75 por 1.000.

Estabilidad de la
transmisién

Hay, en esencia, dos formas de transmisién endémica del paludismo:
estable e inestable. Representan los polos o extremos de un complejo
proceso y entre esos extremos hay un amplio rango de situaciones
Transmision estable: nivel de transmision alto, hay pocas variaciones
importantes temporales (de una época a otra); poco afectada por cambios
climaticos excepto los asociados a fluctuaciones estacionales de lluvia y
poca o ninguna lluvia; los vectores anofelinos tienen alta antropofilia; la
inmunidad especifica antimalarica de la poblacién es alta; los mayores de
15 afios (adultos) aportan la mayoria de casos de morbilidad; las
epidemias son raras.

Transmision inestable: nivel de transmision bajo a moderado; hay mucha
variacion en la incidencia de casos entre lugares y periodos no solo
durante la época de transmision sino de un afio a otro; hay patrones
ciclicos ocasionales; los vectores anofelinos tienen baja antropofilia y se
alimentan de humanos de manera secundaria y solo son abundantes en
ciertas épocas/estaciones; la inmunidad especifica antimalarica de la
poblacion es baja; los menores de 15 afios (nifios) aportan la mayoria de
casos de morbilidad; las epidemias son comunes.

FasL

Ligando Fas (FasL o Apo-1), es una proteina de membrana tipo Il de 40
kDa miembro de la familia del TNF que esta altamente expresado en
linfocitos activados.

Fas

Es una proteina de superficie de 36 kDa con un dominio citoplasmético de
“muerte celular” conservado.

FOXP3

Factor regulador de la transcripcion, que participa directamente en la
funcion de las células reguladoras T CD4" humanas y murinas.

Inflamasoma

Es un complejo macromolecular intracelular que controla la actividad de
la Caspasa-1 en el sistema inmune innato.

La activacion del inflamasoma esté desencadenada por una serie de
sustancias que son liberadas durante las infecciones, dafios en tejidos o




desequilibrios metabdlicos. Una vez se ha formado el complejo proteico,
el inflamasoma desencadena una cascada de caspasas; en concreto, la
Caspasa-1 activa proteoliticamente las citocinas proinflamatorias IL-1p y
IL-18. Estas citocinas juegan papeles criticos en la mediacion de la
respuesta inmunitaria durante la inflamacion y la inmunidad innata.
Ademas, la activacion del inflamasoma provoca una forma
proinflamatoria de muerte celular llamada piroptosis.

Los receptores tipo NOD (NLR), reconocen una amplia variedad de
componentes microbianos y productos endogenos que se liberan en
respuesta a alteraciones celulares denominados DAMP (damage/danger
associated molecular patterns), e incluyen:

e NOD1 y NOD2 (nucleotide-binding oligomerization domain-

NLRP containing protein)
¢ NLRP (nucleotidebinding oligomerization domain, leucine rich repeat
and pyrin domain containing protein)
e NLRC (nucleotide-binding oligomerization domain, leucine rich
repeat and CARD domain containing protein).
Macrofagos
activados Macréfagos inducidos por el IFNy y TNF, son efectores inflamatorios
cladsicamente (M1)
223(\:/;0(}"3303 Macro6fagos que incluye por lo menos tres fenotipos diferentes solapados y

alternativamente
(M2)

estan involucrados con la resolucion de la inflamacion y la curacion del
tejido

Microscopia de luz

Técnica que permite estudiar, con un microscopio, cortes finos de
muestras magnificados entre 40 y 1000 wveces Yy preparadas
cuidadosamente segln protocolos que incluyen su fijacién (preservacién),
tincion y montaje sobre una laminilla de cristal. El corte fino es necesario
para que la luz pueda atravesar la muestra y producir una imagen. La
tincion es generalmente requerida para poder distinguir partes de la
muestra que son incoloras.

Proteinas
Inflamatorias de
Macrofagos (MIP)

Las Proteinas Inflamatorias de Macr6fagos (MIP) pertenecen a la familia
de las citoquinas quimiotacticas conocidas como quimioquinas. En los
seres humanos, hay dos formas principales, MIP-la y MIP-1B, que
también se conocen como CCL3 y CCL4, respectivamente. Ambos son
factores importantes producidos por los macréfagos después de que son
estimulados con endotoxinas bacterianas. Son cruciales para las respuestas
inmunes hacia la infeccién y la inflamacion. Activan granulocitos
humanos (neutréfilos, eosinofilos y basoéfilos) que pueden conducir a una
inflamacion aguda neutrofilica. También inducen la sintesis y liberacion
de otras citoquinas proinflamatorias como la IL1, IL-6 y TNF de
fibroblastos y macrofagos. Son producidos por muchas células,
particularmente macréfagos, células dendriticas y linfocitos.

Quimiocinas o
quimioguinas

Son citocinas quimiotacticas; son proteinas de tamafio pequefio y bajo
peso molecular (8 a 14 kDa) pertenecientes a la familia de las citocinas.

Reaccion en cadena
de la polimerasa

Es una técnica de biologia molecular cuyo objetivo es obtener un gran
nimero de copias de un fragmento de ADN particular, partiendo de un
nimero minimo de copias; en teoria, basta partir de una Unica copia de ese




fragmento original, o0 molde, para lograr la amplificacion deseada Tiene
varias variantes: PC clésica, PCR anidada, PCR cuantitativa en tiempo
real, etc.

Receptores tipo Toll
(TLR)

Estos receptores constituyen una familia de proteinas que forman parte del
sistema inmunitario innato. Son receptores transmembranosos que
reconocen y se unen a patrones moleculares asociados a patégenos, que
son grupos de caracteristicas quimicas comunes a ciertos tipos de
patégenos. Patrones detectados por TLRs incluyen lipopolisacarido, un
compuesto encontrado en las superficies de bacterias Gram negativas, y
ARN de doble cadena, que es parte integral de los ciclos de vida de
muchos virus. La activacion de estos receptores induce respuestas
inflamatorias en leucocitos de linaje mieloide, aumentan la produccion de
moléculas coestimuladoras, como la CD80, CD86 y CD40.

TUNEL (técnica de)

Del inglés Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling
(TUNEL). Es una técnica para detectar fragmentacion de ADN mediante
la marcacion del extremo terminal de los &cidos nucleicos.

Valor Cto Ciclo
umbral

Es el namero de ciclos que necesito la reaccidén de gPCR para detectar una
sefial de sus muestras sin incluir la acumulacion de fluorescencia de fondo
que puede presentar la reaccion. Al realizar una PCR en tiempo real, se
estd buscando la cantidad exacta de una secuencia o gen objetivo en una
muestra problema que se mide mediante la acumulacion de una sefal
fluorescente durante la amplificacion, pero también hay una gran cantidad
de fluorescencia de fondo, que debe evitarse para obtener la informacion
significativa de su sefial. EI punto donde la curva de reaccidn intersecta la
linea umbral es el ciclo umbral o Cr.

Vasculogénesis

Proceso de formacion de los vasos sanguineos a partir de células
endoteliales progenitoras (angioblastos), las cuales migran y se fusionan
con otras células endoteliales progenitoras y se diferencian en células
endoteliales mientras forman nuevos vasos.

Fuente: (1-6)




1. Problema de investigacion

Hay siete asuntos clave en la formulacion de este problema investigativo:

1. La malaria asociada al embarazo (MAE) aparece de varias maneras y causa malaria
gestacional (MG), malaria placentaria (MP) o malaria congénita (MC), bien sea
aislada cada una o en combinaciones. La secuencia necesaria es, por supuesto, MG >
MP -> MC. Ademas, en la MAE importan tanto la enfermedad como las infecciones
microscopicas 0 submicroscopicas y sintomaticas o asintomaéticas (7-9). Como el
paludismo en general, la MAE en Colombia es causada principalmente por P. vivax
(60-70% de morbilidad) y P. falciparum (10, 11). La infeccion plasmodial placentaria
(IPP) provoca alteraciones y francas lesiones histopatoldgicas, asociadas a
anormalidades en la expresion de citoquinas y quimioquinas (7, 12, 13). Los estudios
colombianos sobre MAE son incipientes.

2. Mecanismo(s) patogénico(s) de la MP por P. vivax. La MG por P. vivax ha sido
conocida desde hace muchos afios pero su impacto solo ha sido estudiado recientemente
pero aun hay insuficiencia. Las diferencias entre P. falciparum y P. vivax son relevantes
en cuanto al entendimiento de la fisiopatologia de la malaria durante la gestacion. La
predileccion de P. vivax por los reticulocitos limita la parasitemia, lo contrario sucede
con P. falciparum, que invade todos los eritrocitos; por tanto, hay mayor invasién de
eritrocitos y mayor incremento en la expresion de proteinas de superficie que posibilitan
el secuestro de los eritrocitos infectados (Ei) en la microvasculatura y la subsecuente
aparicion de consecuencias de la infeccién (14). Existen muy pocos estudios de MP por
P. vivax. Un estudio realizado en Colombia, entre 2005 y 2007, con 2.117 gestantes, en
el que se encontraron 220 mujeres con MG; de ellas, 76% demostraron infeccion por P.
vivax; ademas, casi todas las mujeres con MG fueron diagnosticadas con MP (15). Otro
estudio realizado en hospitales locales del noroeste de Colombia, de 2008 a 2011, captd
un grupo de 129 mujeres en trabajo de parto y encontrd que, por PCR anidada, la
prevalencia de MG fue 14,0% y de MP fue 16,5%. P. vivax causé 65% de los casos de



MG y la mayoria de estos casos se asociaron con MP por la misma especie. Los
mecanismos moleculares para causar el efecto patogénico en MG y MP son
desconocidos en el caso de P. vivax. Un reporte reciente demostrd6 un componente
inmunopatogénico importante asociado a la MP por P. vivax pero los autores sefialan
dificultades para formular conclusiones (13).

La situacion inmunitaria durante la gestacion. EI ambiente inmune de la gestacion se
caracteriza por un balance entre un estado antiinflamatorio y un perfil de células que
mantengan el sistema inmune activado pero modulado (6). En estas condiciones, se
aumentan la frecuencia y gravedad de infecciones como la malaria (16) y favorece la
implantacidn y se evita el rechazo a los aloantigenos paternos presentes en el feto. Todo
esto permite que haya mayor susceptibilidad a desarrollar cualquier tipo de enfermedad
infecciosa (6, 17).

El papel patogénico de la hemozoina (HZ). Una carga alta de HZ en la placenta puede
sefializar y atraer macrofagos y estimular otras células del sistema inmune, mientras que
una baja carga del pigmento puede inhibir la activacion de los macréfagos. Cualquiera
de los dos fendmenos puede alterar las condiciones de transporte de nutrientes al feto,
ya que la inflamacion produce cambios estructurales en las membranas endoteliales,
mientras que la inhibicion de la activacion de macré6fagos en presencia de infeccion
activa, favorece la persistencia del parasito en el tejido (18, 19).

La apoptosis es un proceso normal durante la gestacion pero su aumento se ha
relacionado con complicaciones. ElI macréfago placentario o de Hofbauer desempefia
un papel muy importante en la regulacion de la apoptosis en la interfase materno fetal,
ya que al fagocitar los cuerpos apoptoticos, produce citoquinas como IL-10, IL-6 e IL-
4, que estimulan la produccion de FasL en el trofoblasto para activar la apoptosis de
células inmunes activadas (17). Cuando hay infeccion por microorganismos
intracelulares, como Plasmodium, la célula de Hofbauer, ademés de fagocitar cuerpos
apoptoticos, reconoce y fagocita los eritrocitos parasitados que se secuestran en el
espacio intervelloso (EIV) (17) lo que genera un cambio en el perfil de los macr6fagos
M2 a un perfil M1, que favorece los procesos inflamatorios y la misma apoptosis del

tejido trofoblastico.



6. Hipoxia en MP. Entre las condiciones que explican el retraso en el crecimiento
intrauterino, complicacion que se presenta en la MAE, se encuentran la hipoxia
placentaria y la preeclampsia (20). Sin embargo, son pocos los estudios sobre la
relacion hipoxia-MP, a pesar de la similitud que existe entre complicaciones de la
gestacion como la preeclampsia y la MP (18, 20). Alteraciones histologicas comunes en
la IPP como el engrosamiento de la membrana basal, la infiltracion de mononucleares
en las vellosidades placentarias y la acumulacion de Ei en el EIV afectan el transporte
de oxigeno a través de la placenta, lo que favorece el desarrollo de hipoxia placentaria y
fetal, ya sea por el consumo de oxigeno por parte de las células infiltradas o por la
disminucion de la perfusion de la sangre y el area superficial efectiva del intercambio
materno fetal (21), causando restriccion del crecimiento intrauterino y por ende efectos
negativos sobre el desarrollo fetal (22).

7. Inmumopatologia placentaria. Los estudios sobre los aspectos inmumopatoldgicos son
muy escasos y fragmentarios, en el sentido de que no se ha hecho, en general, una
aproximacion que involucre el estudio simultdneo en madre y placenta de las células
inmunitarias, las citoquinas pro y antiinflamatorias, los marcadores de hipoxia e
inflamacién y las lesiones histopatoldgicas, en una muestra adecuada de mujeres y
placentas con y sin infeccién plasmodial.

En conclusion, el conocimiento que se tiene sobre la fisiopatologia de MP se ha descrito

principalmente en la causada por P. falciparum, con base en estudios en mujeres africanas y

sus placentas. En concordancia con esto, el campo de estudio orientado a la comprensién de

los factores de patogenicidad de P. vivax en placenta debe ampliar aspectos inmunes como
los abordados en este trabajo, ademéas de aspectos moleculares y genéticos propios del

parasito que expliquen los procesos fisiopatoldgicos asociados con esta especie.



2. Preguntas de investigacion

Esta investigacion gira en torno a las siguientes dos preguntas:

a)

b)

¢Cual es la relacion entre hipoxia, apoptosis, inflamacion y lesion tisular en placentas
con y sin infeccién plasmodial?
¢Cual es el efecto de la infeccion placentaria P. vivax sobre la inflamacion, la expresion

de marcadores de dafio tisular y la histologia placentaria?

3. Objetivos

3.1. Objetivo general
Relacionar los cambios histopatoldgicos en tejido placentario con la presencia y

distribucion de células inmunitarias (NK, macrofagos, monocitos y linfocitos T) y con la

expresion de genes asociados a hipoxia, apoptosis e inflamacion en placentas con y sin

infeccion por P. falciparum o P. vivax.

3.2. Objetivos especificos

1.

Comparar las caracteristicas histopatoldgicas de placentas con y sin infeccion
plasmodial.

Comparar el tipo de respuesta inmunoldgica en gestantes con y sin infeccion plasmodial
placentaria, mediante la expresion de los genes que codifican citoquinas
proinflamatorias, antiinflamatorias y moduladoras.

Comparar el grado de apoptosis, inflamacién e hipoxia en las placentas con y sin
infeccion plasmodial, mediante la técnica TUNEL y la expresion de genes que
codifican para marcadores asociados a estos procesos.

Caracterizar la clase, cantidad y localizacion de infiltrados celulares inmunes (NK,
macrofagos, monocitos y linfocitos T) en placentas con y sin infeccion plasmodial.
Proponer un modelo de infeccién plasmodial placentaria en zonas donde coexisten P.

falciparum y P. vivax.



4. Marco conceptual

4.1. Generalidades de la infeccion plasmodial
La malaria de los seres humanos es causada por cinco especies de parésitos del género

Plasmodium, de las que cuatro, P. falciparum, P. vivax, P. malariae y P. ovale, se
transmiten de una persona a otra mediante la picadura de mosquitos hembra del género
Anopheles (23). Los pocos pero crecientes casos de malaria humana causada por P.
knowlesi, se han reportado en personas que posiblemente fueron picadas por un mosquito
infectado luego de haber picado a un primate no humano (transmisién zoonoética); esta
asociacion se ha hecho por presentarse en zonas boscosas del sudeste asiatico (24).

El ciclo de vida del plasmodio es complejo e incluye como hospederos al mosquito
(hospedero definitivo) y al humano (hospedero intermediario (25). La infeccion humana se
inicia a partir de la picadura de un mosquito hembra del género Anopheles infectado con el
parasito, que inyecta los esporozoitos en el tejido subcutaneo; los esporozoitos inoculados
llegan al higado e invaden los hepatocitos (26), donde se inicia la reproduccion asexual
(esquizogonia hepatica) y el desarrollo de esquizontes hepéticos o preeritrociticos (27). Esta
etapa es completamente asintomatica y puede durar entre 5 y 15 dias, dependiendo de la
especie plasmodial (28). Los esquizontes lisan los hepatocitos y liberan merozoitos al
torrente sanguineo, los cuales invaden eritrocitos, usando para ello receptores especificos
situados en la membrana celular eritrocitaria. En el caso de P. falciparum, lo hacen
mediante receptores de acido sidlico, mientras que P. vivax usa el receptor Duffy (29).
Después de la invasién de los eritrocitos, el merozoito se diferencia a trofozoito v,
posteriormente, a esquizonte sanguineo (esquizogonia eritrocitartia), estadio en el que el
parasito lisa el eritrocito y se liberan merozoitos capaces de invadir nuevos eritrocitos,
empezando un nuevo ciclo y aumentando de manera logaritmica el nimero de Ei. Un
porcentaje pequefio de merozoitos se diferencian a formas sexuales: macrogametocitos
(hembra) y microgametocitos (macho), los cuales son tomados por un nuevo mosquito
anofelino, en el que se inicia el ciclo esporogénico o sexual.

La esporogonia sucede asi: en el intestino medio del mosquito se lleva a cabo la

exflagelacién de los microgametocitos y luego, cada macrogameto recibira un microgameto



y forma asi el cigoto entre 1-8 horas después de la infeccion del mosquito vector.
Posteriormente, el cigoto se elonga, y da origen al ooquineto, que penetra las células
epiteliales del intestino medio y se localiza debajo de la lamina basal de la pared externa del
intestino. Luego 24 a 36 horas después de la infeccion, se forma el ooquiste inmaduro. A
los 7-8 dias posinfeccion, los ooquistes se encuentran maduros y de ellos salen los
esporozoitos que van al hemocele y migran a las glandulas salivales. Cuando el mosquito se
alimenta, los fluidos salivales que transportan los esporozoitos son inoculados en el
hospedero humano para reiniciar el ciclo asexual del parasito (30)

En Plasmodium, como en la mayoria de los microorganismos, los factores de virulencia le
permiten sobrevivir dentro de cada hospedero. La patogénesis de la malaria por P.
falciparum es la mejor comprendida; se han descrito dos factores basicos de virulencia de
esta especie. El primero es la tasa de crecimiento parasitario y el segundo es la capacidad
de citoadherencia del plasmodio. La tasa de crecimiento actla como factor patogenico en el
sentido que los parasitos aislados de pacientes con malaria grave tienen una elevada tasa de
multiplicacién in vitro, comparada con la que exhiben los paréasitos aislados de pacientes
con malaria no grave (31). Hay que considerar, como punto de partida en cualquier estado
de gravedad, que en el caso de P. falciparum, un esquizonte hepético libera 30.000
merozoitos y un esquizonte hemético suelta 8-24 merozoitos y que un ooquiste origina
10.000 esporozoitos. En el caso de P. vivax, los valores respectivos son 8.000 a 20.000
merozoitos/esquizonte hepéatico, 12-18 meorozoitos/esquizonte eritrocitario y 1.000 a
10.000 esporozoitos/ooquiste (2). La capacidad de citoadherencia, se refiere a que los
eritrocitos infectados (Ei) se adhieren al endotelio de los vasos sanguineos de 6rganos como
el cerebro y la placenta, proceso conocido como secuestro, que desencadena la oclusion de
la microvasculatura, el deterioro metabolico y la acidosis y ademéas contribuye con la
evasion del sistema inmune (32), Esos Ei no circulan, no pasan por la red fagocitaria del
higado y, sobre todo, del bazo. Las infecciones causadas por P. vivax, P. ovale y P.
malariae son clinicamente moderadas en comparacion a las debidas a P. falciparum y en
ellas los sintomas estan relacionados con la carga parasitaria y la liberacién de citoquinas,
debido a que, en principio, la citoadherencia no ocurre (32), aunque recientemente se ha

demostrado la citoadherencia de P. vivax (33, 34), pero no se sabe cudl es su papel



patogénico ni su importancia. La predileccion de P. vivax por los reticulocitos limita la
parasitemia, lo contrario sucede con P. falciparum que parasita todos los eritrocitos, por
tanto, hay mayor invasion de eritrocitos e incremento en la expresion de proteinas de
superficie que posibilitan el secuestro de los Ei en la microvasculatura y la subsecuente
aparicion de consecuencias de la infeccion (14). En la tabla 1 se comparan algunos
aspectos entre la malaria causada por P.vivax y la causada por P. falciparum

Un tema de gran interés en la perspectiva fisiopatogénica de la malaria es el de las vesiculas
extracelulares (VE); las células, tanto eucariotas como procariotas, liberan al medio
extracelular una variedad de vesiculas derivadas de membrana celular de diversos tamafios
y origenes. En particular, las células eucariotas, ademés de los conocidos cuerpos
apoptoticos, producen exosomas y ectosomas (35). Ambos tipos de vesiculas son liberados
tanto de forma constitutiva como en respuesta a estimulos. Actualmente se cuenta con la
evidencia suficiente que afirma que las VE participan en importantes procesos bioldgicos y
que son importantes mediadores de la comunicacion intracelular (36).

Se ha demostrado que las VE producidas durante la malaria, pueden activar una respuesta
inmune innata y desarrollar posteriormente malaria grave (37). La malaria cerebral y la
anemia son las mas graves complicaciones de infecciones por P. falciparum, recientemente
se ha estudiado la relacion entre estas complicaciones y el aumento de liberacion de VE. Se
ha caracterizado el patron VE en pacientes con malaria grave de Douala, Camerdn, se
encontraron altos niveles de VE que se correlacionaron con el desarrollo de coma y
trombocitopenia (38). Este estudio muestra por primera a las VE como biomarcadores de
malaria grave; los autores concluyen que la intervencion para bloquear la produccion de VE
en la malaria grave puede proporcionar una nueva via terapéutica (38).

Por otra parte, las VE que son producidos por numerosos tipos de células producto del dafio
vascular durante el secuestro y como consecuencia de la lisis de Ei, ejercen una fuerte
actividad proinflamatoria (37, 39).

El analisis protedmico de exosomas, aislados de sangre periférica de ratones infectados con
P yoelii demostrd la presencia de proteinas del parasito en estas vesiculas, ademas la
inmunizacion de ratones con exosomas purificados provocd anticuerpos IgG capaces de

reconocer Ei infectados con P. yoelii (40). En el mismo trabajo, las vesiculas aisladas



controlaron la parasitemia en ratones recién infectados, lo que llevé a un aumento de la
supervivencia, y alter6 el tropismo celular para reticulocitos (40). Mas recientemente se
determind que los Ei con anillos de P. falciparum, después de la exposicion a los
antimalaricos, liberan vesiculas de 80-120 nm, similares a los exosomas, que transfieren el
material genético que confiere la resistencia a los Ei vecinos (41). Otro estudio comprobo
cuantitativamente que los Ei con esquizontes de P. falciparum liberan microvesiculas de
100-400 nm antes de la salida de los merozoitos (39). Ademas, estos y otros trabajos
demostraron que las vesiculas similares a los exosomas y las microvesiculas liberadas por
los Ei con P. falciparum inducen la gametocitogenesis, promoviendo una ruta de escape a

condiciones hostiles (42).

4.2. Respuesta mediada por citoquinas durante la malaria
La interaccion de Plasmodium spp. con los componentes del sistema inmune es compleja,

ya que involucra diversos procesos que conducen a un rango amplio de respuestas. Estos
procesos son: a) la variabilidad antigénica del parésito en cada uno de sus estadios durante
la infeccion; b) el genotipo y fenotipo de adherencia de la cepa parasitaria infectante; c) el
tipo de antigeno (proteinas parasitarias, productos como HZ y VE) reconocido por los
diferentes receptores de las células presentadoras de antigeno (CPA); d) el tipo de receptor
del sistema inmune que capta el antigeno, receptores TLR, receptores de complemento,
receptores Fcy (para 1gG), entre otros (43-46).

Las moléculas asociadas a estadios eritrocitarios reconocidos por diferentes TLR son: a)
glicosilfosfatidilinositol (GPI), producto de la lisis del eritrocito parasitado, que promueve
el estimulo de CPA a traves del TLR 2 (47); b) HZ, producto de degradacion de la
hemoglobina, reconocida por las CPA mediante TLR9, asi mismo como el complejo ADN-
HZ de P. falciparum (48). Lo anterior hace a cada uno de estos receptores indispensables
en la generacidon de la respuesta inmune. Las diferentes moléculas de Plasmodium spp
reconocidas por los TLR promueven una respuesta inmune inflamatoria Thl, la cual es
mantenida principalmente por IFNy; esta respuesta se caracteriza por la produccion de IFNy
TNF, 1L-12, IL-1p e IL-6 y por aumento en la expresion de complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) 11 y moléculas coestimuladoras (49, 50). El IFNy induce



aumento de la produccion de especies reactivas de oxigeno y de éxido nitrico (ON) en las
células fagociticas, lo que lleva a la eliminacion de los eritrocitos parasitados y favorece la
presentacion antigénica (51). Ademas, el IFNy promueve aumento de la poblaciéon de
linfocitos efectores Th1l que apoyan su produccion y amplifican la respuesta, y la IL12
estimula la produccion de IFNy en los linfocitos T, lo que fomenta un perfil Thl (52).

A medida que aumenta la parasitemia, se incrementan los niveles de ON producido por las
células fagociticas, consecuente con la respuesta Th1; sin embargo, durante la modulacion
de la respuesta, se producen citoquinas antiinflamatorias, como IL-10, que regulan y
previenen el dafio tisular. Tras la captacion de los antigenos y su presentacion a través de
las CPA en los 6rganos linfoides, se fomenta la diferenciacion de linfocitos B especificos
contra los antigenos plasmodiales. La diferenciacion de la poblacion de células B supone el
desarrollo de la respuesta humoral. Las inmunoglobulinas G1 y G3 (IgG1 e 1gG3) son las
mas frecuentes y las que se producen en mayores cantidades, tras la respuesta inmune a este
plasmodio (53). Estas inmunoglobulinas se caracterizan por tener una alta capacidad de
fijacion de complemento, por presentar facilidad de union a receptores Fcy de las CPA y

por el traspaso placentario (54).

4.3. Situacion epidemiolégica de la malaria
La malaria es una enfermedad parasitaria importante como problema de salud publica en el

mundo, pues a pesar de los esfuerzos para su tratamiento y control, aun la cuarta parte de la
poblacion mundial esta en riesgo de contraer la enfermedad y ocurren mas de 250 millones
de infecciones al afio (23).

P. falciparum y P. vivax son las especies que se asocian con el mayor nimero de casos de
malaria en el mundo (55, 56). P. falciparum es la especie mas frecuente en el continente
africano y es responsable de la mayoria de las muertes mundiales por malaria (23); mientras
que P. vivax es mas frecuente en Asia, América y las islas del Pacifico Sur (23). En 2015 el
paludismo se siguid transmitiendo en 95 paises y territorios (23). Se estima que 80% de los
casos de malaria en el mundo y 90% de las muertes ocurren en los paises de Africa

subsahariana, donde P. falciparum causa méas de 90% de los casos (57). Esto es diferente a



lo que se observa con P. vivax, especie que tiene estadios de latencia, una distribucion
geogréfica mas amplia y a la que se le atribuyen menos complicaciones (56).

En América la poblacion asciende a 818 millones, de los cuales 299 millones (36,5%) viven
bajo condiciones ecoepidemioldgicas adecuadas para la transmision paltdica; ademas, la
mortalidad por esta enfermedad en este continente se estima en 1.100 casos/afio. En
América 21 paises informan tener zonas con transmision activa de malaria. Colombia,
después de Brasil, es el tercer pais con mayor nimero de casos (58). Alrededor de 70% del
territorio colombiano esta por debajo de los 1.600 mshm Yy presenta condiciones
ecoepidemioldgicas favorables para el desarrollo del vector y, por ende, para la transmision
de la malaria. El tipo de transmision predominante en Colombia es inestable y de baja
intensidad (59). La maxima transmision paltdica en Colombia esta en 1) Uraba-Altos Sind
y San Jorge-Bajo Cauca (departamentos Antioguia y Cordoba), 2) Costa Pacifica (zona
costera de los departamentos de Choco, Valle del Cauca, Narifio y Cauca), 3) Orinoquia
(departamentos de Arauca, Casanare, Guainia, Guaviare, Vichada y Meta), y 4) Amazonia
(departamentos de Amazonas, Caquetd, Guaviare, Putumayo y Vaupés). En estas regiones
y departamentos la transmisién se focaliza en el area rural de alrededor de 100 municipios,
donde se registra 95% de la carga de la enfermedad, aunque solo en las dos primeras
regiones se concentra cerca de 80% de los casos del pais (60).

Hasta aproximadamente 2010, la morbilidad malarica en Colombia tuvo tendencia
ascendente; desde 2010 hay una evidente reduccion de casos, pero para 2016 se registro
una epidemia especialmente en la region del Chocd. El promedio anual de casos registrados
entre 2000 y 2010 fue de 547.542 (3). La especie que ha predominado desde 1974 es P.
vivax (60-70% de los casos), aunque en algunas regiones de la Costa Pacifica se observa

predominio de P. falciparum (60).

4.4. Infeccion plasmodial submicroscopica
El diagnostico certero de la malaria se ha basado siempre en la visualizacion del paréasito en

sangre periférica usando los examenes de gota gruesa (GG) y extendido delgado (ED), que
se realizan con microscopio de luz (61). Sin embargo, su sensibilidad no es de 100%,

aunque ello no ha sido impedimento para que se considere la “prucba de oro” para el



diagnostico de la enfermedad (62). Con el avance de la biologia molecular, se han disefiado
diferentes técnicas para el diagnostico de la infeccion plasmodial, que han permitido
detectar parasitemias tan bajas que no son detectadas por la microscopia (62, 63). La
parasitemia que no puede detectarse con microscopia, pero si con otros procedimientos es
Ilamada parasitemia submicroscépica o infeccién plasmodial submicroscépica (IPS). Los
otros procedimientos méas frecuentemente usados son los de amplificacion de &cidos
nucleicos parasitarios, como la reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain
reaction, PCR), de la cual existen variantes.

La IPS ocurre con cualquier especie plasmodial y su importancia radica en que la
parasitemia de baja densidad también puede causar enfermad, aunque usualmente es
asintomatica. Las IPS pueden representar mas de 50% de todas las infecciones
plasmodiales en algunas areas con baja prevalencia de malaria y es menor en zonas de alta
y muy alta prevalencia palUdica (64, 65).

Un metandlisis de 2009, sobre IPS por P. falciparum, mostré que la frecuencia mundial
promedio de ésta es 15%; la mayor cantidad esta en la zona del Pacifico, con 23%, seguida
de Africa con 17%, América y Asia con 10% cada una (66). Un estudio reciente, con 44
estudios transversales y de diagndstico de personas sospechosas de tener malaria, hallé que
la IPS por P. vivax sucede en las diferentes areas geograficas con gran variacion entre ellas.
La prevalencia promedio es 10% y constituye 67% de todas las infecciones por esa especie
detectadas con PCR. La IPS por P. vivax fue significativamente mayor que la de IPS por P.
falciparum. La mayor frecuencia de IPS por P. vivax estd en Sur América, con 80%,
sequida del Pacifico Sur (Papua Nueva Guinea e Islas Solomon) y de Asia con alrededor
60% de prevalencia (67).

En Colombia, un estudio realizado en 2008 y basado en poblacion con sintomas malaricos,
en seis lugares de cinco departamentos del pais (Antioquia, Cordoba, Valle del Cauca,
Chocé y Vichada) mostrd una prevalencia promedio de IPS de 1,0% (68). Otro estudio
colombiano, efectuado en octubre de 2011 a enero de 2012, en tres localidades (Tierralta,
Cordoba; Buenaventura, Valle del Cauca; Tumaco, Narifio), evalué 1.169 sujetos que se
repartieron en dos grupos de acuerdo con la presencia o ausencia de sintomas malarico y

encontré mediante PCR en tiempo real (QPCR), una prevalencia global de infeccion



malarica de 9,7%; la prueba molecular detect6 26 veces méas casos que la microscopia de

luz y la prevalencia de IPS vari6 mucho por lugar y por presencia-ausencia de sintomas

(69).

4.5. Malaria asociada al embarazo

La malaria asociada al embarazo (MAE) es un importante problema de salud publica con

riesgos para la mujer, el feto y el recién nacido (70). Cuando una gestante se infecta con

Plasmodium puede desarrollar uno o varios de los siguientes eventos:

1) MG: es la enfermedad paltdica en la mujer embarazada, es decir, la presencia de
sintomas asociados a una comprobacion de la presencia de Plasmodium spp. en sangre
periférica materna.

2) MP: es la infeccion local de la placenta por el agente plasmodial, que se supone depende
de la infeccion sistémica de la gestante, pero que no siempre se expresan
simultaneamente; su diagndstico puede hacerse por la comprobacién de la presencia de
parasitos en sangre placentaria o por pruebas histopatologicas que permiten detectar los
parasitos, el pigmento malarico o ambos en el tejido placentario.

3) MC: es la enfermedad que afecta al feto o neonato, demostrada por la presencia de
parésitos en sangre de cordon umbilical o en sangre periférica neonatal en algun
momento de los 30 dias siguientes al parto (15).

En general las gestantes tienen mayor susceptibilidad a adquirir infecciones, como la

causada por Plasmodium spp., y esto puede explicarse por la combinacién de los cambios

fisiologicos, hormonales e inmunoldgicos necesarios para el desarrollo normal del
embarazo (6). El problema de la MAE se ha estudiado principalmente en mujeres africanas
infectadas por P. falciparum; sin embargo, algunos estudios han demostrado que también la

infeccion por P. vivax se asocia con efectos adversos en el embarazo (7, 12, 71-73).

Unos 24 millones de embarazadas sufren de malaria cada afo en el mundo. Se considera

que la MAE en zonas endémicas explica 3-15% de la anemia, 8-14% del bajo peso al nacer

(BPN) y 3-8% de la mortalidad infantil, ademas se estima que entre 75.000 y 200.000 casos

de mortalidad infantil anual se asocian con ella (74). La tasa de mortalidad perinatal

causada por malaria en los paises africanos se calcula en 25-80 por 1.000 nacidos vivos por

afo (75).



En zonas de transmision alta, como son la mayoria de regiones del Africa subsahariana,
donde P. falciparum causa mas de 90% de los casos, los adultos presentan cierto nivel de
inmunidad adquirida que les permite controlar, pero no eliminar, las infecciones malaricas.
En dichas regiones, la infeccion plasmodial durante la gestacion generalmente no cursa con
sintomas de malaria aguda, pero se asocia con anemia materna grave, restriccion del
crecimiento intrauterino (RCIU) y MP, ademas, los efectos adversos de la infeccién por P.
falciparum son mas pronunciados para las mujeres en su primer embarazo (72). Mientras
que en zonas de transmision baja, como en Suramérica y Asia-Pacifico (Sudeste de Asia y
Pacifico Occidental), donde P. falciparum y P. vivax son endémicos y coexisten, ocurre lo
contrario y las mujeres en edad reproductiva tienen relativamente poca inmunidad
adquirida contra la malaria y presentan mas anemia, mayor riesgo de malaria grave, de
aborto espontaneo, de muerte fetal, de partos prematuros y BPN; en estas regiones, la
malaria afecta a todas las mujeres embarazadas, sin importar el nGmero de veces que han
estado embarazadas (72, 73, 76). En regiones africanas de alta transmision malarica, 25%
de las gestantes presentan malaria en el momento del parto y en zonas de baja transmisién
maldrica la prevalencia varia entre 6,2 y 13,7% (71). La infeccién por P. vivax durante la
gestacion en la region Asia-Pacifico aumenta significativamente el riesgo de anemia
materna y de BPN, ya que esas complicaciones del embarazo son independiente de la
historia gestacional (77-79).

4.6. El problema de la MAE en Colombia
En Colombia para el 2016, la poblacion total fue de 50 millones de personas, de acuerdo

con proyecciones del Departamento Administrativo Nacional de Estadistica (DANE). Se
estimaron alrededor de 645.000 nacimientos en 2016, lo cual corresponde,
aproximadamente a la misma cantidad de embarazos. Si la poblacion expuesta a malaria es
de aproximadamente 10,5 millones de personas, puede pensarse que los nacimientos en
zonas de endemia paludica fueron 135.450, hacia 2016, por lo que se esperarian, entonces,
no menos de 13.000 casos de malaria en mujeres embarazadas en ese afio.

En Colombia “Es responsabilidad del Instituto Nacional de Salud a través Subdireccién de
vigilancia y control en salud puablica, emitir los pardmetros para realizar la vigilancia a

través de este documento y de los actores del sistema” (60). El objetivo general de



vigilancia epidemioldgica en Colombia es “Realizar el seguimiento continuo y sistematico
de los casos de malaria de acuerdo con los procesos establecidos para la notificacion,
recoleccion y analisis de los datos, que permita generar informacion oportuna, valida y
confiable para orientar medidas de prevencion y control del evento” (60).

Hay unos pocos informes sobre MAE en Colombia, que indican que tanto P. falciparum
como P. vivax afectan la salud de madres e hijos y causan alteraciones en la estructura y
funcién de la placenta (12, 13). Los estudios en la region de Urabd antioquefio han
reportado, con el uso de microscopia de luz, frecuencias de infeccién en el momento del
parto en sangre periférica materna de 11-14%, en sangre placentaria de 9-12% y en sangre
de cordon umbilical de 2-4%; de estos casos, P. vivax es el responsable de 70% (10, 15). La
frecuencia de MG, de MP y de MC, medida con GG y con gPCR, en la regién Uraba
Antioquefio-Altos Sind y San Jorge Cordobeses-Bajo Cauca Antioquefio fue asi: MG
12,6% vs 49%; MP 8,4% vs 57,3%; MC (en corddon umbilical) 0% vs 13%,
respectivamente (80). Varios hallazgos en los citados estudios, reportan que la frecuencia
de MG fue significativamente mayor en las mujeres con méas de dos gestaciones y que el
peso al nacer fue significativamente méas bajo en mujeres con historia de MG, comparado

con las embarazadas sin historia de MG (8, 15).

4.7. Infeccion plasmodial submicroscépica en gestantes
En 2008 se publicé que la prevalencia de parasitemia en sangre periférica de gestantes

procedentes de diferentes regiones africanas variaba entre 7,3 y 29% con microscopia,
mientras que oscilaba entre 6,7 y 85% al usar PCR. En forma similar, la deteccion de la
parasitemia en la placenta vario entre 1,7 y 35% con microscopia y entre 41,7 y 59% con
PCR (81). Una revision sistematica que tenia como objetivo conocer la frecuencia de IPS
durante la gestacion y las consecuencias que generan en la madre y el producto de
gestacion, concluyd que este tipo de infecciones son muy frecuentes y que existe una
relacion directa con anemia materna y BPN; sin embargo los trabajos incluidos en la
revision fueron realizados en Africa y se referian a P. falciparum, que no es la especie mas
frecuente en América Latina ni en la mayoria de las zonas endémicas colombianas, por

tanto no se puede extrapolar estos hallazgos a nuestro contexto (9).



En una cohorte de 1.037 gestantes de Benin, se evaluaron las IPS y el impacto de estas
sobre la anemia materna, el parto prematuro y el BPN. Se encontrd que las IPS de la
gestacion se asociaron con disminucion de la hemoglobina y con mayor riesgo de anemia
en primigestantes (OR= 2,23); también hubo asociacion con aumento significativo de los
riesgos de BPN en primigestantes (OR= 6,09) y nacimientos prematuros en multigravidas
(OR=2,25) (82). La IPS gestacional por P. vivax no ha sido estudiada en detalle.

En Colombia, en el sur de Cérdoba y la region del Uraba Antioquefio, con el uso de gPCR,
se identifico una frecuencia de infeccion plasmodial en el momento del parto de 57% en
placenta, 49% en sangre periférica materna y 29% en sangre de cordon umbilical. Estas
infecciones cursaban con bajas concentraciones de ADN del parésito y 50,5% eran
submicroscépicas; a pesar de la muy baja parasitemia, se asociaron con alteraciones en la
placenta, como infiltrados celulares en decidua y EIV (7).

Las consecuencias inmunologicas de las IPS en gestantes se han explorado poco en el
mundo. En Colombia, un estudio con parturientas con IPP por P. vivax detectada solo por
gPCR, hallé aumento en la expresion de citoquinas proinflamatorias (IL1, IL8), en sangre
periférica y placentaria y de citoguinas antiinflamatorias (IL-4) en sangre periférica, en las

mujeres con infeccion placentaria versus mujeres sin infeccion (13).

4.8. Aspectos inmunes en el embarazo sano

4.8.1. Perfil de citoquinas en la interfase maternofetal
La inmunologia reproductiva nace de la inmunologia del trasplante, ya que el feto fue

considerado analogo a un trasplante semialogénico, al poseer tanto antigenos paternos
como maternos, cumpliendo con las reglas de la aceptacion o rechazo del mismo.
Particularmente, los hallazgos de Chaouat y colaboradores, en 1983 (83), permitieron
concluir que las células del trofoblasto placentario son una barrera, no so6lo fisica sino
también funcional, entre la madre y el feto. Sin embargo, luego se demostro que la madre y
el feto interactuaban dindmicamente entre si: los linfocitos maternos pasan al feto y
viceversa; ademas, las células del sistema inmune materno no s6lo estan asociadas con el
rechazo al feto, sino que también regulan procesos como la angiogénesis y la

vasculogénesis, durante la implantacion (84).



La teoria de Chaouat, a pesar de haber tomado mucha fuerza cuando se defini6 el embarazo
como un estado antiinflamatorio, en el que predominan citoquinas del perfil Th2, ademés
de demostrar que algunas complicaciones comunes durante la gestacion, como el aborto
recurrente y la RCIU, se asociaban principalmente con un perfil de citoquinas Thl, ha sido
controvertida por el propio autor, en virtud de la multitud de células y tejidos que pueden
producir citoquinas con actividad proinflamatoria o antiinflamatoria durante la gestacion
(85-88). Al evaluar la expresion de citoquinas en la sangre periférica de mujeres en
embarazo en diferentes trimestres de gestacion, se demostré que en cada periodo (primer,
segundo Y tercer trimestre de gestacion) los perfiles de citoquinas y quimoquinas fueron
diferentes:

a. En el primer trimestre, predominaba un perfil proinflamatorio, principalmente IL8 y
MCP1 (del inglés monocyte chemoattractant protein-1), que favorece Ila
implantacidn, la vasculogénesis y el crecimiento de la placenta (87)

b. En el segundo trimestre, varia hacia un perfil Th2 (antiinflamatorio) con citoquinas
como IL4, IL5, IL6 e IL13 que favorece el desarrollo y crecimiento del feto (89)

c. En el tercer trimestre el perfil Thl vuelve a predominar, ambiente proinflamatorio
que, al parecer, promueve las contracciones uterinas, el parto y alumbramiento (90,
91).

4.8.2. Poblaciones celulares de la placenta sana

Diferentes células inmunes tienen presencia en la decidua. Esas células tienen papeles clave
en la conservacion y desarrollo normal del producto gestacional (6, 88, 92, 93). La decidua
basal (porcion materna de la placenta), ademas de servir de anclaje, controla la invasion del
trofoblasto (94). Los leucocitos son un componente importante del estroma endometrial, los
cuales aumentan en la fase media secretora, alrededor del momento de la implantacion
esperada y contintan aumentando en el embarazo temprano (92).

La poblacion de células inmunes en la porcion materno-fetal es un componente clave para
comprender la tolerancia hacia el feto y los procesos de implantacion y crecimiento
placentario. La presencia de células inmunes en el sitio de implantacion no se asocia con

una respuesta de rechazo al feto, si no que facilita y protege el embarazo. Por lo tanto, el



sistema inmune en el sitio de implantacion no se suprime y, por el contrario, estd muy
activo y funcional, y se controla cuidadosamente (93).

La decidualizacion se refiere a los cambios ocurridos en los tejidos que van a permitir la
implantacion del embrion en el Gtero. Estos cambios en el endometrio se van a producir
gracias al efecto de la progesterona sintetizada en el cuerpo luteo tras la ovulacion. La
decidualizacion comienza 8 dias después de la ovulacién y esta bien desarrollada al dia 14
del embarazo. La decidua basal se encuentra debajo de la placenta y esta infiltrada por
células intersticiales (94). La funcién de la decidua es probablemente controlar la invasién
trofoblastica; este control depende en gran medida de las células inmunes maternas y sus
productos secretados dentro del microambiente decidua. Los leucocitos son un componente
importante del estroma endometrial. A pesar de que los leucocitos del estroma estan
presentes en el endometrio proliferativo y a principios de la fase secretora en no
embarazadas, sus nimeros aumentan sustancialmente en la fase intermedia secretoria,
alrededor del momento de la implantacion y siguen aumentando en el embarazo temprano
(92).

Los leucocitos deciduales pertenecen a cuatro poblaciones importantes: células T, células
asesinas naturales deciduales (NK), macrofagos y células dendriticas. Del total de
leucocitos deciduales, 70% son células NK, macrofagos son 20-25% y 1,7% son células
dendriticas, desde el sistema inmune adaptativo, las células B estan ausentes, pero los
linfocitos T constituyen 2-5% de las células inmunes de la decidua. En ensayos donde
fueron inhibidos macrofagos, células NK y células dendriticas se demostré que estas son
indispensables para el desarrollo de la placenta, la implantacion y la formacion decidual (6,
92, 95). En un embarazo temprano normal, la proporcion de células T CD8" y de células T
CD4" es de alrededor de 2,5% a 3%. La decidua también contiene células Treg (CD4"
CD25+) que constituyen el 14% de las células deciduales totales T CD4" (92, 93, 95).

La decidualizacion esta estrechamente relacionada con la presencia de células NK. En el
inicio del embarazo, las células NK comprenden 70% de los leucocitos deciduales pero sus
nameros disminuyen en la segunda mitad del embarazo, con s6lo un pequefio nimero
detectado a término; con lo cual se demuestra su importancia durante la implantacion, el

desarrollo y el crecimiento de la placenta (6, 95). Las células NK en decidua son en su



mayoria CD56'/CD16", cuya funcidn principal es la produccion de citoquinas que tienen
funcion inmunomoduladora en la reproduccion. Es probable que las células NK cumplan un
papel clave tanto en el embarazo normal como en el complicado (86, 93, 95).

Los macrofagos/monocitos son entre 20%-25% de la poblacion celular uterina y son
CD14+. Estos generan un bajo nivel de muerte a las células invasoras de trofoblasto
durante la implantacion para regular la invasion trofobléstica y prevenir la liberacion de
contenidos intracelulares inmunogénicos que activarian la respuesta inmune materna (17).
Ademas, las células apoptéticas que son captadas por el macréfago le impiden a éste
secretar citoquinas proinflamatorias y, por el contrario, favorecen la liberacion de
citoquinas antiinflamatorias con el fin de promover la supervivencia del trofoblasto y un
embarazo exitoso (17, 96). En cuanto a las células dendriticas que son 1,7% de la poblacién
celular endometrial, disminuyen notoriamente durante la gestacion y se encargan de
presentar antigenos y mediar la activacion de las células T maternas (92). Captan, procesan
y presentan antigenos al CMH; detectan patégenos y dafio tisular mediante los receptores
tipo Toll (90). Las células Treg son alrededor del 1% de los linfocitos T estos modulan la
respuesta inmune al regular la actividad de otros tipos celulares, como: linfocitos T CD4+,

T CDB8+, células presentadoras de antigenos, macréfagos y células NK (87).

4.8.3 Vesiculas extracelulares y embarazo:
El embarazo normal se caracteriza por el aumento de los niveles de vesiculas extracelulares

en comparacion con las mujeres no embarazadas sanas, pero la prevalencia, el origen
celular y el papel de las vesiculas extracelulares en las complicaciones relacionadas con el
embarazo siguen siendo controvertidos. EI embarazo normal es un estado de aumento de la
coagulacion adquirido debido a un aumento en coagulantes y disminucion de
anticoagulantes (97). Complicaciones relacionadas con el embarazo como la preeclampsia,
restriccion del crecimiento intrauterino fetal y la pérdida fetal estan asociadas con la
disfuncion placentaria y puede causar morbimortalidad materno fetal (98). Se ha observado
que las vesiculas extracelulares desempefian un papel clave en la trombosis, la inflamacién
y disfuncion vascular en la interfase materno-fetal. Ademas, vesiculas extracelulares de
trofoblasto llegan a circulacion materna a través de las venas deciduales y puede conducir a

efectos maternos sistémicos. Alternativamente, el aumento de la presion arterial,



inflamacién y otras condiciones patoldgicas pueden resultar en aumento de los niveles de
vesiculas extracelulares que finalmente resultan alterando el desarrollo normal del

embarazo (38).

4.8.4. Normoxia e hipoxia durante el desarrollo placentario normal
Los factores de transcripcion activados en condiciones de hipoxia son heterodimeros, es

decir consisten en dos subunidades de HIF (Factor inducible de hipoxia), HIF-a ¢ HIF-1b
(translocador nuclear) (99). HIF-1b se expresa constitutivamente, mientras que la actividad
y expresion de HIF-a depende de las concentraciones celulares de oxigeno (99). En células
de mamiferos hay tres genes HIF-a (HIF-1a , HIF-2a y HIF-3a) (99). La expresion de los
dos ultimos es mucho mas restringida que la del primero (99). HIF-1a ¢ HIF-2a se
dimerizan con HIF-1b y forman HIF-1 e HIF-2; ambos conllevan a la activacion de factores
de transcripcion clave para regular procesos hipoxicos (99).

En el primer trimestre de gestacion, las células del trofoblasto extravelloso invaden la
decidua, obstruyendo en cierto modo las arterias espirales uterinas (99). Esta obstruccién
provoca disminucion del flujo sanguineo al espacio intervelloso y por ende una baja presion
de oxigeno (hipoxia) (99).

Los HIF funcionan en todas las etapas de desarrollo placentario y pueden inducir procesos
anaerdbicos, reducir el consumo de oxigeno localmente o promover la angiogénesis para
establecer el desarrollo vascular (99). Ademas, los HIF no so6lo responden a la hipoxia, sino
también, a estimulos no hipdxicos conducidos por citoquinas, factores de crecimiento y el
sistema renina-angiotensina, procesos todos, que regulan la funcién placentaria (99). Por
otro lado, bajo condiciones de normoxia (concentracion de oxigeno mayor a 5%), la
proteina HIF-1ow es marcada por un proceso de ubiquitinacion dependiente de oxigeno y
posteriormente degradada en el proteasoma (99).

Mediciones con sondas sensibles a la presion de oxigeno durante examenes de
ultrasonografia a las 8 semanas de gestacion han establecido que la concentracion de
oxigeno en el espacio intervelloso es <20 mmHg o 3-5% de oxigeno (100). En este mismo
tiempo, la concentracion de oxigeno dentro de la decidua materna subyacente es de
aproximadamente 60 mmHg o de 8-10% (100). Para las semanas 11 y 12 de la gestacion,

las arteriolas espirales uterinas amplian su calibre, lo que permite un flujo sanguineo



materno significativo y el aumento de los niveles de oxigeno (100). EI mecanismo por el
cual las arterias espirales uterinas son modificadas ha sido explicado por la capacidad que
tiene el trofoblasto extravelloso para iniciar apoptosis en las células vasculares del musculo
liso y en las células endoteliales. Mecanismo que responde a su vez, con las demandas del
feto en crecimiento (99).

En general, los HIF median sus efectos uniéndose a los Elementos de Respuesta de Hipoxia
en el ADN, lo que conduce a la regulacion de varios genes, entre estos, el HIF-1 induce la
transcripcion de genes como la eritropoyetina y VEGF (Factor de crecimiento endotelio
vascular) (99). Un estudio exploro el efecto de la presion de oxigeno sobre la expresion y
sintesis de VEGF, sVEGFR-1, HIF-1o. ¢ HIF-2a, los resultados mostraron que la baja
presion de oxigeno llevd a un aumento selectivo y significativo en el ARNm y en la
proteina de SVEGFR-1 y la expresion y sintesis de VEGF se elevd pero la proteina libre (la
no unida a SVEGFR-1) se redujo (101). Lo anterior permitié establecer que VEGF es uno
de los genes sobrerregulados (upregulated) por HIF-1y es la proteina proliferativa primaria
relacionada con angiogenesis (101).

Particularmente, en tejido placentario, se han propuesto tres modelos para describir el
origen de la hipoxia (102):

1) Hipoxia pre-placentaria: la placenta y el feto se vuelven hipoxicos debido a una
reduccion de oxigeno en sangre materna como resultado de una elevada altitud
(hipoxia de etiologia hipobarica) o anemia materna.

2) Hipoxia utero-placentaria: es debida a la invasion fallida de las arterias Utero-
placentarias por parte del trofoblasto o a la oclusion de las mismas lo que ocasiona
una entrada restringida de la sangre materna al tejido placentario.

3) Hipoxia post-placentaria: en esta existe un defecto en la perfusion feto-placentaria
que impide que el feto reciba suficiente oxigeno.

Estos tres proceso, dan cuenta de las multiples causas de hipoxia placentaria, que pueden
conllevar a un aumento en la expresion de HIF, sin embargo, no se pueden ignorar eventos
asociados con procesos inflamatorios que, a su vez, son mediados por citoquinas u otros

elementos no hipdxicos que también inducen expresion aumentada de HIF en este tejido.



En condiciones generales, los patrones angiogénicos placentarios varian durante la
gestacion y la no regulacion adecuada de los mismos se asocia con diferentes trastornos
patoldgicos como la hipoxia. La invasion de la decidua por el trofoblasto es critica para
establecer la circulacion uUtero-placentaria y regular procesos hipoxicos y remodelacion
vascular placentaria asociada con cambios histoldgicos. Igualmente, es necesario
mencionar que, en las fases iniciales de la invasion trofoblastica, la presion local de
oxigeno en la placenta es fisiolégicamente baja, sin embargo, en casos patologicos
placentario, como la preeclampsia las condiciones bajas de oxigeno pueden permanecer

constantes en ese nivel (101).

4.8.5 Apoptosis, hipoxia e inflamacion
Muchos de los cambios uterinos que transcurren durante la gestacion no sélo son llevados a

cabo en un medio inmunologicamente regulado, sino también, en un medio hipdxico. Este
ultimo, induce la expresion de HIF-1a, el cual, es activado por IL-1b y TNF (103), e induce
aumento en la expresion de VEGF, COX-2 e IL-6 (104). Teniendo en cuenta lo anterior,
HIF-1lao no s6lo participa en procesos hipdxicos, sino que, también, puede estar
directamente asociado con la produccion de mediadores inflamatorios como COX,
citoquinas y factores de crecimiento.

Estudios con explantes de placenta demostraron que el posible mecanismo por el cual HIF-
la regula la expresion de moléculas asociadas a procesos angiogénicos e inflamatorios, es
por su asociacion con NF- kb (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells), un complejo proteico que controla la transcripcion del ADN, la produccion de
citoquinas y la supervivencia celular (104). Como hallazgo adicional, respecto a la
interaccion entre HIF-1a/ NF- kb, se encontr6 que el uso de antagonistas de NF-kb en
explantes placentarios se asocié con disminucion en la expresion de HIF-1a, SVEGFR-1y
VEGF (105).

Ademas, hallazgos obtenidos a partir de muestras de placentas a término indicaron que la
respuesta inflamatoria del trabajo de parto conduce al aumento en la expresion de NF-kb y

al posterior aumento en la expresion de HIF-1a y SVEGFR-1 (99). Lo anterior indica que,



efectivamente, la via mediada por NF-kb puede ser un mecanismo regulador no sélo de
procesos hipdxicos sino, también de procesos inflamatorios en el tejido placentario.

La apoptosis es un componente importante del desarrollo embrionario, en el cual se
produce la eliminacion de células unicas seleccionadas, previniendo la pérdida celular
indiscriminada (106). La fusion sincitial del citotrofoblasto placentario corresponde a un
estadio inicial de la cascada apoptética, mientras que la extrusion del material apoptético
del sincitiotrofoblasto seria el resultado final efector de la cascada de la apoptosis (107). En
estadio iniciador, las células citotrofoblasticas salen del ciclo celular y comienzan a
fusionarse para dar inicio a la formacion del sincitiotrofoblasto. Esta etapa consta de la
activacion de la procaspasa 8 por la induccion del TNF, la caspasa 8 induce la lisis de
proteinas y la expresion de la fosfatidilserina constituyéndose la sefial importante para la
fusién celular (106, 108). En el estadio ejecutor de la apoptosis, una vez se ha terminado la
fusion sincicial, el proceso presenta un bloqueo debido a la presencia de Bcl-2
permaneciendo en estado apoptotico latente por 3 0 4 semanas; luego el proceso se reinicia
con la activacion de la caspasa efectora 3, conduciendo a la degradacion de proteinas y
acidos nucleicos (109, 110)

La apoptosis ademas de estar relacionada con el control de la formacion del
sincitiotrofoblasto y del crecimiento placentario, la expresion de diversas proteinas de
superficie en el tejido trofoblastico esta relacionada con la modulacion de la respuesta
inmune materna en el embarazo, tales como la expresion de Fas y FasL y CTLA-4. Estas
moléculas estan involucradas en la seleccion de linfocitos T maduros en el timo induciendo
la apoptosis, de conformidad con lo cual estas moléculas se han asociado con la
modulacion de la respuesta inmune en la placenta. Adicionalmente, hay estudios que
demuestran la expresion de FasL en tejido placentario de ratones, que se ha asociado con la
disminucion de necrosis y de infiltrados de leucocitos en placenta; de modo tal que, la
apoptosis de células inmunes maternas se lleva a cabo en la decidua por medio de sefiales
Fas-FasL, lo que sugiere un mecanismo de defensa frente al rechazo del feto por el sistema
inmune materno(111, 112). En conjunto, se sugiere entonces que el sistema Fas/FasL juega
un papel importante en la modulacién de la respuesta inmune en la gestacion, induciendo la

apoptosis en los linfocitos activados en el trofoblasto (111)



La hipoxia y la recuperacion del flujo sanguineo después de la isquemia (reperfusién) que
a nivel molecular, media dafio en el ADN mitocondrial, lipooxigenacion y peroxidacion de
lipidos y alteracion en el estado de oxidacion/reduccion de cisteinas, se han asociado con la
preeclampsia y esta con la apoptosis como se menciond anteriormente. Estudios in vitro
han demostrado que conjuntamente la hipoxia y reperfusion son condiciones fisioldgicas
que favorecen la apoptosis en el sincitiotrofoblasto (113, 114).

4.9. Malaria placentaria
La malaria por P. vivax afecta principalmente a Asia, América Central y América del Sury

Pacifico sur. Es responsable de 100 millones de casos anuales en todo el mundo con un
costo de 1400 a 4000 millones de ddélares por afio en el plano mundial. La morbilidad se
asocia a sintomas comunes de malaria como fiebre, cefalea, escalofrios, mialgias y astenia
en periodos paroxisticos. Ademas, con la evidencia de resistencia a cloroguina en algunos
lugares y con los casos asociados a malaria grave por presentar anemia grave, edema
pulmonar, hiperparasitemia, trombocitopenia, malaria cerebral, sindrome de estrés
respiratorio agudo, falla renal, convulsiones, ruptura esplénica e incluso muerte, ahora
mismo se afirma con frecuencia creciente que no es benigna (115-117).

La citoadherencia en P. vivax se ha estudiado muy poco y se han reportado casos de ella en
lineas celulares de pulmén, cerebro y criosecciones de placenta. Debido a que en sangre
periférica se observan todas las formas del parasito, se ha descartado que las
complicaciones de la malaria por P. vivax sean debido al secuestro (34). Se describid que P.
vivax genera una respuesta inmune diferente a la que genera P. falciparum y que debido a
esto, hay inflamacion oOrgano especifica. Adicionalmente, la tormenta de citoquinas
inflamatorias generada por la infeccion podria promover la activacién endotelial y
contribuir al desarrollo de cuadros graves de la enfermedad (33, 118).

Debido a imposibilidad actual de establecer un cultivo continuo de P. vivax, ha sido dificil
explorar la fisiopatogénesis de las infecciones por esta especie, incluyendo las infecciones
placentarias. Los estudios que buscan explicar la fisiopatogénesis de P.vivax han realizado
experimentos de adherencia con moléculas como ICAM-1, CD36 y trombospondina (TSP),

importantes en la fisiopatogénesis de P. falciparum. En una investigacion reciente se



demostré con 30 aislamientos de P. vivax que los parasitos realizan citoadherencia a
condroitin sulfato A (CSA) y a &cido hialurénico (AH), que son ligandos que se expresan
de forma abundante en placenta (119). Estos resultados apuntan a la posibilidad de que
circulen diferentes endofenotipos del parasito, quedandose secuestrados aquellos que son
afines al CSA en la placenta.

La infeccion por P. vivax durante el embarazo ha sido conocida durante muchos afios pero
el impacto producido por ésta solo ha sido estudiado recientemente. Las diferencias entre P.
falciparum y P. vivax son relevantes en cuanto al entendimiento de la fisiopatologia de la
malaria durante la gestacion.

Existen muy pocos reportes de MP producida por P. vivax en el mundo y ain menos
estudios histopatoldgicos realizados a placentas infectadas que determinen las
modificaciones que puede causar el pardsito en este 6rgano. Se ha demostrado por
histopatologia cambios placentarios como incremento de células inflamatorias, depositos de
fibrina, citotrofoblasto prominente y agrupamiento sincitial, aunque en nivel
significativamente menor que en las infecciones por P. falciparum (77).

La frecuencia de infeccion plasmodial durante la gestacion aumenta cuando se usan pruebas
moleculares para el diagnoéstico, en lugar de la convencional gota gruesa (7, 10). Tanto la
infeccion por P. falciparum como por P. vivax, se asocian con disminucion significativa del
peso de los recién nacidos (7, 8, 15) y con un estado inflamatorio de la placenta reflejado
por aumento de leucocitos en las vellosidades y el EIV (7). Adicionalmente, un estudio
reciente que determind el efecto de P. vivax en el balance de citoquinas pro-
inflamatorias/anti-inflamatorias y quimioquinas, reportd que las citoquinas proinflamatorias
estdn elevadas tanto en sangre materna como placentaria, las antiinflamatorias estan
elevadas en la madre y reducidas en la placenta, y las quimioquinas estan reducidas tanto en
sangre materna como placentaria (13).

P. vivax también puede adherirse a CSA y a AH inmovilizados in vitro y a criosecciones de
placenta humana; ademas, se ha sugerido que proteinas codificadas por los genes vir,
superfamilia de genes altamente variables ubicados en la region subtelomérica, pueden ser
los potenciales ligandos para dicha adherencia (119). Es necesario evaluar el papel de los

genes vir en la patogénesis de la malaria causada por P. vivax. Entre las funciones



importantes que podrian desempefiar estos genes se destaca la evasion de la respuesta
inmune por la variacion en las proteinas que son codificadas por estos y expresadas en la
membrana del Ei para la adherencia a diferentes tejidos, similar a lo que ocurre con los
genes var de P. falciparum (120-122).

La incidencia de complicaciones clinicas en la malaria vivax se ha atribuido a una variedad
de factores, como la intensidad de transmision, la presencia de otras caracteristicas
endémicas o no transmisibles de la enfermedad (sexo, edad y antecedentes genéticos) y la
resistencia a los farmacos. La complicacién mas frecuente de la malaria vivax en Brasil es
la anemia, que causa una mayor morbimortalidad en nifios y mujeres embarazadas (123).
En las infecciones por P. vivax, los eritrocitos se destruyen desde el principio, pero la
anemia puede persistir incluso después del aclaramiento del parasito. Esta observacion
puede explicarse principalmente por el hecho de que P. vivax infecta los reticulocitos y la
infeccion previene el restablecimiento de la poblacion normal de eritrocitos (124).

Los modelos in vitro para el estudio de la fisiopatologia y la citoadherencia de P.
falciparum estdn ampliamente difundidos en el mundo y han permitido caracterizar las
moléculas que participan en estos fendmenos; mientras que para P. vivax estos aspectos
permanecen practicamente inexplorados (125, 126). Todavia se desconoce el mecanismo
por el cual P. vivax perdura en la placenta, activa la respuesta inmune, causa inflamacion y
dafio en el tejido. Existen grandes vacios en el conocimiento de la relacion entre la
epidemiologia observada y la patogénesis o consecuencias de la enfermedad en la gestante
y en el producto de la gestacion.

Se puede concluir que son muy pocos los informes de MP producida por P. vivax en el
mundo. Aun mas escasos son los estudios histopatologicos realizados a placentas infectadas

que determinen las modificaciones que puede causar el parasito en este érgano.

4.9.1. Inmunopatologia de la MP
El embarazo constituye un estado fisioldgico unico en el que el sistema inmunolégico de la

madre debe proteger contra las infecciones y, a la vez, modular su respuesta inmune para
evitar el rechazo al feto semialogénico (6). La presencia del parasito y de sus productos,
como sus proteinas y la hemozoina (HZ), en el tejido placentario, altera en esencia el

ambiente inmune que regula la placenta en la interfase materno fetal (127).



Durante las infecciones, los macrdéfagos activados secretan altos niveles de citoquinas
proinflamatorias (17). En la MP se ven aumentados los macrofagos en la interfase
maternofetal, lo que establece un estado inflamatorio polarizado (128). Los Ei secuestrados
en la placenta inducen la secrecion de quimioquinas por parte de células mononucleares
maternas y por el mismo trofoblasto fetal, lo que resulta en mayor reclutamiento de
monocitos a la placenta (129-131). La produccion de factor inhibidor de macréfagos (MIF
en inglés) en el EIV actua para retener las células mononucleares (131). Por lo tanto, las
citoquinas proinflamatorias y quimioquinas actdan conjuntamente para reclutar, retener y
activar los monocitos y, como consecuencia, tanto la morfologia trofoblastica como la
produccion de citoquinas placentarias se ven afectadas (132).

En la MG y MP, las citoquinas més estudiadas han sido TNF, IFNy ¢ IL-10. El incremento
en estas tres citoguinas, ha sido asociado con dafio del trofoblasto, BPN y parto prematuro
(133). La expresion de citoquinas proinflamatorias en la placenta es alta en mujeres con
MG vy, a su vez, la expresion de citoquinas antiinflamatorias es baja (128, 130, 134, 135).
Durante la MP hay asociaciones entre los infiltrados de células mononucleares y sus
productos inflamatorios con BPN (22, 136, 137). Un estudio in vitro, utilizando la linea
celular BeWo, (derivadas de coriocarcinoma humano), concluyé que el aumento de IL-18
en la MP inhibia la absorcion de aminoéacidos en forma dependiente de la dosis,
disminuyendo la disponibilidad de nutrientes para el feto (138). Una publicacion de 2011
demostrd niveles alterados de los factores de crecimiento similares a la insulina en la MP
cuando se encontraban infiltrados de células mononucleares (18).

Otro aspecto sobre los fendmenos inmunitarios durante la infeccion placentaria es la
presencia de pigmento malarico o HZ en este tejido. La HZ es un agregado cristalino de
color negro resultante de la protedlisis de la hemoglobina por parte del parasito (139). La
HZ interactla directamente con las diferentes células del hospedero. En los precursores de
la serie roja, la HZ incrementa los niveles de reactivos intermediarios del oxigeno (ROS,
por sus siglas en inglés) y la apoptosis por las vias intrinseca y extrinseca, despues de la
activacion de caspasas 8, 9 y 3 y dafio mitocondrial (140).

Por otra parte, la HZ al ser fagocitada logra permanecer sin alteracién dentro de los

macrofagos hasta 72 horas (141). Esta fagocitosis altera la produccién de citoquinas y



genera aumento de la produccion de moléculas inmunosupresoras (142). Asi mismo, la
presencia de HZ resulta en el reclutamiento de células fagociticas en el sitio del depdsito;
alli se producen grandes cantidades de especies tdxicas y reactivas que difunden libremente
entre las membranas o que son fagocitadas en conjunto con la HZ (143). Una vez se
encuentran en el interior de la célula, estas moléculas altamente reactivas alteran la funcion
del macréfago (19). También se sabe que la HZ induce inflamacion al interactuar
directamente con receptores tipo Toll (TLR) 9; dicha activacion es potenciada por la
presencia del ADN parasitario (48). Ademas esta asociada con la activacion del
inflamosoma NLRP3, se encontré que la HZ induce una sefial de activacion de
inflamosoma, después de la fagocitosis la HZ y el ADN se disocian, induce
subsecuentemente la desestabilizacion fagolisosomica, permitiendo el acceso de los
contenidos fagolisosémicos al citosol, donde los receptores de ADN se activan (144). Se
hicieron observaciones similares con Ei que activaron tanto los inflamosomas NLRP3
como AIM-2. Estas observaciones sugieren que el HZ y el ADN trabajan juntos para
inducir inflamacion sistémica durante la malaria (144).

La presencia de HZ en placenta ha sido asociada con BPN (145). La posibilidad de
encontrar ese pigmento junto con inflamacion en la placenta se incrementa cuando la
infeccion primaria sucede en el Ultimo mes de gestacion y, mas adn, en la ultima semana
antes del parto (77). Hay relacion directa entre la presencia de HZ y el aumento en la
produccién de ciclooxgenasa-2 (COX2) y de IL-10 durante la infeccion persistente de la
placenta (146).

4.9.2. Histologia de la MP
Algunos estudios histopatologicos muestran que las placentas infectadas con P. falciparum,

presentan un infiltrado celular de monocitos y macréfagos maternos en el EIV con o sin
presencia de depositos de HZ (134); ésta se ha asociado con la patogénesis de la MG y/o
MP (127, 132), influyendo sobre la modulacion de la respuesta inmune (147).

Una placenta infectada con Plasmodium spp se caracteriza por una membrana basal
trofoblastica gruesa, alteracion morfoldgica que estd asociada con el aumento de la
densidad de Ei y de la infiltracion celular en la placenta (147). Esta membrana trofoblastica

gruesa, es una medida de proteccion en respuesta a una gran cantidad de citoquinas



secretadas, las cuales pueden ser perjudiciales para el tejido placentario. Este
engrosamiento puede generar alteraciones en el transporte de nutrientes y de oxigeno de la
madre al feto (148).

En el primer estudio que se publico sobre la infeccion plasmodial en la placenta, los autores
describieron diferencias en las concentraciones y ubicacién tanto de Ei como de HZ, lo que
llevé a proponer una clasificacion de la infeccion placentaria, que posteriormente fue
modificada por diferentes autores. La clasificacion de la MP segun estudios
histopatoldgicos tiene en cuenta la presencia de Ei y de HZ, aislados o asociados. La
presencia de paréasitos indica una infeccion activa mientras que los depdsitos de HZ sola (no
acompafiada de Ei) ya sea libre, en macrofagos placentarios o en depdsitos de fibrina,
indican cronicidad de la infeccion (149). Los Ei pueden coincidir con los depdsitos de HZ,
pero después de la resolucion de la infeccion, el pigmento malarico persiste por un periodo
de 2 meses. Por tanto, se propuso clasificar la infeccion maléarica en dos categorias en
general: 1) infeccion activa e 2) infeccion pasada (Tabla 2).

En la infeccion activa se hace referencia a los casos en los que se observan los Ei en el EIV;
esta infeccion activa puede ser aguda o cronica. La infeccion activa aguda se refiere a
presencia de Ei y bajas concentraciones de HZ libre o en macréfagos, pero no en depositos
de fibrina. La infeccién activa cronica se refiere a la presencia de Ei y HZ en macréfagos y
depdsitos de fibrina. Por otra parte, la infeccion pasada se refiere Gnicamente a depdsitos de
HZ cubiertos por fibrina en el EIV, con ausencia de Ei (147, 150). Posteriormente, se hizo
una modificacion a esta clasificacion, incluyendo dos categorias para las infecciones activas
cronicas; teniendo en cuenta que se encontro que los depositos de HZ en macréfagos
presentaban una fuerte asociacion con el BPN; por tanto, dentro de las infecciones activas
cronicas, se debe hacer énfasis a la presencia o ausencia de HZ en el citoplasma de los
macrofagos placentarios (151).

Ademas de lo dicho sobre la localizacion y cantidad de HZ y Ei, se han descrito otros
aspectos histologicos importantes. En los informes publicados por Galbraith y
colaboradores sobre las caracteristicas del tejido de la placenta altamente infectados con P.
falciparum, se demostraron grandes acumulaciones intervellosas de Ei, necrosis focal

sincitial y engrosamiento irregular de la membrana basal trofoblastica, entre otros; ademas,



los resultados establecen que la infeccion por P. falciparum en placenta puede resultar en
un dafio grave a pesar de que las lesiones en las vellosidades no sean conocidas claramente
(149).

Maés tarde, se reportaron los cambios morfolégicos en placentas infectadas con P.
falciparum que coinciden con los hallazgos de Galbraith, pero descritos de acuerdo con la
zona a la porcion materna de la placenta (decidua y EIV) y la porcion fetal (vellosidades y
membranas fetales). Los cambios histopatoldgicos descritos fueron: concentracion de
macrofagos en EIV, exceso de depositos fibrinoides perivellosos, dafios del
sincitiotrofoblasto, entre otros (152).

Por otra parte, en 2004, publicaron un trabajo sobre la histopatologia de la MP; en este
estudio, ademas de incluir los criterios anteriormente enunciados sobre la clasificacion de la
MP, se consideraron otros hallazgos importantes: a) en el EIV, ademas de los Ei, tuvieron
en cuenta la cantidad de monocitos, polimorfonucleares, deposito de fibrina; b) en las
vellosidades, la morfologia de las vellosidades coridnicas, los depdsitos de fibrina
intervellosa, los macréfagos y monocitos placentarios (77).

El infiltrado de células inflamatorias en el EIV es el hallazgo maés significativo durante la
infeccion malérica activa de la placenta; la mayoria son mononucleares, lo que origina la
inflamacién en el EIV asi como en la misma vellosidad placentaria (135, 153).

Ademas del aumento de mononucleares en el EIV y en las vellosidades, otros hallazgos,
asociados directamente con el desarrollo y estructura vellositarias, han sido clave para
determinar el efecto de la IPP; estos son los mas comunes en los estudios sobre
histopatologia de la MP: infarto (area con lesiones degenerativas isquémicas de la
placenta), depdsito de fibrina (el acimulo de fibrina en el EIV), nudos/nodos sincitiales
(presencia de éareas de vellosidades terminales pequefias, con adelgazamiento del
sincitiotrofoblasto que las cubre) y engrosamiento de la membrana basal del trofoblasto
(147).

En un estudio publicado en 2013, realizado con placentas de mujeres residentes en el Uraba
antioquefio (Colombia), se encontraron hallazgos histopatoldgicos que se han asociado con
la IPP, tales como infarto, deciduitis, depdsitos de fibrina e inflamacién, que fueron

significativamente mas frecuentes en las placentas infectadas, con respecto a aquellas sin



infeccion de la misma zona. Dicho estudio describié por primera vez los dafios
histopatoldgicos sin diferencia segln la especie causante de la malaria; los autores opinan
que eso sugiere fuertemente el papel patogénico de P. vivax en la placenta durante la
infeccion plasmodial (12).

Otros estudios, ademéas de describir las caracteristicas histolégicas de las placentas
infectadas, han buscado incluir los cambios en la estructura microanatomica de la placenta
para asociar las modificaciones estructurales con la funcion de la misma placenta. Un
trabajo publicado en 2013, que investigd los mecanismos de secuestro de Ei en relacion con
la microanatomia de la interfase materno-fetal, demostr6 que la denudacion del
sincitiotrofoblasto se asocia con los depdsitos de HZ, con los infiltrados de leucocitos y con
los Ei, lo que favorece el paso de parésitos a la circulacion fetal y los procesos
inmunopatogénicos (21).

Un estudio realizado con 102 muestras de mujeres de Tanzania (zona de alta transmision
malarica) y 18 muestras de Tailandia (zona de baja transmision malérica) buscé establecer
un sistema de clasificacion y cuantificacion, por separado, de la inflamacion y de los
depdsitos de HZ en las placentas con infeccion. Encontrd que en la cohorte de Tanzania la
inflamacion (reflejada por los infiltrados de células inmunes), y la HZ se asociaron de
forma independiente con el peso al nacer; mientras que la inflamacion se asoci6 con los
niveles de quimioquinas. En la cohorte de Tailandia, la inflamacion y la HZ se asociaron
unicamente con el peso al nacer. En ese estudio se propuso la escala de clasificacion de los
infiltrados leucocitarios como inflamacion minima, moderada e intensa, para luego asociar
la inflamacion con el estado del neonato (145).

En otro trabajo los autores sistematizaron el estudio de tejido placentario haciendo un
analisis cuantitativo de imagenes histomorfoldgicas de biopsias placentarias, para comparar
la arquitectura de las vellosidades terminales de la placenta, entre casos de MP activa, de
MG tratada y grupo control (sin MP ni MG). Se demostro que los casos de MP activa
(independiente de la especie) presentaban menor area o nimero de vellosidades por unidad
de area, menor vascularidad y menor perimetro que los casos de MG tratada o los controles,
pero significativamente mas vellosidades por unidad de area. Este método de analisis

permite conocer el efecto de la infeccion sobre la funcion placentaria, pues se centra en el



reconocimiento del estado de las vellosidades terminales, vellosidades que son las unidades
funcionales de la placenta més eficientes en el transporte de nutrientes y de oxigeno. Los
autores concluyen que esos cambios histopatoldgicos en la arquitectura de las vellosidades
placentarias pueden revertirse mediante la deteccion temprana y el tratamiento antipaltdico
apropiado, al observar las diferencias entre los casos de MP activa y MG tratada (154).

La posibilidad de encontrar HZ e inflamacion en la placenta se incrementa cuando la
infeccion en la gestante es detectada en el ultimo mes de gestacion y, mas adn, en la tltima
semana antes del parto (132). Se ha demostrado asociacion de los depdsitos de HZ con
parto pretérmino, BPN y baja hemoglobina en el neonato (155, 156). Adicionalmente, en
las vellosidades, se ha demostrado inhibicion de mononucleares residentes cargados con
HZ, con disminucion de niveles de prostaglandina E2 (PGE2) y TNF y aumento de IL-10
(157). Por otra parte, diversos estudios proponen que la HZ es un determinante critico en el
ambiente inmune durante la MP, ya que induce la secrecion de CCL2 (proteina 1
quimioatrayente de monocitos), CCL3 (proteina 1-alfa inflamatoria de macr6fago), CXCL8
(IL-8) y TNF, cuando es fagocitada por los macrofagos de placenta (158); también se ha
reportado un papel inmunoestimulante de la HZ sobre el sincitiotrofoblasto a través de
quimioquinas, al facilitar el reclutamiento de mononucleares periféricos hacia la placenta
(19, 139).

En conclusién, una carga alta de HZ en la placenta puede sefializar y atraer macréfagos y
estimular otras células del sistema inmune, mientras que una baja carga de HZ puede actuar
inhibiendo la activacion celular. Cualquiera de los dos fenémenos puede alterar las
condiciones de transporte de nutrientes al feto, ya que la inflamacion produce cambios
estructurales en las membranas endoteliales, mientras que la inhibicion de la activacion de
macrofagos en presencia de infeccidn activa, favorece la persistencia del parasito en el
tejido (159).

4.9.3 Respuesta mediada por citoquinas durante la infeccion plasmodial placentaria

Los efectos de la MG descritos hasta el momento van mas alla de la infeccion durante la
gestacion, pues varios autores reportan que sus consecuencias se extienden al neonato hasta
los primeros afios de vida (160, 161). Son varios los reportes que han propuesto que la

exposicion en Utero a antigenos del parasito resulta en el estimulo de una respuesta inmune



inadecuada para el normal desarrollo de la gestacion (128, 133, 161) y hay estudios que
asocian las infecciones malaricas con menor eficiencia en la respuesta inmune a otros tipos
de infecciones, asi como con tolerancia a la malaria (162) e incluso con menor eficiencia en
la respuesta a la vacunacion (163).

Como ya se ha mencionado, durante el embarazo normal se observan cambios especificos
en la respuesta inmune para lograr una implantacion exitosa del feto, el crecimiento de este
y por ultimo el parto; por lo tanto, durante este periodo ocurre cierto grado de
inmunomodulacion que aumenta la susceptibilidad de mujeres embarazadas a algunas
infecciones, incluida las producidas por Plasmodium (155).

La infeccion por Plasmodium en la gestante cambia el equilibrio en la respuesta de las
citoguinas, aumentando las de la via Thl lo que se asocia con complicaciones tales como
enfermedades maternas agudas, enfermedades infecciosas congénitas, abortos, BPN, la
muerte del neonato e inclusive la muerte materna. Adicionalmente, las quimioquinas han
sido descritas en MG y MP como las encargadas de reclutar leucocitos en el espacio
intervelloso, especialmente monocitos que se convierten en macréfagos y todo ese acumulo
de células también genera alteraciones de la funcion placentaria (129). La infeccion
placentaria por Plasmodium spp lleva a la acumulacion de células inflamatorias,
particularmente macréfagos y monocitos, en el EIV. Como consecuencia, tanto la
morfologia trofoblastica como la produccion de citoquinas placentarias estan afectadas
(153). Alrededor de 25% de las gestantes infectadas con malaria, tienen infiltrados
placentarios de monocitos en el momento del parto y la densidad de este infiltrado se ha
identificado como un factor clave y predictor de BPN; se ha sugerido que estos monocitos
parecen ser la fuente de citoquinas proinflamatorias, las cuales finalmente causan los
efectos en la placenta (164).

Las citoquinas mas estudiadas son TNF, IFNy e IL-10, pero existen otras citoquinas y
quimioquinas, tales como la IL-8, IL-13, IL-18 que han sido menos estudiadas pero se ha
demostrado su importancia (129, 150, 165, 166) Algunos estudios focalizados en
citoguinas tanto de tipo Thl como Th2 y quimioquinas, han encontrado que su alteracion
puede resultar en patogénesis durante malaria gestacional y placentaria, asociandolas con

BPN, retardo en el crecimiento intrauterino y parto pretérmino, entre otras (22). El proceso



antiinflamatorio normal que ocurre en la placenta no infectada es mediado por el aumento
en la produccion de citoquinas como IL-10 y TGEp, las cuales, probablemente son las
responsables de la supresion de la respuesta inmune mediada por células, respuesta
necesaria para controlar los sintomas y eliminar el parasito durante la infeccion malarica
(44, 167). En un estudio reciente, que comparé la frecuencia de los diferentes grupos de
células T, incluyendo las Treg, en dos poblaciones con diferente endemia malarica (Papua
Nueva Guinea, un area de alta transmision de malaria y Espafia, un pais libre de malaria),
se encontrd un aumento de células productoras de IFNy y altos niveles intracitoplasmaticos
de esta citoquina en mujeres embarazadas, en comparacion con las mujeres no
embarazadas de la zona de alta endemia y de las mujeres de Espafia. Adicionalmente, en
las gestantes con infeccion por P. falciparum se observé un aumento en los niveles de IL-
10, IFNy, TNF e IL-2 y el nivel de expresion de IFNy, TNF e IL-2 tuvo un papel protector
frente al BPN, y los niveles intracelulares de IL-10 tuvieron una asociacion protectora
frente a futuras infecciones con P. falciparum. En cuanto a las mujeres de Espafia, los
marcadores de inflamacion se mostraron en menores niveles comparados con las mujeres
con infeccion residentes de zona endémica, particularmente los linfocitos FOXP3" en las
gestantes se encontraron disminuidas independiente de la zona. (166). El aumento de
MIP1B, IL-8 y TNF se han asociado con BPN y las dos ultimas, ademas, con retardo en el
crecimiento intrauterino. La expresion aumentada de IL-1p, IL-6, IL-8 y TNF también se
ha asociado con parto pretérmino (129, 132, 165, 168, 169).

Se ha observado que en las gestantes con P. vivax también se presenta mortalidad materna
y fetal posiblemente debido a que las infecciones por P. vivax pueden cursar con niveles de
TNF mas altos (150). No es claro si la respuesta inmune placentaria a los antigenos
maldricos se refleja en las respuestas inmunes en sangre periférica o si esas respuestas son
predictivas de vulnerabilidad en la gestante, en la figura 1 se esquematiza el papel de las
citoquinas en la fisiopatogénesis de la MP por P. falciparum y los mecanismos placentarios

de adhesion, supresion y eliminacion parasitaria.

4.9.4. Hipoxia, apoptosis e inflamacion MP
La MP es una de las principales causas de BPN en zonas endémicas; se propone que hay un

alto nimero de muertes neonatales por BPN asociado a la MP (170, 171).



El BPN durante la MP se ha explicado por una RCIU y no por parto prematuro, que es la
causa mas comun asociada al BPN (71, 172); sin embargo la causa precisa de la RCIU
sigue siendo desconocida. Dentro de lo que se conoce, se plantea que condiciones
especiales como la hipoxia placentaria y la preeclampsia son causas importantes de RCIU
(173, 174).

La hipoxia est4 asociada al aumento en la transcripcion del HIF1 y por esto es un marcador
de hipoxia. La expresion de esta factor de transcripcion es estable en los tejidos hipdxicos y
regula la transcripciéon de los genes asociados a la angiogénesis (175). En particular, la
hipoxia estd asociada con el aumento de la transcripcion de varias moléculas en diferentes
tejidos incluyendo el placentario. Dentro de las moléculas méas estudiadas se encuentran el
VEGF y sus receptores solubles (176). La hipoxia también se ha asociado con la disfuncion
de la transcripcion del Factor de crecimiento placentario (PIGF) (177). VEGF es un
regulador clave de la angiogénesis fisioldgica durante la embriogénesis. EI VEGF también
ha estado implicado en la angiogénesis patoldgica asociada con tumores, trastornos
neovasculares intraoculares y otras afecciones. Los efectos biologicos de VEGF estan
mediados por dos tirosina quinasas receptoras (RTK), VEGFR-1 y VEGFR-2, que difieren
considerablemente en las propiedades de sefializacion (177).

Pocos estudios han reportado asociacién entre la MP y la hipoxia. En un estudio publicado
en 2008, se encontraron altos niveles del HIF1a y del VEGF en el sincitiotrofoblasto, en los
casos de MP (20); sin embargo estos datos no son suficientes para comprobar una
asociacion entre la hipoxia placentaria y la patogénesis de la malaria. Por otra parte, la
relacion entre preeclampsia y malaria, a pesar de presentar complicaciones comunes, son
pocos los estudios que la han explorado. Se sabe que VEGF, ademas de promover la
vascularizacion placentaria, es un mitégeno especifico de células endoteliales. EI VEGF
regula multiples funciones celulares endoteliales, que incluyen mitosis, permeabilidad
vascular, tono vascular y produccion de moléculas vasoactivas. Esta molécula se encuentra
en grandes cantidades en el tejido placentario y las membranas de células fetales, y su
expresion se incrementa significativamente durante la gestacion (178, 179). Los factores de
crecimiento endotelial vascular son los principales factores de crecimiento involucrados en

la vasculogénesis y angiogenesis y se han asociado con la hipoxia placentaria (180) y se



expresan en diferentes tejidos, incluyendo la placenta (181). EI VEGF es uno de los
factores estimulados por la hipooxigenacion tisular. A pesar de que la expresion del RNAm
de VEGEF se ve influenciada por distintos factores de crecimiento y citoquinas, parece que
la hipoxia tisular es el factor que mas estimula un aumento de VEGF (182).

Adicionalmente, se ha propuesto que la acumulacién de células inflamatorias en el espacio
intervelloso junto con los EP conducen a hipoxia placentaria y fetal, ya sea por el consumo
de oxigeno por parte de los infiltrados celulares o por la disminucion de la perfusion
sanguinea y la superficie disponible para el intercambio materno-fetal (20).

La apoptosis es un proceso normal durante la gestacion, pero su aumento se ha relacionado
con complicaciones. El macrofago placentario desempefia un papel muy importante en la
regulaciéon de la apoptosis en la interfase materno fetal, ya que al fagocitar los cuerpos
apoptoticos, produce citoquinas como IL-10, IL-6 e IL-4, que estimulan la produccién de
FasL en el trofoblasto para activar la apoptosis de células inmunes activadas. Cuando hay
infeccion por microorganismos intracelulares, como Plasmodium, la célula de Hofbauer,
ademas de fagocitar cuerpos apoptoticos, reconoce y fagocita los eritrocitos parasitados que
estan en el espacio intervelloso. Este fendmeno resulta en la produccion de citoquinas
proinflamatorias, como, TNF, IFNy e IL-12, que favorecen la accion autocrina de FasL y
aumenta la apoptosis del trofoblasto. Ademas, la IL-12, actia sobre los linfocitos T
activando su proliferacion y, en asocio con el antigeno presentado por los macro6fagos,
estimula la apoptosis de linfocitos T por el sistema Fas-FasL. De esta manera, hay dafio
tisular por el aumento de la apoptosis en el trofoblasto y disminucién de la poblacién de
células T, lo que favorece la persistencia del parasito en el tejido placentario, ya que para
montar una respuesta inmune eficaz contra Plasmodium es necesario una respuesta inmune
especifica (165). Ademas de la hipoxia, la apoptosis también se ha propuesto como una
posible explicacién de la RCIU durante la MP. Se ha demostrado que el sincitiotrofoblasto
es capaz de responder inmunologicamente a la interaccion con los Ei, activando diferentes
respuestas celulares, como crecimiento, diferenciacion, inflamacion, apoptosis, expresion
de citoquinas, activacién de vias de migracion, activacion de macréfagos y estimulacion de
células mononucleares (131). Sin embargo, en un estudio que buscaba describir la muerte

celular durante MP, no encontraron diferencias en la proporcion de células apoptoticas en



placentas con infeccion malérica activa, placentas de gestantes que tuvieron malaria
gestacional sin MP y placentas de gestantes negativas para malaria tanto placentaria como
gestacional (183). Se puede concluir que, a pesar de los modelos que han demostrado el
efecto que tiene la presencia de Ei sobre la activacion de la apoptosis, ain se desconocen
los mecanismos de regulacion, las poblaciones de células que se afectan y el impacto de las
infecciones cronicas y agudas, la carga parasitaria y la especie del parasito.

Por otra parte, la ciclooxigenasa (COX) y la lipoxigenasa (LOX) que metabolizan el acido
araquiddnico a prostaglandinas y leucotrienos, juegan un papel importante en el embarazo y
desarrollo fetal. La COX2 desempefia un doble papel: se asocia con la preeclampsia y la
recuperacion de las infecciones en general (184, 185). Hay expresion aumentada de COX2
e IL-10 durante MP cronica y, ademas, COX2 se asocia con un menor nivel de
hemoglobina de la madre, con infiltrados de macrofagos en la placenta y con depdsitos de
HZ (146).

En conclusién, las complicaciones durante la gestacion y la muerte fetal que se han
asociado a la MP, podrian estar determinadas por cambios en la regulacion de la apoptosis
en el tejido placentario, que a su vez se ve aumentada por la respuesta inmune Thl
localizada contra el parasito secuestrado en el sincitiotrofoblasto y por tanto un aumento del
infiltrado celular e inflamacion. En la figura 2 se muestra un esquema de los que ocurre
normalmente en placenta y lo que podria ocurrir, de acuerdo a los diferentes estudios

publicados cuando hay MP en la regulacion de la apoptosis, la hipoxia y la inflamacion.



5. Metodologia

5.1. Lugar del estudio
Las mujeres fueron vinculadas durante el periodo 2009-2014. Se captaron en las

instalaciones de obstetricia de los hospitales de los municipios de Monteria (08° 45'N, 75°
53'W), Puerto Libertador (07° 53'35" N, 75° 40'16' 'W) y Tierralta (8° 10'22 "N 76° 03'34"
O) en el departamento de Cérdoba (Figura 3). Esos municipios estan en la region de Uraba
Antioquefio-Altos Sind y San Jorge Cordobeses-Bajo Cauca Antioquefio, en el
noroccidente de Colombia. Esta regidn genera aproximadamente 60% de los casos anuales
de paludismo del pais, y en términos de ecoepidemiologia y transmision de la malaria, es
homogénea. La intensidad de transmision de malaria es baja y estable, sin fluctuaciones
marcadas en el numero de casos de malaria durante el afio (59, 186). Esta region tiene una
superficie estimada de 43.506 km?, la poblacion de riesgo de malaria es de 2,5 millones con
una media de indice parasitario anual de 35,8 casos por cada 1.000 habitantes expuestos
(60).

En las zonas donde se desarroll esta investigacion, entre los afios 2010 y 2013, operd un
estrategia implementada por las entidades gubernamentales de salud, que se conocié como
El Proyecto Malaria Colombia (PMC). Esta estrategia se desarrollo, ademéas de Puerto
Libertador y Tierralta, en otros 42 municipios colombianos considerados de alta endemia
malérica. EI PMC logré una disminucion de 67% de los casos de malaria en esos 44
municipios intervenidos, que generaban 80% del paludismo en el pais. La incidencia de
paludismo en 2015 y 2016 volvid a elevarse en todos esos municipios, al finalizar el PMC,
de acuerdo con los datos del Instituto Nacional de Salud, publicados en el Boletin
Epidemiologico Semanal. En 2016 hubo una gran epidemia de malaria, concentrada en
especial en el Choco (187), donde hubo 19 municipios intervenidos con el PMC. Esta
epidemia sucedié menos de dos afios después de que el PMC 2010-2014 hubiese cesado su
trabajo. Todavia en julio de 2017 la epidemia continta en el Chocd, con predominio de P.

falciparum mayor del que era usual en ese departamento: hasta la semana 25 (18-24 junio)



han ingresado al Sivigila 25.484 casos de malaria en Colombia y de ellos 7.615 en Choc6
(dato del Boletin Epidemioldgico Nacional 25 de 2017), aunque el Sivigila Chocd nos
informo 8.177 en tal departamento para la misma semana 25 (comunicacion personal). En

todo caso, al menos 30% del total nacional estaba en Choco.

5.2. Tipo de estudio y tamafio de la muestra
Se hizo un estudio descriptivo, prospectivo y transversal. Se conformd una muestra por

conveniencia de 126 gestantes y sus placentas a término (36 a 41 semanas; 36 con infeccion
placentaria por P. falciparum, 26 con infeccion placentaria por P. vivax y 64 negativas), de
las cuales 93% tuvo parto espontaneo por via vaginal; el otro 7% fueron cesareas electivas
por desproporcion céfalo-pélvica. Todas ellas cumplieron los criterios de inclusion y se
conocia la historia gestacional. El estudio histopatologico se aplicé en el total de muestras
y, para las deméas mediciones que se hicieron (inmunohistoquimica, citoquinas y
marcadores de hipoxia, inflamacién y apoptosis) se conformé aleatoriamente un subgrupo
de 75 muestras (25 con infeccion en la placenta por P. falciparum, 25 por P.vivax y 25
negativas)

Se incluyeron mujeres que:

a) Llegaron voluntariamente a las salas de parto de las Empresas Sociales del Estado
“Hospital San José de Tierralta” de Tierralta, “CAMU El Divino Nifo” de Puerto
Libertador y “Hospital San Jeronimo de Monteria” de Monteria, situadas en cabecera
municipal (no captamos mujeres cuyo parto sucedié en zona rural). Estas entidades prestan
sus servicios a poblacion que, en su gran mayoria, pertenecen a grupos sociales clasificados
como “pobres”, segun el Sistema de identificacion de beneficiarios de subsidios estatales de
Colombia (SISBEN). Las mujeres llegaron en aparentes buenas condiciones a las salas de
parto y no al servicio de urgencias. En Tierralta y Puerto Libertador a la totalidad de
mujeres que llegaron a las salas de parto se les tomaron muestras para diagnostico de
malaria. En Monteria se tomaron muestras solo a aquellas que llegaron a las salas de parto
remitidas de los cuatro municipios endémicos de malaria situados en el sur de Cérdoba. Las

mujeres captadas carecieron, en general, de sintomas de tipo maléarico.



b) Eran residentes permanentes de alguna vereda (zona rural) con transmision de malaria de
los municipios de Tierralta y Puerto Libertador o que eran remitidas de estos municipios a
la ciudad de Monteria.

c) Aceptaron participar en el estudio y firmaron voluntariamente el formato de

consentimiento informado.

5.3. Criterios de inclusion y exclusion
Los criterios de inclusion fueron: aceptacion voluntaria para participar en el estudio;

residencia permanente en la region endémica de malaria (>1 afio), historia negativa de
preeclampsia, pruebas de VIH y TORCHS negativas, existencia de la historia de control
prenatal en los centros de salud de cada municipio. El unico criterio de exclusion fue retirar

el consentimiento informado.

5.4. Recoleccion de datos
Tras la inclusion de las gestantes, se aplicd un cuestionario que incluia datos como edad,

nimero de embarazos, numero de episodios de malaria durante el embarazo en curso
(basado en registros prenatales) y tratamiento antipalidico administrado. Ademas, datos
sobre el parto y el alumbramiento y el nivel de hemoglobina materno; en el recién nacido la
informacidn sobre talla y peso. Los datos fueron obtenidos por personal de la investigacion,

entrenado para ese fin. Los formularios pueden consultarse en el Anexo 1.

5.5. Toma de muestra y analisis

5.5.1. Diagnéstico de la infeccién plasmodial
Se obtuvo muestra de sangre periférica materna por puncion venosa y se depositaron dos

gotas de sangre en laminas porta objetos para la gota gruesa y dos gotas en circulos de
papel de filtro Whatman® N° 3 (Sigma-Aldrich) para el diagnostico molecular de infeccion
plasmodial. En total se realizaron dos placas de gota gruesa y dos circulos de papel de
filtro, por cada gestante. Despues de alumbrada la placenta, se realiz6 una incision de 1 x 1

cm, cerca de la insercion del corddn en la cara materna, sin atravesar la placenta; del pozo



de sangre formado al retirar el tejido, se tomaron las gotas de sangre total para la gota
gruesa y el papel de filtro, que se realizaron de la misma manera como con la sangre
periférica de la gestante.

Para el diagndstico microscopico de la infeccion plasmodial, cada gota gruesa fue
coloreada con Field y leida por un microscopista experimentado. La elaboracion,
coloracion y lectura de gotas gruesas se hizo de acuerdo con el procedimiento recomendado
por la OMS (188). Para el calculo de la parasitemia se hizo recuento de parasitos en un total
de 200 leucocitos y se tuvo en cuenta la constante de 8000 leucocitos/pL para calcular el
ndmero de parasitos/pL de sangre. Una lamina fue considerada negativa cuando no se
observo ninguna forma parasitaria en un minimo de 200 campos microscopicos.

El diagnostico molecular de la infeccion plasmodial se hizo a partir de la muestra de sangre
recolectada en papel de filtro. Se corté un circulo de 6 mm, para hacer la extraccion de
ADN con el método de Saponina-Chelex (189) y el ADN extraido fue resuspendido en 50
pL de agua destilada estéril.

Para la amplificacion de los acidos nucleicos del parasito se uso el protocolo de gPCR
estandarizado por nuestros colaboradores en Alberta, Canada (190), que corresponde a un
ensayo Tagman. Para todas las reacciones de PCR se usé un equipo ABI 7500 FAST con
las condiciones universales de ciclaje (95°C por 15 seg, 60°C por 1 min). El volumen final
de reaccion fue de 25 pL, con 12,5 puL de master mix universal Tagman (Applied
Biosystems) y 5 uL de ADN molde. La lista de los cebadores y las sondas se presenta en la
Tabla 3.

Las muestras fueron probadas primero con los cebadores especificos del género
Plasmodium (Plasmol y Plasmo2) y la sonda Plasprobe; luego, en las muestras que
mostraron un Ct <45, se determind la especie en una segunda reaccién multiplex que
combinaba el cebador Plasmo2 con los cebadores Viv y Fal y las sondas Vivprobe y
Falprobe, especificos de P. vivax y P. falciparum, respectivamente. Cada reaccion de PCR
incluyd al menos tres controles negativos en los que se usé agua como ADN molde y un
control positivo para vivax (ADN de la cepa Salvador I) y otro para falciparum (ADN de la
3D7).



La cuantificacion del namero de copias de ADN del gen 18S se hizo contra una curva
estandar que se corrio por triplicado durante la reaccion de género. Para la curva estandar se
prepararon siete diluciones (1x10°, 1x10°, 1x10% 1x10° 1x10% 10y 1 copias/reaccién) del
plasmido que contiene el gen 18S de P. falciparum. La linealidad de la curva se pierde
cuando hay menos de 10 copias/reaccion, por lo tanto, el limite inferior para la

cuantificacion con este plasmido es de 10 copias/reaccion, que corresponde a 2 copias/L.

5.5.2. Estudio histopatoldgico e inmunohistoquimico
Después de ser alumbrada la placenta, se seccionaron dos fragmentos, cada uno de 2 x 2 cm

y de todo el espesor de la placenta, que fueron almacenados en formalina neutra al 10%. Un
fragmento se tomé de la zona inmediatamente contigua al lado del punto de insercion del
cordon (fragmento central) y el otro fragmento se tomé de un éarea entre el punto de
insercion del corddn y el borde de la placenta (fragmento medio). Los fragmentos fueron
enviados a Medellin y procesados entre las siguientes 72 horas de su recoleccién. Las
muestras de biopsia de la placenta fueron procesadas en el laboratorio de Dermatopatologia
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Antioquia, se hizo el embebido en parafina
de cada fragmento y el corte de al menos dos secciones de 3 um de espesor de cada bloque,
para preparar las laminas que se tifieron con hematoxilina y eosina.

Todas las muestras placentarias fueron examinadas sin conocimiento previo de las
caracteristicas de la madre, el resultado del embarazo, o los episodios de malaria en el
embarazo. Las laminas fueron examinadas por microscopia de luz, bajo los objetivos de
40X (ampliacion=400) y 100X (ampliacion= 1.000; alto poder).

El analisis histologico de la decidua, las vellosidades y el EIV se basé en variables
especificas establecidas por los investigadores. Se prepararon dos laminas para cada
placenta y cada ldamina correspondi6 a un fragmento central (junto a la insercién del cordon
umbilical) y otra a un fragmento medio, en el area entre el centro y el borde de la placenta.
Se leyeron 20 campos por fragmento y, por lo tanto, se analizaron un total de 40 campos
por placenta. Los datos se presentan como el valor total de cada variable leido en los 40
campos. Las variables se identificaron como ausente o presente en cada campo (analisis
cualitativo) y se cuantificaron de acuerdo con su cantidad en cada campo (analisis

cuantitativo). Para cada variable, la ausencia del evento (valor 0) se asignd cuando no se



encontrd en ninguno de los 40 campos. La presencia del evento se midié sumando el
namero de eventos en cada campo hasta completar los 40 campos. (Tabla 4).
Las variables evaluadas en cada una de las tres zonas de la placenta fueron:

a) Decidua: nimero de células inmunes y nimero de campos con aterosis, necrosis y
abrupcio.

b) Vellosidades: nimero de células inmunes, depositos de fibrina, nodos sincitiales,
nimero de campos con edema e infarto, nimero de vellosidades por campo, nimero
de capilares por vellosidad.

c) Espacio intervelloso: nimero de células inmunes, nimero de campos con
hemorragia, trombosis, y calcificaciones.

Otras variables evaluadas fueron: la presencia, la cantidad y la ubicacion de los Ei y de los
depdsitos de HZ. Estas variables fueron evaluadas con el objetivo de 100X.

Para caracterizar la poblacién celular de las placentas, se hicieron cortes de tejido del
mismo bloque que se hizo el corte para el estudio de histopatologia. Cada corte fue de 3
um, que se fijaron en laminas Superfrost Plus ™ Microscope Slides (Thermo Scientific).
Estas placas estan cubiertas de poli-L-lisina lo que reduce la pérdida de tejido durante la
tincion.

La tincion de cada marcador de superficie se realiz6 con un sistema Envision® (Dako). Los
leucocitos se determinaron después de la tincion con anti-CD4 humano (clon 4B12, Dako)
y anti-CD8 humano (clon C8/144B, Dako), los monocitos se tifieron con anti-CD14
humano (Clon TUK4, Dako), las células NK se tifieron con anti-CD56 humano (Clon
123C3, Dako) y los macrdéfagos se tifieron con anti-CD68 humano (Clon PG-M1, Dako).
Las secciones fueron desparafinadas y rehidratadas en xileno y alcoholes de diferentes
concentraciones. Después de bloquear con peroxidasa, los portaobjetos se incubaron con
los anticuerpos primarios durante 30 minutos y se lavaron en solucion tampon Dako.
Después de la aplicacion del polimero marcado con peroxidasa durante 30 minutos y el
lavado, los portaobjetos se incubaron con la solucion de sustrato cromdgeno
diaminobencidina durante 15 minutos. Como medio de contraste se usd hematoxilina. Las
laminas fueron fijadas permanentemente con Ultramount® y se observaron con un

microscopio optico Zeiss Axio Imager M2 equipado con una camara Zeiss Axio Cam HRc,



que se utilizd para capturar imégenes de 40 campos de la placenta, estas fotograficas se
utilizaron para calcular el nimero de células positivas con un objetivo de 40X, utilizando el
programa de dominio publico Image J (J Image 1.46r Wayne Rasband Instituto Nacional de
Salud, EE.UU., https://imagej.nih.gov/ij/index.html).

5.5.3. Cuantificacion de las células en preapoptosis y apoptosis
Para estudiar la apoptosis, se us6 la técnica TUNEL “marcaje in situ del ADN

fragmentado” (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling: TUNEL por
sus siglas en inglés) (191). El método detecta fragmentacion de ADN, marcando el extremo
terminal de los &cidos nucleicos. De los blogues de parafina del tejido placentario se
hicieron cortes de 3 pm para preparar ldminas Superfrost Plus™ Microscope Slides
(Thermo Scientific). El tejido se desparafind con xilol y etanol a diferentes concentraciones
y posteriormente paraformaldehido para fijarlo a la lamina.

Para la deteccidn colorimétrica de células apoptdticas en el tejido fijado en la lamina se
utilizé el juego de reactivos DeadEnd™ Colorimetric TUNEL System (Promega). Las
laminas se observaron con microscopio optico Zeiss Axio Imager M2 equipado con cdmara
Zeiss Axio Cam HRc, que se usd para capturar imagenes de la placenta. Se calculd el
namero de células positivas, que eran aquellas que se observaban de color marrén, con el
programa Image J (J Image 1.46r Wayne Rasband Instituto Nacional de Salud, EE.UU.,
https://imagej.nih.gov/ij/index.html).

El indice porcentual de células apoptdticas se obtuvo teniendo en cuenta el nimero de
ndcleos positivos (coloreados de color marrén) y el nimero de células totales observadas en
40 campos con objetivo de 40X; se dividio la cantidad de células TUNEL positivas entre el

total de células contadas y se multiplicé por 100 para hallar el porcentaje.

5.5.4. qPCR para las citoquinas y marcadores de hipoxia, inflamacion y apoptosis
Se tomo sangre periférica en tubos con anticoagulante y se transfirieron 100 pl a un criovial

con 900 pl de Trizol ™ Reagent (Invitrogen), que es un reactivo basado en Tioisocianato
de guanidina. También se tom6 un fragmento de tejido placentario de 1 cm x 1 cm y se
almaceno a 4°C en RNALater® (Qiagen).


https://imagej.nih.gov/ij/index.html

Las citoquinas se evaluaron a partir de sangre total almacenada en Trizol ™ Reagent en
nitrogeno liquido vy en tejido placentario; y los marcadores de dafio tisular, hipoxia,
apoptosis e inflamacion se midieron en muestras de tejido placentario almacenado en
RNALater®. A partir de cada muestra se extrajo ARN total con el juego de reactivos
QlAamp RNA Blood Mini® (Qiagen) cuando era tejido placentario y con el protocolo de
Trizol cuando era a partir de sangre total, ambos métodos se hicieron teniendo en cuenta las
instrucciones del fabricante. Para la sintesis de ADN complementario (ADNCc), se empled el
juego de reactivos SuperScript™ III Reverse Transcriptase (Invitrogen). Posterior a la
sintesis de ADNCc, se realizd una gPCR relativa que corresponde a un ensayo Tagman. Para
todas las reacciones de PCR se us6 un equipo ABI 7500 FAST con las condiciones
universales de ciclaje (95 °C por 15 segundos, 60 °C por 1 minuto). EI volumen final de
reaccion fue de 25 pL, con 12,5 pL de mezcla universal Tagman® de Applied Biosystems
y 5 pL de ADNCc. La lista de cebadores y sondas, que fueron disefiados en este estudio, se
presentan en la Tabla 5.

Por cada reaccion se incluyé un control negativo, que correspondia a agua estéril, y un
estandar, que consistia en ADNc de células BeWo cultivadas en el laboratorio para los
genes de moléculas cuantificadas en tejido placentario y ADNc obtenido de mononucleares
de sangre periférica para los genes de moléculas cuantificadas en sangre periférica. EIl gen
constitutivo fue cuantificado en ambos estandares. Los controles negativos, los estandares y
las muestras problema siempre se corrieron por triplicado.

Se hizo una cuantificacion relativa de la expresion de cada una de las moléculas, para lo
cual se usaron como estandares células BeWo y mononucleares de sangre periférica y como
gen constitutivo la fB-actina. Primero se evaluo la eficiencia y linealidad de reaccion,
utilizando diluciones seriadas de ADNc de cada uno de los estandares, células BeWo y
mononucleares de sangre periférica, asi: 1,00 ng/ul, 0,50 ng/ul, 0,20 ng/ul, 0,10ng/ul, 0,05
ng/ul, 0,02 ng/ul, 0,01 ng/ul, con cada uno de los marcadores de dafio tisular, las citoquinas
y el gen constitutivo. Con el valor de C+ vy las diferentes diluciones, se hallo la pendiente o
declive de la recta (m) de cada uno de los genes estudiados, se obtuvo el porcentaje de

eficiencia de la reaccion (R?) y la linealidad. Se verificé que la pendiente de la recta



estuviera entre —3,58 y —3,10, que la eficiencia fuera mayor a 0,9 y que la linealidad fuera
aproximadamente 1, para ser aceptada la reaccion (4, 192).

Se aplico el método de Pfaffl (4) para cuantificar de manera relativa los cambios en los
niveles de expresion de las citoquinas y los marcadores de dafio tisular, hipoxia, apoptosis e

inflamacidn, en relacion con los niveles de expresion del gen constitutivo.

5.5.5. Cultivo y estimulo de células de coriocarcinoma humano
Las células BeWo fueron mantenidas en 5 mililitros de medio de cultivo RPMI

suplementado con suero bovino fetal (SBF) al 10%. Las células crecieron en monocapa y
fueron diferenciadas a sincitiotrofoblasto adicionando Forskolin® (Sigma) como inductor
del AMPc a una concentracion de 50 uM para activar la fusion celular, simulando lo que
ocurre en el trofoblasto en desarrollo en una gestante. Las células fueron estimuladas asi:
e Eicon P. falciparum obtenidos de un cultivo in vitro de la cepa 3D7
e Ei con P. vivax obtenidos de sangre periférica de pacientes con diagndstico de
malaria por gota gruesa, tomados en el misma zona del estudio y que eran incluidos
en un estudio desarrollado en el grupo para verificar la capacidad de adherencia de
estos Ei a celulas BeWo, por lo tanto firmaban voluntariamente el consentimiento
informado y una encuesta de aspectos clinicos era diligenciada por el personal de la
investigacion. El diagnostico de monoinfeccion de estos pacientes se verificd con
gPCR
e Sobrenadante del cultivo de P. falciparum
e Plasma de pacientes con diagnostico de malaria vivax por gota gruesa
Los diferentes estimulos se hicieron con la intencién de demostrar que no solamente los Ei
pueden estimular la funcién inmune del trofoblasto, que en este caso esta representado por
las células BeWo, sino también los posibles productos que se pueden generan a partir de los
Ei.
En cadmara o pozo porta objeto Nunc® Lab-Tek® Chamber Slide™ system (Sigma-
Aldrich), se sembraron 500 células y se diferenciaron a sincitiotrofoblasto; posteriormente
se adicion0 a cada pozo uno de los tratamientos anteriormente mencionados. Las células
sembradas en cada camara/pozo que se estimularon con el parasito, se les adiciond 900 pL

de Ei con un hematocrito de 5 % y una parasitemia de 0.02% cuando se uso el cultivo o una



parasitemia de 1000 parasitos/ul cuando se usé la muestra de sangre del paciente. A los
pozos que se estimularon con sobrenadante o plasma, se les adicionaron 900 pL segun el
caso. Luego de adicionar el estimulo, las células se incubaron a 37 °C durante 24 horas,
posterior a la incubacion se retird el sobrenadante y se desprendieron las células, se
almacenaron en 900 ul de Trizol ™ Reagent (Invitrogen) y luego se hizo extraccion de
ARN teniendo en cuenta las instrucciones del fabricante.

5.6. Analisis estadistico
Los datos se analizaron con Epilnfo® 6.0 y SPSS® 18.0. Para el analisis estadistico se

definieron los grupos en funcion de tener o no tener IPP y segun la especie (P. falciparum y
P. vivax). Se realizé un analisis de varianza (anova) no paramétrico de Kruskall Wallis para
determinar si habia diferencia entre los tres grupos independientes: no IPP, IPP-falciparum,
IPP-vivax. Para comparar los dos grupos con infeccion se us6 una prueba de Mann-
Whitney. Se midieron correlaciones lineales bivariadas con la prueba no paramétrica para
el rho de Spearman. Todas las decisiones sobre significacion estadistica se tomaron con una
probabilidad (p) menor de 0,05.

5.7. Aspectos éticos
El proyecto recibié aval del Comité de Bioética de la Sede de Investigacion Universitaria

SIU, Universidad de Antioguia (Medellin, Colombia) (Acta de aprobacion: 07-32-126.
Proyecto Colciencias Codigo Colciencias 111540820495; Contrato: 238-2007). Cada
gestante recibid informacion personal sobre el estudio y firmo el consentimiento informado

de acuerdo con la declaracion de Helsinki y las normas vigentes en Colombia.



6. Resultados y discusion por capitulo tematico

6.1 Resultados en placentas sin IPP de embarazos aparentemente sanos y a término
Se incluyeron 62 mujeres de zona malarica en trabajo de parto y de ellas se obtuvo

informacidn sobre la edad, paridad, edad gestacional y se conocio el peso al nacer del bebe,

estos datos se observan en la tabla 6

En estas plancentas se encontraron:

a)

En cuanto a los eventos histoldgicos en la placenta a término sin IPP, de mujeres

aparentemente sanas Yy residentes en zona endémica de paludismo se encontro:

e No hay necrosis. La aterosis y el abrupcio son escasos (Tabla 7).

e Los focos de edema e infarto tienen frecuencia similar. Se observan abundantes
nodos sincitiales y, mucho mas, las vellosidades. En promedio hay 3,99
capilares por vellosidad (Tabla 7).

e La frecuencia de focos de hemorragia es 10 veces la de trombos y 7 veces la de

calcificaciones (Tabla 7).

b) Las células inmunes en general son 11 en los 40 campos evaluados, seguidas de

aquellas en vellosidad, que son 20 en 40 campos Y, las mas abundantes estan en el
EIV, con 59 en 40 campos (Tabla 7).

El mayor promedio de células inmunes especificas corresponde a NK (CD56"), con
76,80 en los 40 campos; luego estan los macrofagos (CD68™) con 45,04, después los
monocitos (CD14") con 30,16, los linfocitos T ayudadores (CD4") con 11,12 y los
linfocitos T citotoxicos (CD8") con 9,68. En promedio se contaron 170 células en
cada placenta (40 campos), y dividiendo ese total entre cada promedio de células se
calculo el porcentaje de cada tipo de células con respecto a la suma total. Esos
porcentajes fueron: NK 45%, macrdfagos 26%, monocitos 17%, linfocitos T CD4"
y CD8" 6% cada uno. La totalidad de las células observadas se encontraron siempre
en el EIV y en decidua pero entre las poblaciones de cada zona placentaria no se

encontré diferencia estadisticamente significativa (Tabla 8)



d) Los niveles promedio de ARNm de citoquinas en la sangre periférica de las
parturientas sin IPP varian entre 0,97 y 3,15, con minimo para TGF3 y maximo para
IFNy. En el tejido placentario, los valores oscilan entre 1,09 para IL-2 y 3,10 para
TNF. Las citoquinas IFNy y TNF son las de mayor expresion tanto en sangre
materna como en tejido placentario, mientras la IL-4 y la IL-10 se expresan en
menores niveles en ambos compartimentos; la IL-2 y el TGFp son las tinicas con
cambios radicales entre los compartimentos (Tabla 9).

e) En cuento a los diferentes marcadores de apoptosis, hipoxia e inflamacién que se
evaluaron encontramos que, Fas y FasL son los que presentan mayor nivel de
ARNmM 5,12 y 6,95, respectivamente; y el que se expresa en menor cantidad es el
HIF1la (Tabla 10).

f) EIl porcentaje de células en preapoptosis y apoptosis en 40 campos fue 42,96%
(Figura 4)

6.2. Comparacion de placentas sin IPP y placentas con IPP
El analisis histopatoldgico se hizo en 126 gestantes; 36 con infeccidn placentaria por P.

falciparum, 26 con infeccion placentaria por P. vivax y 64 negativas, las caracteristicas de
las 126 gestantes se presentan en la Tabla 6. Llama la atencion que los valores mediana de
hemoglobina de cada grupo sefiala ausencia de anemia, pero es claro que el limite inferior
de cada intervalo de confianza de 95% cae por debajo de 11g/dL, indica que cada uno de
los grupos un porcentaje variable de mujeres presentaba anemia. En efecto hubo anemia en
28% de las mujeres sin IPP, 50% de aquellas con IPP-P.falciparum y en 35% de quienes
tuvieron IPP-P.vivax. En cuanto al peso del neonato hay que anotar que en el grupo sin IPP
hubo 30% de nifios con peso entre 2530 y 2960 g; en el grupo con IPP-P. falciparum 58%
tuvo peso entre 2500 y 2950 g; en el grupo con IPP-P. vivax 73% presentd peso entre 2500
y 2900 g. El valor de hemoglobina y peso al nacer en cada uno de los tres grupos, muestran
diferencia estadisticamente significativa siendo ambos valores menores en los grupos con
IPP.



Una submuestra de 75 gestantes fue seleccionada para realizar el estudio de
inmunohistoquimica, TUNEL Yy la cuantificacion relativa de la expresion de marcadores y

citoguinas asociados a apoptosis, hipoxia e inflamacion e inmunomodulacién

6.2.1. Hallazgos de histopatologia placentaria
Algunos hallazgos histopatologicos en las placentas con infeccion plasmodial se observan

en la figura 4.

Los eventos histopatoldgicos que mostraron diferencia significativa entre las placentas
infectadas y no infectadas fueron la cantidad de células inmunes en la decidua, la vellosidad
y el EIV, los nodos sincitiales y las calcificaciones. Todos estos eventos fueron més
frecuentes en presencia de MP. El edema también mostro diferencia estadisticamente
significativa, pero fue mayor su frecuencia en ausencia de MP (Tabla 7).

Las placentas con IPP tienen mas células inmunitarias que las no infectadas en cada una de
las tres zonas evaluadas (decidua, vellosidad, EIV) y hay diferencia significativa. En la
vellosidad y EIV, las células inmunitarias en las placentas no infectadas son la mitad de las
que aparecen en las infectadas y en la decidua es mucho mayor la diferencia (Tabla 7).

Los eventos necrosis, infarto, nodos sincitiales, depositos de fibrina y calcificaciones fueron
mas abundantes en presencia de MP. La necrosis aparecid solo en presencia de MP y las
calcificaciones tuvieron una cantidad grande en presencia de MP y casi nula en su ausencia
(Tabla 7).

6.2.2. Hallazgos de inmunohistoquimica, cantidad y ubicacion de poblaciones de células inmunes
en la placenta
El estudio de las cinco poblaciones de células inmunitarias se hizo en 75 placentas, tomadas

al azar de las 126 estudiadas para tener 25 infectadas por P. falciparum, 25 infectadas por
P. vivax y 25 sin infeccion (50/70 con MP, 25/67 sin MP).

En las placentas con infeccion, las medidas estadisticas para cada poblacion celular
placentaria estan en la Tabla 8. La abundancia de las células tuvo el mismo orden
observado en el caso de no infeccion, pero los promedios fueron muy diferentes y bastante
mayores. Todos los tipos de células aumentaron en presencia de IPP, pero los mayores
aumentos los presentaron CD68", seguidas de CD14" y CD56" y los que aumentaron en

poca magnitud, fueron CD4" y CD8". En términos porcentuales, esos aumentos fueron de



98% para CD68", 78% para CD14", 34% para CD4", 31% para CD56" y 27% para
CD8".(Figura 6).

Las células NK vy linfocitos T siempre se observaron en decidua y en el EIV, mientras que
las células CD68+ (macrofagos) en algunos casos de infeccion positiva se encontraron
también dentro del estroma vellositario.

En cada grupo de gestantes (positivas vs. negativa) se midieron las correlaciones lineales
bivariadas. Hubo asociacion significativa entre muchos pares y hubo variacion segun la
presencia de MP. Las correlaciones fueron mas frecuentes en presencia de MP; las
variables histologicas que mostraron mayor correlacion en presencia de MP fueron nodos
sincitiales, células inmunes en decidua, en vellosidad y en EIV. Las correlaciones
significativas fueron todas positivas.

Cuando hay MP (n= 50): la unica correlacion significativa (p= 0,024 con rho= 0,320) se
encontrd entre depositos de fibrina y macréfagos CD68*. Por otra parte, la HZ tuvo
correlaciones positivas y significativas solo con depdsitos de fibrina (rho= 0,309; p= 0,029)
y con células en decidua (rho= 0,426; p= 0,002).

En presencia de MP se observa correlacion entre las células CD4" y CD56" (rho= 0,491; p=
0,0001); entre la cantidad de HZ y los macréfagos CD68™ (rho= 0,300; p= 0,034).

La cantidad total de cada una de las células inmunes estudiadas en decidua, fue la Gnica
variable histoldgica que vario en funcion de tener o no presencia de HZ en el tejido
placentario (1,44 + 0,8 con HZ vs 2,08 + 0,8 sin HZ; p= 0,004). La cantidad de cada
poblacién de células inmunes no varié segun la presencia de HZ.

Cuando no hay MP (n= 25), las unicas correlaciones significativas (p entre 0,022 y 0,047)
se hallaron entre linfocitos CD8" y cada uno de estos hallazgos: aterosis, hemorragia, y

capilares por vellosidad, siempre fue positiva la correlacion (rho entre 0,401 y 0,456).

6.2.3. Discusidn de los resultados sobre histopatologia y células inmunes placentarias
Se evaluaron 126 placentas con estudio histopatologico (62 con MP y 64 sin MP), lo que se

puede considerar una cantidad relativamente alta. Esto permite decir que las conclusiones y
la extrapolacién de los resultados a situaciones epidemioldgicas similares a la vigente en la

zona de estudio, pueden tener una base sélida.



Este estudio de MP se hizo con IPS en 65 de 70 casos (92,85%) ya que en 5 placentas que
fueron positivas por qPCR se observaron Ei en tejido placentario. Al comparar los
hallazgos histopatologicos entre las IPS y las infecciones con GG positiva, no se encontrd
ninguna diferencia estadisticamente significativa, por tanto los cambios histopatoldgicos en
MP son iguales en casos de infeccién submicroscépica y microscépica. Cabe aclarar que las
parasitemias por GG fueron muy bajas.

Las IPS afectan la salud de la madre y del producto de la gestacion (7, 9, 193, 194). Las
dificultades para diagnosticar IPS hacen mas grande su importancia en la salud materno-
infantil, pues su frecuencia es alta en todos los lugares con endemia malarica (9, 194).

Los casos con IPP se clasificaron en cronica 7,14% (5/70 casos) y en pasada 21,42%
(15/70). De acuerdo a estos hallazgos, 71,44% de los casos de IPP no se pudieron
diagnosticar por el estudio histopatoldgico. Por otra parte en ninguno se vieron parasitos
solos 0 con poca HZ, por lo tanto no se asigno la categoria MP aguda. Estos resultados
ponen en evidencia que la clasificacion histopatoldgica tiene absoluta limitacion para
aplicarse a la MP con IPS, pues la categoria aguda va a quedar excluida y muchos casos sin
diagnosticar, en forma rutinaria, por los muy pocos parasitos presentes.

Es clave tener presente que todas las placentas con IPS presentaron cambios
histopatoldgicos importantes, asociados con procesos inflamatorios, lo cual significa que
las IPS lesionan la placenta y afectan la salud materna y del producto gestacional, todo esto
comparado con las placentas sin infeccion plasmodial. La presencia de alteraciones
histoldgicas placentarias ha sido informada en otros estudios en Uraba Antioguefio, que
pertenece a la misma region ecoepidemioldgica donde se efectud el presente trabajo (7, 12).
Las placentas con IPS tuvieron més células inmunitarias y mas cambios o alteraciones
tisulares, con algunas excepciones, comparadas con las no infectadas. Estos hallazgos
ocurrieron en cada una de las tres zonas placentarias evaluadas (decidua, vellosidad y EIV).
Este resultado confirma el carécter patogénico de la presencia de parasitos, inclusive si es
submicroscépico, en cualquiera de los sectores placentarios. Asi mismo se observo una
correlacion significativa entre las células inmunes y los cambios histoldgicos en las
placentas infectadas, lo que demuestra que los infiltrados de células se asocian fuertemente

con las alteraciones histoldgicas de la placenta.



La MP se manifiesta con cambios importantes en la arquitectura placentaria tales como
presencia de infiltrados de células inflamatorias y la liberacion de mediadores
proinflamatorios en el EIV, depdsitos de fibrina, proliferacion de células citotrofoblasticas,
necrosis y engrosamiento de la membrana basal trofoblastica (77, 136, 147, 150, 195);
ademas, se observan Ei y depdsito de HZ libre o fagocitada (196, 197). En nuestro estudio
se encontraron alteraciones similares, sugiriendo que la inflamacién es generada por la
infeccion (asi sea a niveles submicroscépicos), ya que fue notoria la acumulacion de células
inmunes proinflamatorias en la decidua, la vellosidad y el EIV de las placentas con
infeccion.

El hallazgo de nodos sincitiales puede deberse a dos situaciones: 1) resultado de procesos
fisiolégicos de recambio celular normal; 2) cambios degenerativos y expresion de
insuficiencia placentaria, isquemia, hipoxia o hipertension o de mala perfusion en las
vellosidades (198). Por tanto, la presencia de nodos sincitiales en las placentas a término es
normal en cierta cantidad (11365 en nuestras placentas sin infeccion) y pueden aumentar
por efectos de la MP que conlleva a inflamaciéon y aumento en el consumo de oxigeno a
expensas de los infiltrados celulares, ambos fendmenos, como respuesta a la presencia de
parasitos y sus derivados.

Durante la MP es frecuente que se informe un ambiente inmune proinflamatorio que,
ademas de elevar los niveles de citoquinas y quimioquinas, activa la migracién de células
con actividad fagocitica y con funcion presentadora de antigenos, lo que contribuye a un
estado inflamatorio (129, 199). Nuestros resultados muestran que, en presencia de MP, hay
migracion de células inmunes, aumento de nodos sincitiales, de infartos, calcificaciones y
necrosis mientras que los depositos de fibrina, las vellosidades por campo y los capilares
por vellosidad, tuvieron igual magnitud en presencia o ausencia de MP. Todo esto puede
entenderse como un posible efecto asociado con el ambiente inflamatorio, ya que durante la
hipoxia mediada por consumo de oxigeno, las células inmunes y las vellosidades
placentarias tienden a mostrar ruptura de membranas, formacion de nodos sincitiales y dafo
del sincitiotrofoblasto (20, 99, 145).

En las placentas infectadas hubo aumento de las células NK, monocitos y macréfagos y, en

menor cantidad, de los linfocitos CD4" y CD8". Todas las células inmunes de la placenta



normal aumentaron en presencia de la infeccion plasmodial, aunque ese aumento fue mayor
en unas células que en otras y no fue directamente proporcional a la cantidad de células
presentes en la placenta normal. Este incremento diferenciado puede deberse al impacto
que tiene la IPS en el tejido placentario y los productos del parasito como la HZ (9, 157).
Durante la IPP, tanto microscopica como submicroscépica, el aumento de células inmunes
podria explicarse no solo por la presencia del parésito, sino también por la produccion de
microvesiculas a partir de Ei circulantes. Estas microvesiculas llegan de la sangre periférica
materna y placentaria y participan en procesos inmunes que se ven afectados segun
nuestros resultados. En modelos con ratones y en cultivos celulares, estas microvesiculas
tienen potente actividad inmunomoduladora sobre monocitos, macréfagos y neutrofilos
(39).

La HZ tiene papel inmunoestimulante sobre el sincitiotrofoblasto, mediado por
quimioquinas que facilitan el reclutamiento de mononucleares periféricos hacia la placenta
(158, 159). Los hallazgos histopatolégicos obtenidos en este estudio sugieren que en las
placentas con IPS, la HZ no cumple un papel inmunogénico diferencial, pues la magnitud
de los cambios histoldgicos y de cada poblacion de células inmunes fue igual en las
placentas infectadas independiente de la presencia o no de depdsitos de HZ. Este pigmento
se observd principalmente fagocitado por macrofagos, y de acuerdo con las diferentes vias
de activacion celular, la presencia de HZ en estas células se podria correlacionar con
actividad de perfil inmunomodulador (19). Ademas, la misma HZ podria explicar el efecto
regulador del dafio tisular mediado por la infeccion, pues se ha demostrado que, en las
vellosidades, hay inhibicion de los mononucleares residentes cargados con el pigmento, con
supresion de PGE2 y TNF, y produccion de I1L-10 (142, 157).

En infeccion por P. falciparum se ha demostrado un papel importante de las células NK en
la respuesta del hospedero, porque son productoras de IFNy y TNF y contribuyen a resolver
la infeccion o, si su respuesta es exagerada, a desarrollar complicaciones (200). En este
estudio, se encontro aumento de células NK en el tejido placentario infectado, las cuales
podrian estar generando un ambiente proinflamatorio y modulador, que también aumentaria
la migracion de otras células y ayudarian a la eliminacién del parasito. Cabe anotar que la

presencia de células NK, no disminuyd en el parto, a menos de un 40%, como es reportado



por otros autores en embarazos sanos (6). Frente a esto hay que recordar que las
condiciones adversas nutricionales, sanitarias, ambientales, sociales y culturales a las que
estdn sometidos las zonas malaricas en el mundo, incluida aquella donde residen las
mujeres de este trabajo, sugieren que las gestantes constantemente permanecen en un
estado proinflamatorio, que les facilita reaccionar mas répido a infecciones y
complicaciones del embarazo, como lo demuestra un estudio que compard gestantes de
Papla Nueva Guinea (mujeres expuestas al parasito) y de Espafia (mujeres nunca expuestas
al parasito) (166).

Los analisis histolégicos de placentas normales muestran la presencia de macréfagos desde
los procesos de implantacion hasta el momento del parto. Se ha demostrado que moléculas
secretadas por el trofoblasto pueden inducir la diferenciacién de monocitos a un fenotipo de
macréfago Gnico (CD14%/CD16"%), favoreciendo un ambiente inmune que tolere el feto,
degrade la matriz extracelular, remueva cuerpos apoptéticos y contribuya a la remodelacion
de los vasos deciduales (6, 17, 96). En nuestro estudio, encontramos un aumento de células
CD68" (macrofagos), lo que nos lleva a pensar que los macréfagos encontrados en placenta
durante las infecciones plasmodiales se aumentan para propiciar un ambiente inflamatorio y
responder a la infeccion fagocitando los Ei y los mismos productos del parésito (HZ y
microvesiculas). Los macrofagos son los primeros en responder ante el estimulo de los Ei y
de la HZ para establecer una respuesta inmune celular eficaz, capaz de eliminar el parésito,
lo que resulta en la alteracion considerable del ambiente inmune necesario para el
desarrollo normal de la gestacion y reduce el area de exposicion del sincitio con la sangre

materna.

6.3. Expresion de citoquinas durante la infeccion plasmodial placentaria
Se estandariz6 la cuantificacion relativa de la expresion de citoquinas proinflamatorias

(IFNy y TNF), antiinflamatorias (IL-4), reguladoras (IL-10 y TGFp) y asociadas a
proliferacion de linfocitos T activados (IL-2) tanto en sangre periférica como en sangre
placentaria (Tabla 9, figura 7).

Se estudiaron 75 mujeres y sus placentas: a) 25 sin infeccion en el parto y sin historia de

antecedente de MG de acuerdo con lo consignado en la historia del control prenatal y en los



registros del puesto de diagnostico de malaria en cada municipio; b) 50 con IPP: 25 con
IPP-P. vivax y 25 con IPP-P. falciparum.

La expresion de citoquinas en tejido placentario fue entre 13% y 313% mayor cuando hay
IPP que cuando no existe. Cuatro de las seis citoquinas, excepto IL-2 e IL-4, presentaron
diferencia altamente significativa en los valores medios. La expresion de citoquinas en
sangre periférica materna también fue mucho mas alta cuando hay IPP, variando entre 16%
y 256% de aumento comparada con las negativas para IPP. Hubo diferencia significativa en
los valores medios de IL-10, IFNy y TNEF. En las placentas infectadas, los niveles de las
citoquinas proinflamatorias TNF y IFNy mostraron correlacion alta, positiva y significativa
entre si, tanto en sangre materna como en tejido placentario (rho > 0,700; p=0,0001 n= 50).
En la sangre periférica materna hubo correlacion moderada (rho entre 0,500 y 0,700),
positiva y significativa entre IL-2 y TNF (rho= 0,676; p= 0,0001 con n= 50). También hubo
correlacion en alto grado (rho > 0,710) entre IL-10, en forma positiva y significativa con
IL-2, TNF e IFNy y entre IL-2 e IFNy (rho= 0,760; p= 0,0001 con n= 50) y entre TNF e
IFNy (rtho= 0,770; p= 0.0001 con n= 50). TGFB e IL-10 no se correlacionaron
significativamente en sangre materna (rho= 0,048; p= 0,740 con n= 50).

En la placenta, las citoquinas proinflamatorios IFNy y TNF se correlacionaron en grado
alto, en forma positiva y significativa con las citoquinas TGFB e IL-10. También hubo
correlacion positiva y significativa, pero moderada, entre las citoquinas antiinflamatorias
TGF-B e IL-10 (rho=0,431; p= 0,002 con n= 50).

6.3.1. Discusidn sobre los resultados de la expresion de citoquinas durante la infeccion
plasmodial placentaria
Varios factores son importantes en la epidemiologia y los efectos de la MAE; los datos

acumulados sugieren firmemente que la respuesta inmune juega un papel central en las
complicaciones de la gestante, el feto y el neonato (127), ademas de las alteraciones
histopatolégicas que se pueden presentar durante la IPP. Este estudio evalud aspectos
inmunes importantes que buscan ayudar a explicar la fisiopatologia de la infeccion: balance

de citoquinas proinflamatorias, antiinflamatorias, moduladoras y mitdgenos.



En el altimo trimestre y particularmente en el Gltimo mes de gestacion y alrededor del
momento del parto, como fue el caso de nuestras mujeres, se espera predominio de
citoquinas proinflamatorias, que favorezcan el crecimiento del feto y el desprendimiento y
alumbramiento de la placenta en el momento del parto. Por tanto, los niveles de expresion
de citoquinas proinflamatorias deberian estar aumentados tanto por la infeccion plasmodial
como por el tiempo de gestacion (91, 201).

En la placenta infectada con Plasmodium se ha demostrado la expresion aumentada de
citoquinas Thl, tales como TNF, IFNy, IL-1 e IL-6 asi como la IL-2, que ayuda en la
proliferacion de linfocitos T activados (129).

También se ha encontrado elevada la produccion de IL-17 como resultado de una respuesta
inflamatoria sistémica que ocurre principalmente durante la fase aguda de la infeccion
maldarica (202-205). Nuestros datos coinciden con estos informes en cuanto a la expresion
de IFNy y TNF, que es mayor en casos de IPP, siendo esa diferencia estadisticamente
significativa en ambas citoquinas. Asi queda demostrado un aumento de los procesos
inflamatorios conducidos por la presencia de estas dos citoquinas, ademas de que tanto en
la sangre periférica como en el tejido placentario, estas dos citoquinas se correlacionaron en
forma positiva con una diferencia estadisticamente significativa en los casos de IPP. En
particular, en cuanto al TNF, se ha reportado que esta incrementado en muchas infecciones
incluyendo la malaria; en esta se ha asociado con complicaciones si su produccion es
exacerbada (200, 206). Nuestros datos demuestran un aumento evidente de TNF y una
relacién con la inflamacién y su misma regulacién, como se evidencia al hacer la
correlacion con citoquinas moduladoras como la IL-10, que presenta una correlacion
positiva tanto con el TNF como el IFNy.

En infecciones asintomaticas por P. falciparum se observd correlacion positiva entre la
expresion de IL-10 y CXCL10 (proteina 10 inducida por IFNy) (166). De acuerdo con
nuestros datos, la expresion de I1L-10 también se encuentra aumentada tanto en placenta
como en sangre periférica cuando hay IPP, lo que refleja una respuesta inmunomoduladora
frente a la presencia de los parasitos y sus derivados (HZ, MV, etc) y del proceso
inflamatorio desarrollado. Esto también lo hallé un estudio que demostré que citoquinas

como la IL-10 son producidas para reducir la respuesta inflamatoria durante la MP (207).



La expresion de la IL-10 también concuerda con la literatura que refiere que la presencia de
esta citoquina como marcador de infeccion plasmodial (208) y especificamente, como
marcador de inflamaciéon durante la MP (209). Entonces, la IL-10 es una citoquina
involucrada en la proteccion y la inmunopatologia durante la IPP (207).

El incremento de la respuesta Th2 es comUnmente asociado con el aumento en las
citoquinas reguladoras como el TGFB (210). En nuestro estudio también encontramos un
aumento significativo en la expresion de TGFp, siendo mas alto en tejido placentario que
en sangre periférica. Algunos informes asocian un ambiente de predominio del TGFJ con
la pérdida en la eficacia de la respuesta inmune cuando se trata de disminuir la parasitemia,
pero, en nuestros casos la parasitemia siempre fue baja y casi siempre submicroscépica. El
TGFB es una de las citoquinas inmunomoduladoras y juega papel muy importante
limitando los efectos de la patologia malérica (211, 212).

Todos estos hallazgos sugieren que las IPS logran activar una respuesta inflamatoria, pero
que a su vez logran activar la expresion de citoquinas inmunomoduladoras, de tal manera
que la respuesta Thl logra controlar el parésito y a su vez el perfil regulador logra
disminuir los efectos nocivos de la inflamacion durante la IPP. Lo anterior demostraria
claramente que la IPP si afecta considerablemente el ambiente inmune especifico del
espacio materno fetal, afeccion que luego podria tener efectos directos sobre la respuesta
inmune en las mujeres y recién nacidos.

En ratones se ha asociado wuna temprana diferenciacion de linfocitos Treg
CD4'CD25'FOXP3" con una deficiente inmunidad adquirida, por alteracion de la
expansion de linfocitos Teff CD4"CD25™. Los cambios en los niveles relativos de
Treg/Teff generan mas informacion respecto a la afectacion del sistema inmune y su
homeostasis. En el mismo modelo experimental, se indicO que cuando se presenta una
induccion temprana de Treg, disminuye la razén Treg/Teff y se genera una potencial
inmunosupresion, por predominio la respuesta reguladora (213). Lo anterior resalta el
importante papel que tiene los linfocitos Treg en la respuesta inmune contra Plasmodium.
En modelos marinos infectados con P. chabaudi se vio disminucion de IFNy, TNF ¢ IL12

antes del control de la parasitemia periférica (214). Estos hallazgos sugirieron la



importancia del papel de Treg, mediadores de los Teff en las respuestas inflamatorias y
aclaran su importancia en la transicion de respuesta Thl a Th2 (215).

Los Treg son inducidos principalmente por IL-10 y TGFB y su proliferacion y
supervivencia es dependiente de la produccion de IL-2 realizada por linfocitos T CD4". IL-
2 actGla como molécula autorreguladora por medio de CD25" (cadena o del receptor de IL-
2). La accion inmunosupresora de los Treg contempla la produccion de citoquinas
antiinflamatorias como TGFp, IL-4 e IL-10, y la induccién de apoptosis en células Teff de
manera no especifica (216). Este mecanismo de regulacion descrito, de acuerdo con la
expresion de las citoquinas evaluadas en este estudio, podria presentarse y mantenerse con
el avance de la infeccion y del control de la inflamacion, lo que podria estar demostrado por
la correlacion positiva y estadisticamente significativa entre la expresion de la IL-2 con la
IL-10, el IFNy y el TNF; méas aun si tenemos en cuenta que la IL-2 es necesaria para la
supervivencia y funcionalidad normal de los linfocitos Treg; ante una deficiencia de IL-2,
se generaria una respuesta autoinmune descontrolada por medio de los linfocitos T (217).
Hay evidencia del aumento de la poblacion de Treg en murinos y humanos con infeccion
malarica. En ratones infectados con P. yoelii, P. berghei y P. chabaudi se observo que el
numero de Treg es proporcional a la carga parasitaria, pero esta proporcionalidad se vio
solo en los casos de malaria grave, mientras que en los casos de malaria no complicada no
se conservo (210).

Ademas, en ratones infectados con P. yoelii hubo mayor produccion de IL-10 en la
poblacién de Treg inducidos que en la poblacién de Treg naturales (167). Es clara la
diferenciacion de Treg en infecciones malaricas, pero es discutido el sentido en el que
puede irrumpir en el desarrollo de una respuesta inmune adecuada. Los estudios reportan
citoquinas como la IL-10 y TGFp, citoquinas de un perfil regulador, asociadas con

disminucion en la capacidad del hospedero para eliminar la parasitemia en nifios (210).



6.4. Expresion de marcadores asociados a inflamacion, hipoxia y apoptosis durante la
infeccién plasmodial placentaria
En 75 placentas (25 sin IPP y 50 con IPP) se hizo cuantificacion relativa con sonda de Fas y

FasL como marcadores de apoptosis, de COX1 y COX2 como marcadores de inflamacion y
de HIF1la y VEGF como marcador de hipoxia (Tabla 10, figura 8)

a) Marcadores asociados a hipoxia (HIF-1a y VEGF): su expresion esta levemente
aumentada durante la IPP, pero sin diferencia significativa.

b) Marcadores de inflamacion (COX1 y COX2) su expresion esta incrementada en
las placentas con IP, ambos con diferencia significativa, con relacion 4:1.

c) Apoptosis: determinada por la expresion de Fas y FasL y la cantidad de células
TUNEL positivas. Las células en apoptosis y preapoptosis fueron 26% mas en el
tejido infectado comparado con el tejido sin infeccion (Tabla 10, figuras 4 y 8), sin
embargo la expresion de FasL fue mayor y con diferencia estadisticamente
significativa en las placentas sanas.

En las placentas sin infeccion se presentaron correlaciones en grado bajo a alto tanto en los
marcadores de hipoxia y apoptosis, pero ninguna de ellas demostrd una diferencia
estadisticamente significativa. En cuanto a las correlaciones durante la IPP, las células
apoptéticas se correlacionaron significativamente con los otros cinco marcadores
examinados. Los marcadores de inflamacion COX1 y COX2 se correlacionaron con cuatro
o cinco de los otros marcadores. HIF-1a se correlaciono con los deméas marcadores, excepto
con VEGF. VEGF present6 correlacion estadisticamente significativa solo con las células

en apoptosis-preapoptosis y con COX2.

6.4.1. Discusion sobre resultados de la expresion de marcadores asociados a inflamacion, hipoxia
y apoptosis
Este estudio es uno de los pocos que se han realizado con el objetivo de analizar la

expresion de genes asociados a procesos celulares que expliquen la fisiopatogénesis de las
IPP. Nuestros resultados muestran una disminucion en el peso al nacer de los hijos de
mujeres con IPP comparada con las que no la tenia, sin llegar a constituir bajo peso y sin
mostrar diferencia significativa: sin IPP: 3.185+374; IPP-falciparum: 2.885+323; IPP-

vivax: 2.705+£308; p= 0,283). Esa disminucién se podria explicar por la regulacion en la



apoptosis que limitd el crecimiento y desarrollo de la placenta, pero su efecto fue menor o
regulado en gran parte por la baja parasitemia que presentaban las placentas y las pocas
infecciones cronicas evidenciadas por las presencia de pocos depdsitos de HZ.

En general hay pocos estudios sobre apoptosis en tejido placentario durante la IPP. En 2004
se publico un estudio y sus hallazgos no mostraron diferencias en la proporcion de células
apoptdticas en placentas con infeccion plasmodial activa, en placentas de gestantes que
tuvieron antecedente de malaria gestacional pero no tenian infeccion placentaria y en
placentas de gestantes negativas para malaria tanto placentaria como gestacional (183).
Estos resultados difieren de los nuestros, que mostraron porcentajes de células apoptéticas
en placentas con y sin infeccién plasmodial de 65% y 45%. Esto podria explicarse por
varias razones: 1) La aplicacion de diferentes técnicas, que en nuestro trabajo fue TUNEL y
en el otro fue coloracion de hemotoxilina-eosina: la nuestra podria considerarse mas
especifica que la usada en el otro trabajo. 2) La técnica usada para detectar la infeccion
plasmodial: todas las placentas que nosotros consideramos con malaria fueron
diagnosticadas por PCR en tiempo real, lo que sugiere una infeccién activa; por tanto, los
hallazgos de dafio tisular, como el indice de células apoptéticas, son propios de la infeccion
activa, que pueden ser cronicas o agudas. Las infecciones pasadas, incluidas en otro
estudio, no se asocian con presencia del parasito en el momento del estudio de la placenta.
Por lo tanto, podrian reflejar solo las consecuencias de ésta, como fendmenos
inmunopatoldgicos que se conservan aun y cuando el estimulo del parasito en el tejido
placentario se ha eliminado.

Pocos estudios han informado asociacion entre la MP y la hipoxia. Se sabe de altos niveles
de expresion de HIF-1a y bajos niveles de expresion de VEGF en el sincitiotrofoblasto en
placentas con infeccion plasmodial microscopica (20); sin embargo, estos datos no son
suficientes para comprobar una asociacion entre la hipoxia placentaria y la patogénesis de
la malaria. Nuestros resultados mostraron aumento en la expresion de HIF-1a, pero también
aumento de VEGF, que tiene un papel muy importante en la angiogénesis y ademas tiene
efectos sobre las células endoteliales linfaticas y las células efectoras inmunitarias que
tambien pueden ser clinicamente importantes (218). EI HIF-1a en tejido placentario regula

la proliferacion, invasion y diferenciacion del trofoblasto, por tanto en las primeras etapas



del embarazo es normal el aumento de HIF-1a; pero en las etapas tardias del embarazo, el
HIF-1o aumenta dependiendo de la concentracion de oxigeno (99). Es probable que la
diferencia entre el estudio de Boeuf y nuestros resultados se explique por el nivel de
parasitemia puesto en el estudio de Boeuf todas las infecciones eran microscopicas
(parasitemia alta), mientras que en el presente estudio la mayoria eran parasitemias
submicroscépicas.

En cuento a los marcadores de inflamacion, las ciclooxigenasas COX1 y COX2 han sido
estudiados durante el embarazo y se sabe que las ciclooxigenasas y lipoxigenasas que
convierten los &cidos grasos en prostaglandinas y leucotrienos, juegan un papel importante
en el embarazo y el desarrollo fetal (219, 220). COX2, actualmente utilizado como blanco
terapéutico de farmacos especificos, cumple una doble funcion, ya que se asocia tanto con
la patologia de la preeclampsia como con la recuperacion durante la infeccion plasmodial
(146, 185). Otros estudios han reportado aumento de la expresion de la COX2 e IL-10 en la
MP cronica; ademas se asocio COX2 con anemia materna, infiltracion de macrofagos de la
placenta y depositos de HZ (146). Estos resultados son consistentes con los hallazgos
presentados en este documento respecto al aumento de la COX2 e IL-10 en los casos de
infeccion placentaria. Por otra parte, la COX1 se inform¢ por primera vez en asociacion
con la MP (146). El presente estudio encontr6 COX1 y COX2 muy aumentadas (286-290%
mas) cuando hay IPP, con diferencia altamente significativa respecto a la ausencia de IPP
(146).

Ademas la hipoxia puede inducir inflamacion y, a su vez, la inflamacion puede inducir
hipoxia; en ambos procesos, se presenta demanda en el metabolismo celular v,
especificamente, en el caso de la inflamacion tisular, la hipoxia es una componente
importante, ya que influye en ese ambiente regulando la expresion de genes mediante
factores importantes como el HIF-1a (99); también el HIF-1o puede activarse bajo
condiciones de normoxia, lo cual le permite la iniciacién de una respuesta inmune antes de
que el tejido entre en hipoxia (99). Nuestros resultados evidencian una regulacién de la
expresion de genes en cuanto a la inflamacion e hipoxia, mientras que la inflamacion es
evidente y se suma a la demostrada con el aumento de la expresion de COX1y COX2. La

regulacion del ambiente hipoxico se presenta con el aumento tanto del HIFla como



también del VEGF que busca compensar la concentracion de oxigeno, probablemente
aumentando el crecimiento del endotelio vascular y, a la vez la creacién de capilares
fetales (177). Particularmente, en el caso de VEGF, la informacion obtenida con su aislada
medicion se queda corta y se hace indispensable cuantificar su receptor para lograr
comprender y concluir su papel en la fisiopatogénesis de la IPP y su relacion con la

repuesta inflamatoria.

6.5. Infeccion plasmodial placentaria por P. vivax y P. falciparum, expresion de genes y
cambios en la histologia placentaria

6.5.1. Caracteristicas generales de la poblacion
Se evaluaron completamente 75 mujeres y sus placentas, 50 con IPP, 25 de ellas con P.

falciparum y 25 con P. vivax. Las caracteristicas generales de las mujeres, no presentaron
diferencias significativas de acuerdo a la presencia de la infeccion y la especie asociada
(Tabla 11).

6.5.2. Hallazgos histopatoldgicos
Las placentas infectados por P. vivax tenian en promedio 58 células inmunes en decidua, 36

en vellosidades y 1267 en EIV, con diferencia estadisticamente significativa con respecto a
los tejidos que no presentaban IPP. Asi mismo, otros cambios histopatologicos también
presentaron mayor cantidad en las placentas infectadas por P.vivax comparadas con las
negativas (Tabla 12, figura 9).

Al comparar la presencia de cada hallazgo en placentas infectadas con P. vivax o con P.
falciparum hay que resaltar que todos los cambios histoldgicos presentes en las placentas
con infeccion por P. vivax también se encontraron en P. falciparum. Las células inmunes
tanto en decidua, vellosidad y EIV, siempre se observaron en mayor cantidad en ambas
infecciones comparadas con las placentas sanas y en los tres compartimentos presentaron
diferencia estadisticamente significativa. La necrosis que se evalué en la decidua se
observO Unicamente en los casos con IPP y presentd una diferencia estadisticamente
significativa, ademas estuvo levemente aumentada en los casos de P. falciparum comprada
con los casos de P. vivax. En cuanto a la cantidad de vellosidades por campo, la cantidad de

capilares por vellosidad, la cantidad de depdsitos de fibrina, el edema y el abrupcio en las



infecciones por P. vivax fue menor comparado con los controles y con las placentas
infectadas con P. falciparum, y se presentd diferencia estadisticamente significativa en
todos excepto en la cantidad de depdsitos de fibrina. La variable nodos sincitiales estaba
mas baja en las infecciones por P. vivax similar a los controles negativos pero mas alto en
las infecciones por P. falciparum presentando diferencia estadisticamente significativa.
(Tabla 12).

6.5.3. Células inmunes en tejido placentario
Las células inmunes caracterizadas en el tejido placentario presentaron mayor cantidad en

las infecciones por P.vivax comparada con la cantidad de células en tejido placentario sin
infeccion. En cuanto a la cantidad de células en las placentas infectadas por P. vivax y P
falciparum solamente los macréfagos presentaron diferencia estadisticamente significativa
en su cantidad y en su ubicacion, ya que en las placentas infectadas por P.falciparum fue
mas comun observar células dentro del estroma vellositario mientras que en P.vivax estas

celulas solo se observaban en el EIV (Tabla 13, figura 10)

6.5.4. Expresion de marcadores asociados a hipoxia, inflamacién, apoptosis y expresion
citoquinas
La cuantificacion del ARNm de los diferentes marcadores y citoquinas presentd diferencias

estadisticamente significativas entre las placentas con infeccion por P.vivax y las negativas
en los siguientes marcadores, siendo siempre mayor la expresion en las infectadas con
P.vivax que en las no infectadas:

- IL-10, IFNy, TNF en sangre periférica y las mismas mas TGFB en tejido

placentario.

- COX1, COX2, en tejido placentario.
Las demas no presentaron expresion con diferencia significativa, pero si hay aumento en la
expresion comparado con las placentas no infectadas exceptuando FasL, que fue mayor su
expresion en las placentas sin infeccion. (Tablas 14 y 15, figuras 11 y 12). La expresion de
las citoquinas y marcadores estudiados no presentd diferencia estadisticamente significativa
entre las placentas infectadas con P. vivax comparadas con las infectadas con P. falciparum
Cuando se buscaron las correlaciones entre la expresion de las citoquinas y los marcadores

de hipoxia, apoptosis e inflamacion, se encontraron en las placentas sin infeccion 6



correlaciones estadisticamente significativas, de las cuales 4 se conservaron en las placentas
infectadas. En las placentas con infeccion por P. falciparum, mostraron 5 correlaciones
estadisticamente significativas, de las cuales 4 se presentaron en las placentas sanas y 2 en
el grupo de las placentas infectadas por P.vivax. En las placentas con infeccién por P.vivax
se identificaron 4 correlaciones estadisticamente significativas, de las cuales dos se
comparten con el grupo de P. falciparum y una en el grupo de las negativas (figura 13).

Dichas correlaciones demuestran que durante el embarazo normal y en el momento del
parto, hay una serie de eventos coordinados que favorecen dicho proceso, y que la
presencia del parasito lo altera notoriamente; ademas, la especie plasmodial presente es un
factor que modifica la coordinacion de los eventos. La expresion de COX2 en el embarazo
sano se correlaciond positivamente con IL-2, IL-10, IFNy, VEGF y HIF1a, pero cuando se
buscaron esas correlaciones en las placentas infectadas, COX2 dej6 de tomar relevancia y
las citoquinas proinflamatorias tomaron mayor relevancia y ademéas se evidencié una

correlacion entre los procesos proinflamatorios y los procesos inmunomoduladores.

6.5.5. Discusion sobre la infeccidn plasmodial placentaria por P. vivax.
El problema de la malaria durante la gestacion no solamente es delicado en casos de

infeccion por P. falciparum, sino también cuando hay infeccion por P. vivax. A esta
situacion se adiciona que el tratamiento contra P. vivax, durante la gestacion no se puede
suministrar completo porque no se usa la primaquina para evitar recurrencias, lo que
favorece el desarrollo de multiples infecciones en una misma gestacion aumentando asi los
efectos patdgenos del parasito.

En las llamadas “zonas de baja transmision malérica” donde P. vivax y P. falciparum
cocirculan, tal como son muchas areas de la region del Asia-Pacifico y de América Latina,
las gestantes pueden ser susceptibles a malaria sintomatica y llegar a desarrollar
complicaciones (169). La infeccion gestacional por P. vivax se ha reconocido por largo
tiempo, pero ha sido muy poco estudiada (155).

En algunos estudios se ha demostrado que la MG por esta especie tiene repercusiones sobre
el desarrollo de la gestacion; en un estudio realizado en Tailandia e India, se encontro que
en los embarazos donde se diagnostico P. vivax fueron més frecuentes la anemia materna y

el BPN, pero los efectos fueron menos graves que lo hallado en las infecciones por P.



falciparum (221, 222). En nuestro trabajo, no se asociaron complicaciones en la gestacion
como las antes mencionadas pero si se observaron cambios en el perfil de citoquinas, la
apoptosis, la poblacion de células inmunes y la histopatologia placentaria, que confirman
un papel fisiopatogénico de P. vivax, similar a lo que se encontro en P. falciparum.

Al correlacionar los diferentes procesos bioldgicos evaluados (hipoxia, apoptosis e
inflamacién) y los cambios histopatoldgicos, se encuentra que esos procesos como es de
esperar se relacionan con hallazgos histoldgicos que normalmente pueden encontrarse en
un placenta a término, sin embargo cuando hay IPP esos eventos coordinados desaparecen
y los procesos biolégicos evaluados se relacionan con otros hallazgos que no estaban
regulados en las placentas sanas, estas diferentes correlaciones demuestran que la infeccion
altera las interacciones en tejido placentario ya que ademés de aparecer nuevas
correlaciones y desaparece otras, se nota aumento en las correlaciones positivas en donde se
demuestra que los marcadores evaluados aumentan y a su vez aumentan los cambios
histoldgicos (figura 14).

Nuestros datos contrastan con los de un estudio publicado en 2004 que compar6 los
hallazgos histolégicos en infecciones placentarias por P.vivax o por P. falciparum y en el
que se encontr6 que el dafio histolégico por P.vivax fue menor cuando se compar6 con P.
falciparum; por otra parte, no se evidencid presencia de Ei con P. vivax en el
sincitiotrofoblasto (77), por lo que los autores concluyeron que la infeccion sistémica por P.
vivax, mas que su secuestro en la placenta, es lo que puede explicar las complicaciones
durante la gestacion (79).

Segun nuestro estudio, P. vivax causa alteraciones histologicas en el tejido placentario,
como las calcificaciones y el infarto, ambos mas frecuentes en estos casos que en los casos
de infeccion por P. falciparum. Ademas, la muerte celular programada y la produccién de
citoquinas proinflamatoria, también fueron eventos comunes en las infecciones por P.
vivax, lo que corrobora nuestros hallazgos anteriores que sugieren fuertemente el papel
patogeno de P. vivax en la placenta (12).

Es importante resaltar el papel de P. vivax en estos hallazgos porque la expresion de
algunas citoquinas en placenta o en sangre periférica fue mayor bajo P. vivax que bajo P.

falciparum y mucho mas frente a la ausencia de IPP, tales como IL-2, IL-10, TNF y TGF,



sin que hubiese diferencia significativa frente a P. falciparum. Algunas de las
complicaciones de la infeccién por esta ultima especie se han explicado por la produccion
de citoquinas proinflamatorias que alteran notoriamente el balance inmune de la interfase
materno-fetal. Ante esto, podria sugerirse que P. vivax es tan patdgeno en placenta como P.
falciparum. Todo esto demuestra la necesidad de estudiar a fondo los procesos
fisiopatoldgicos en la MP por P. vivax.

Pocos estudios que han adelantado sobre la fisiopatologia de la infeccidn por P. vivax; ellos
han sefialado que también podria secuestrarse en drganos especificos, como pulmén vy
placenta (34, 119, 223). En mujeres que murieron por dificultad respiratoria grave se
identifico infeccion pulmonar por P.vivax al usar gPCR y se encontr6 aumento de
monocitos y macréfagos mediante analisis histopatologico. Otros autores han sugerido que
las complicaciones de la MG y MP por esta especie son causadas por efectos sistémicos de
la infeccién mas que lo que se podria presentar por los posibles secuestros del parasito en el
tejido placentario (73, 224).

Estas diferentes asociaciones revelan un papel especifico de cada especie en la regulacion
de la expresion de genes asociados a procesos inmunes, inflamatorios y a los asociados a la
apoptosis e hipoxia. En cuanto a las infecciones por P. falciparum, hay mayor control en
los procesos inflamatorios ya que las dos citoquinas moduladoras, IL-10 y TGFp, que
cuantificamos estdn mostrando correlaciones positivas con el IFNy, mientras que las
infecciones por P.vivax, solo la IL-10 se asocié con las citoquinas proinflamatorias. Otro
proceso como la hipoxia, que lo asociamos con la expresion de VEGF y HIF-1a, en las
infecciones de P. falciparum se correlacionaron con los marcadores de inflamacion
diferente a lo que se observo en P. vivax, que solo presentd correlacion estadisticamente
significativa entre la IL-2 y el HIF-1a. Esto demuestra que aunque los niveles de expresion
de citoquinas y diferentes marcadores de dafio tisular en las infecciones placentarias por P.
falciparum y P. vivax no presentan diferencias si se asocian de manera especifica segun el
parasito, sin embargo los cambios histoldgicos no son diferentes entre las especies y las
complicaciones de los embarazos tampoco se muestran de manera especifica segin la

especie del parasito.



Como un acercamiento a la comprension del papel fisiopatogénico de P. vivax durante la
infeccion placentaria, nosotros estimulamos células BeWo con Ei y plasma de pacientes con
malaria vivax y se cuantifico la expresion del ARNm de las mismas citoquinas, marcadores
de hipoxia, apoptosis e inflamacion de estas posterior al estimulo. Se tuvo como control
negativo células BeWo sin estimulo y como referencia también se estimularon con
sobrenadante y Ei aislados de cultivos in vitro de P. falciparum, cepa 3D7.

Se encontro que tanto los Ei con P. vivax como el plasma y el sobrenadante de cultivo de P.
falciparum aumentaron la expresion de las diferentes moléculas evaluadas (Tabla 16). Al
comparar la expresion usando como estimulo el sobrenadante de cultivo y el plasma, fue un
poco mayor el aumento en la expresion de las moléculas evaluadas cuando se uso el plasma
como estimulo, lo que se puede asociar con la naturaleza de la muestra, pues el plasma no
solo tiene componentes propios del parasito sino también proteinas y metabolitos del
paciente que podria asociarse con la funcién celular.

Esto lleva a pensar que no solo es la presencia del parésito la que estimula la expresion de
moléculas asociadas con procesos inflamatorios, hipdxicos y apoptoticos. De esta manera
se podria explicar que durante las IPS ocurre regulacion de estos procesos y el efecto
clinico de la infeccién no es tan grave como lo ocurrido en las infecciones microscopicas.
Otro aspecto interesante y asociado con las VE son los efectos que se han demostrado
cuando hay infeccion gestacional por VIH y/o por P falciparum sobre la produccion de
estas vesiculas mediada por el trofoblasto(225); se ha evidenciado que las VE producidas
por el trofoblasto cumplen un rol importante en la comunicacion entre el feto y las células
inmunes maternas en el desarrollo del embarazo (226), por tanto las infecciones
placentarias como la malaria afectan la regulacion mediada por estas VE al aumentar su
produccién (225).

En conclusion la presencia de paréasitos y sus productos explicarian el desarrollo de la MP y
la alteracion evidente de un ambiente inflamatorio y de dafio tisular tanto en infecciones por

P. vivax, como por P. falciparum



7. Sintesis de Resultados

De los 70 casos que presentaron IPP segin la gPCR de sangre placentaria,
solamente 4 también fueron positivos por GG en sangre placentaria, por lo tanto,
97% de las infecciones evaluadas aqui fueron IPS. En los 4 casos positivos por GG
se observaron depositos de HZ y Ei en el estudio histopatoldgico de la placenta. En
total fueron 20 casos positivos para HZ por histologia, por tanto 30% de los casos
de IPS fueron positivos para HZ. Como en ningun caso se vieron parasitos solos o
con poca HZ, no se asigno la categoria MP aguda, segun la clasificacion de la MP
con estudios histopatoldgicos.

Las placentas con IPS presentaron cambios histopatol6gicos importantes, tales
como nodos sincitiales, depdsitos de fibrina y calcificaciones, todos los cuales se
pueden asociar con procesos inflamatorios.

En la IPP la cantidad de vellosidades y capilares por vellosidad fue siempre menor
que en las placentas sin infeccién, lo que de repercutir en el intercambio de
nutrientes mediado por la placenta.

Mientras poco se conoce sobre el proceso fisiopatogénico de P.vivax en la MP,
comparado con lo que se sabe sobre P. falciparum, estos datos indican que no
debiera haber duda sobre la capacidad patogénica de P. vivax durante la MG y la
MP.

La IPP, tanto la causada por P. falciparum como la causada por P. vivax, se asocio
con aumento significativo del infiltrado leucocitario en las vellosidades placentarias
y en el espacio intervelloso y este infiltrado presenta predominio tanto de
macrofagos como de células NK, por estudio de inmunohistoquimica.

En sangre periférica y en placenta se encontr6 aumentada la expresion de citoquinas
proinflamatorias y moduladoras en los casos de MP, comparado con los casos

negativos para infeccion. Mientras que las citoquinas antiinflamatorias, a pesar de



estar aumentadas en algunos casos, no presentaron una diferencia estadisticamente
significativa entre infectadas y no infectadas.

Los marcadores asociados a hipoxia (HIFla, VEGF) y a inflamacién (COX1 vy
COX2) siempre se expresaron mas en MP que en los casos sin infeccion. Mientras
que en cuanto a la expresion de los marcadores de apoptosis (Fas y FasL), se
encontré que FasL tenia mayor expresion en ausencia de MP y al contrario Fas se
expresd mas en los casos de MP.

La células en apoptosis y preapoptosis fueron alrededor de 20% mas comunes en las
placentas infectadas que en las no infectadas

El sobrenadante de cultivo de P. falciparum y plasma de pacientes con infeccion por
P. vivax causé en la linea celular BeWo efectos sobre la regulacién de genes de
citoguinas y de marcadores asociados a hipoxia, inflamacion y apoptosis similares a
los efectos de las infecciones plasmodiales en tejido placentario. De acuerdo a lo
que se conoce de las VE producida por los Ei, podrian tener un papel determinante
en este efecto



8. Sintesis de discusiones

La mayoria del conocimiento sobre la patogénesis y la inmunidad de la malaria asociada al
embarazo proviene de estudios en paises africanos y con P. falciparum (especie
involucrada en mas de 90-85% de los casos); alli usualmente las tasas de transmisién y los
niveles de endemia son muy altos (169). La infeccion por P. vivax también pueden causar
bajo peso al nacer y anemia materna, aunque con tasas menores que P. falciparum, como se
ha comprobado en el sureste de Asia (77) y en América (12, 13, 227). Varios factores son
importantes en la epidemiologia y los efectos de la malaria durante el embarazo, pero los
datos acumulados sugieren firmemente que la respuesta inmunitaria juega un papel central.
Ademas, los cambios histopatoldgicas de la IPP y los infiltrados inflamatorios de células
(NK 'y macréfagos) también han sido muy vinculados a las complicaciones de gestante, feto
y neonato (228). Este estudio evalla aspectos histopatoldgicos e inmunes importantes
durante la malaria placentaria, que buscan ayudar a explicar la fisiopatologia de la
infeccion.

Los anteriores y muchos otros datos sirven de argumento para justificar la ejecucion de
investigaciones que ayuden a profundizar la comprension de los procesos inmunitarios en la
gestante malarica y su placenta. Aspectos importantes como el balance de citoquinas, la
hipoxia y la apoptosis en esa infeccion fueron objetivos de este trabajo.

En la placenta infectada con Plasmodium hay expresion aumentada de citoquinas, como IL-
2, TNF, IFNy, y disminuida de citoquinas IL-6 y TGF- (131). Otros estudios, con técnicas
de inmunohistoquimica, han permitido concluir que los macrofagos con hemozoina
fagocitada localizados en el trofoblasto, son productores de citoquinas proinflamatorias
(229). Nuestros datos coinciden con estos informes en cuanto a la expresion de IFNy y
TNF, aunque la expresion de TGF-p fue mayor en el tejido placentario infectado con
Plasmodium, lo que podria estar asociado directamente con la modulacién de la respuesta
inmune inflamatoria que se refleja igualmente con el aumento en la expresion de 1L-10. Asi

mismo, la expresion aumentada de la IL-10 concuerda con la literatura, que menciona la



presencia de IL-10 como marcador de infeccion plasmodial (208) y especificamente como
marcador de inflamacion durante la malaria placentaria (209). No puede dejarse de lado la
apoptosis como un proceso que resulta en respuesta de aumento de células inmunes y de
procesos inflamatorios evidentes con el aumento de la expresion de COX1 y COX2. La
expresion de los marcadores de inflamacion, que se encontré aumentada significativamente
en las placentas infectadas, refleja la accion de una infeccion activa en el momento del
parto y esta asociada con la respuesta inmune proinflamatoria y los dafios histoldgicos que
se ven en esta entidad.

En este estudio se encontrd6 que P. vivax se asocia con cambios y dafios tisulares
placentarios, aunque de menor intensidad que las asociadas a P. falciparum, pero mucho
mayores que los eventos presentes en placentas sin infeccion. Este comportamiento de tal
especie concuerda con los hallazgos preliminares en nuestro pais (12). Esto es similar a lo
hallado por otros autores (77, 155, 230). Un asunto de interés es el siguiente: mientras los
eventos histologicos, muchas veces lesiones o alteraciones, fueron mayores en la MP por P.
falciparum comparada con la asociada a P. vivax, el comportamiento de las citoquinas en
sangre periférica materna y en tejido placentario fue, en general, similar en ambas especies
y ambas presentaron niveles de expresion superiores a los vistos en la situacion sin IPP
esto, nos parece, ratifica el papel patogénico de P. vivax.

Poco se conoce sobre el proceso fisiopatogénico de la MP, excepto que la citoadhesién de
P. falciparum a CSA del sincitiotrofoblasto es un hecho importante y que los anticuerpos
anti-VAR2CSA confieren proteccién contra MP. Acerca de P. vivax se ignora casi todo
sobre su patogénesis y, al parecer, la citoadhesion, si ocurre en placenta, no es un evento de
importancia. Lo central del proceso patogénico parecer ser, en ambas especies, el enorme
proceso de inflamacion y otros asociados (apoptosis, hipoxia, alteracion de angiogénesis,
etc.) y de alteracion inmunoldgica que la infeccion desata.

En un estudio en ratones, se logré demostrar asociacion positiva entre el grado de
parasitemia y la expresion de I1L-17, cuya produccion estd asociada con una alta ocurrencia
de inflamacion croénica y condiciones inmunopatoldgicas (207). En nuestro estudio la
parasitemia fue submicroscdpica, que corresponde a parasitemia baja y segun nuestros

datos, esas bajas parasitemias pueden activar una respuesta inmune y propiciar un ambiente



proinflamatorio. Sin embargo, al ser relativamente débil esa respuesta inmune, comparada
con la sucedida en infecciones con mayor carga parasitaria, los sistemas maternos pueden
controlar los procesos alterados y evitar complicaciones graves informadas en la MP como
el BPN, la RCIU y el aborto y restablecer ambientes inmunes modulados. Pero, esa
inmunomodulacion puede tener repercusiones posteriores en la respuesta inmune de las
madres y neonatos, por ejemplo podria alterar la respuesta a los antigenos vacunales de
rutina, como lo han sugerido otros autores (231, 232).

El éxito del embarazo se basa en la puesta en marcha de varios mecanismos inmunes, que
no solo se asocian con el proceso de tolerancia al embridn sino también con el desarrollo y
crecimiento de la placenta tanto en funcion como en estructura. La importancia de la
contribucion de cada uno de estos mecanismos y las interacciones entre ellos en los
embarazos donde hay IPP sigue siendo poco conocido; sus interacciones se basan a veces
en contactos celulares o en la interaccidén con citoquinas que podrian estar alterando los
mecanismos propios del embarazo, y no solo seria la presencia en si del parésito sino
también la especie, la carga parasitaria y la cronicidad de la infeccion. Por otra parte el
trofoblasto se ha encontrado como protagonista en la conduccion de todos estos
mecanismos, un ejemplo de ellos es la apoptosis que se ha relacionado con la regulacion de
la formacién del sincitiotrofoblasto y su diferenciacién. Como se demostré en este estudio
el hecho de encontrar IPP altera la expresion de proteinas asociadas con la regulacion de
estos mecanismos y a su vez se observan cambios claros en la arquitectura de la placenta
que probablemente estén afectando el funcionamiento normal de la placenta y la regulacién
inmune de la interfase materno fetal. Hasta el momento no hay una relacion establecida
entre los marcadores y citoquinas evaluadas en este trabajo y los cambios histologicos
placentarios, sin embargo si se tiene evidencia que regulacion temporal y cuantitativa
precisa del embarazo se altera considerablemente durante las infecciones submicroscépicas.
Es necesario desarrollar un andlisis de los datos que permita asociar un posible modelo de
inmunopatogénesis en infeccion con P. vivax y contribuir al conocimiento de las
implicaciones que tiene la malaria vivax durante la gestacion, con los datos obtenidos en
esta investigacion se propone una secuencia de sucesos que podrian explicar el papel

patogénico de P. vivax en IPS (Figura 15). Con estos resultados es evidente que el efecto



de P.vivax en el tejido placentario estd asociado con un papel inflamatorio mediado por
células NK y macréfagos y una actividad secretora del trofoblasto para contrarrestar la
actividad de las células inmunes y contrarrestar la presencia del parasito y los metabolitos
de Ei. Estos estudios son de crucial importancia en la salud pdblica de poblaciones
endémicas de Asia y América y permitirian confirmar la necesidad y posibilidad del
desarrollo de vacunas especificas contra P. vivax, ademas de la contribucion que la
implementacion de esquemas de terapia intermitente podrian tener al reducir los efectos de

la malaria vivax en poblaciones gestantes vulnerables.



9. Conclusiones generales

e Durante la MP es frecuente que se informe un ambiente inmune proinflamatorio que,
ademas de elevar citoquinas y quemoquinas, activa la migracion de células con actividad
fagocitica y con funcion de presentar antigenos, lo que contribuye a un estado
inflamatorio. Nuestros resultados muestran que, en presencia de MP, hay migracién de
células inmunes, aumento de nodos sincitiales, de infartos, calcificaciones y necrosis en
presencia de MP, mientras los depdsitos de fibrina, las vellosidades por campo y
capilares por vellosidad, tuvieron igual magnitud en presencia o ausencia de MP. Todo
esto puede entenderse como un posible efecto asociado con el ambiente inflamatorio, ya
que durante la hipoxia mediada por consumo de oxigeno de células inmunes y las
vellosidades placentarias tienden a mostrar ruptura de membranas, formacion de nodos
sincitiales y dafio del sincitiotrofoblasto.

e EIl perfil inflamatorio como respuesta a la IPP estd mediado por la expresion de
citoquinas como IFNy y TNF, las cuales estan directamente asociadas con el control de
la parasitemia y, a la vez, con alteracion del equilibrio inmune de la placenta, el cual
favorece complicaciones en el embarazo. La IPP probablemente active la respuesta Thl,
pero no resulta en procesos exacerbados asociados directamente con complicaciones de
la MAE y hace que aquellas como aborto y BPN no sean comunes en los casos de IPS.

e Durante el embarazo, tanto procesos inflamatorios como moduladores son comunes e
indispensables para permitir el desarrollo y crecimiento de la placenta y el feto; sin
embargo, en la IPP los dos eventos antes mencionados, inflamacion y modulacion, se
pueden presentar de manera mas fuerte, ya que es evidente el aumento en la expresion
de IFNy, TNF, IL-2, IL-10 y TGFB y de sus madaltiples correlaciones; esto lleva,
entonces, a alteraciones en el ambiente inmune de la placenta y posiblemente a
complicaciones en el feto en cuanto a su capacidad de desarrollar una respuesta inmune

adecuada.



e Se sugiere una inflamacion local por reclutamiento y activacion de células que lleva a
una expresion de citoquinas proinflamatorias, cuyo aumento mayor se ve en tejido
placentario al compararlo con la sangre periférica materna.

e El uso de una técnica molecular mas sensible tal como la gPCR permite detectar mas
infecciones en el momento del parto en la region de Uraba-Altos SinG y San Jorge-Bajo
Cauca, que el uso de la técnica estandar para el diagndstico de la malaria (gota gruesa).
Esto indica que el problema de la MG y MP en Colombia es mucho mas comun de lo
que se habia anticipado y demuestran la necesidad de implementar métodos de
diagnostico mas sensibles y de disefiar estrategias de investigacion que permitan
esclarecer la relevancia clinica de las infecciones submicroscdpicas durante la gestacion.

e Las infecciones placentarias por P. vivax también son frecuentes en la region de Urabé-
Altos Sinu y San Jorge-Bajo Cauca, y al igual que las causadas por P. falciparum,
generan inflamacién en las vellosidades placentarias y el EIV y algunos cambios
histol6gicos que podrian asociarse con procesos inflamatorios y de dafio tisular.

e En el caso de las IPS, el aumento de las células inmunes y el aumento en la expresion de
genes asociados con respuesta inmune, inflamacion, hipoxia y apoptosis, no solamente
podria asociarse con la presencia del parésito (nuestros casos las cargas parasitarias
fueron bajas, alrededor de menos de 10 copias de ADN por pL de sangre placentaria), ni
con la HZ, (17% de las placentas con IPP incluidas en este estudio presentaron HZ), si

no con las microvesiculas secretadas por Ei circulantes en placenta.



10. Limitaciones y fortalezas del trabajo

10.1. Limitaciones

La mayoria de los datos clinicos de las gestantes en el momento del parto se tomaron a
partir de las historias clinicas y en varias ocasiones el dato requerido no estaba
registrado. Ademaés, es claro que la informacién de los registros clinicos no tiene el
grado de control deseable en una investigacion.

Determinar la expresion de genes por un método de cuantificacion relativa no expresa
unos resultados puntuales que permitan proponer un ambiente inmune asociado a cada
tipo de infeccion (microscopica y submicroscépica) y las especies de Plasmodium. Es
importante conocer los niveles de cada proteinas tanto de las citoquinas como de los
diferentes marcadores analizados en este trabajo

Unos de los aspectos importantes durante la MG y MP, es la respuesta inmune que se
estable contra el parésito que altera el balance inmunoldgico que se mantiene en la
interfase materno fetal, no solo las citoquinas y la respuesta celular son importantes; por
eso, determinar los niveles de anticuerpos tipo IgE, IgM, IgG1 e 1gG2, es importante
para obtener informacion sobre las variables que modulan la respuesta inmune frente a

los genotipos especificos de infeccidn durante la MG y la MP.

10.2. Fortalezas

e Un logro de este estudio es haber formulado y estandarizado un protocolo de lectura
sobre histologia placentaria, asi como describir cuales hallazgos pueden ser
considerados como alteraciones o lesiones histoldgicas mas frecuentes en placentas
con IPS. Esta informacion es necesaria para estudiar adecuadamente las placentas
de mujeres afectadas por malaria, temas estos sobre los cuales la investigacién en
Colombia y América son casi nulos. Este protocolo sea ha aplicado con éexito en

otras investigaciones realizadas en nuestro grupo.



La variables histopatoldgicas, las poblaciones celulares y el porcentaje de células
TUNEL positivas fue realizada a partir del mismo bloque de tejido embebido en
parafina. Esto asegura que todos los hallazgos descritos en este trabajo concuerdan
en la misma porcion placentaria y que no son procesos aparte y desligados.

La comparacion de aspectos inmunes en un grupo control sin infeccion y en grupos
con infeccion por P. falciparum o por P.vivax permite un mayor y mejor
acercamiento a las condiciones fisiopatoldgicas de la MP en Colombia por P.vivax.
Al tiempo, se demuestra la necesidad del diagnostico oportuno y especifico no solo
de P. falciparum sino también de P. vivax, dentro de los programas de atencion
prenatal en las zonas malaricas.

El tamafio muestral de 126 gestantes-placentas, de las cuales 75 tuvieron también
estudio inmunohistoquimico, puede considerarse un nimero de muestra importante
para el andlisis en el momento del parto de las diferentes variables estudiadas.

La ejecucidn del trabajo en municipios de la zona de endemia maés alta y estable de
malaria en Colombia, el tamafio relativamente grande de la muestra, la sensibilidad
y especificidad muy elevadas de la prueba diagndstica usada (QPCR) y la cantidad
de variables analizadas permiten una aproximacion bastante confiable a la realizad
de la MG y la MP en esos lugares y, en general, en Colombia. Los datos aqui
presentados y su interpretacion ofrecen herramientas claras y solidas a las
autoridades sanitarias, locales, departamentales y nacionales para adoptar medidas
epidemioldgicas que puedan mejorar la situacién de salud materno-infantil. En
particular insistimos en la necesidad de promover las visitas mensuales al control
prenatal, de practicar gota gruesa en el control prenatal, independientemente de la
presencia de fiebre u otro sintoma de malaria y de suministrar tratamiento especifico
segun las normas vigentes.

Hasta el momento se han realizado dos publicaciones originales de este trabajo:

1. Agudelo-Garcia OM, Arango-Flérez EM and Carmona-Fonseca J.
Submicroscopic and Asymptomatic Congenital Infection by Plasmodium vivax

or P. falciparum in Colombia: 37 Cases with Placental Histopathology and



Cytokine Profile in Maternal and Placental Blood. Journal of Tropical Medicine.
Volume 2017, Article 1D 3680758. https://doi.org/10.1155/2017/3680758

2. Agudelo-Garcia OM, Aristizabal B, Yanow S, Arango E, Carmona-Fonseca J
and Maestre A. Submicroscopic infection of placenta by Plasmodium produces
Th1/Th2 cytokine imbalance, inflammation and hypoxia in women from north-
west Colombia. Malaria Journal 2014, 13:122.

http://www.malariajournal.com/content/13/1/122


http://www.malariajournal.com/content/13/1/122

11. Perspectivas

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo se han planteado otros objetivos de
investigacion del grupo “Salud y Comunidad-César Uribe Piedrahita”, los cuales buscan
avanzar en la comprension de la fisiopatogénesis de la MP y la MG. A continuacién se
muestra una lista de las preguntas que surgieron y se han planteado como propuestas de

investigacion, algunas de las cuales ya se intentan responder:

e Cual es la asociacion de moléculas inmunomoduladoras de la MP con posibles
complicaciones gestacionales y neonatales y con el desarrollo de la respuesta inmune
en madres y neonatos frente a las vacunas incluidas dentro del Plan Ampliado de
Inmunizacion (PAI)?

e ;Los aislamientos de P. vivax obtenidos de sangre placentaria en la region de Uraba-
Altos Sinu y San Jorge-Bajo Cauca, exhiben citoadherencia al tejido placentario de
forma similar que los aislamientos placentarios de P. falciparum de la misma region?

e (;Como es la inmunopatogénesis, el dafio placentario y la genética plasmodial, y sus
consecuencias sobre el estado de salud materna, fetal y neonatal bajo la MG y MP
causada por P. vivax?

e ;Son los Ei (P. vivax y P. falciparum) o elementos derivados de estos, como VE y
pigmento malarico, los que permanecen en la placenta y causan el aumento del
infiltrado leucocitario en las vellosidades y el EIV?

e ;Cuales son los factores de riesgo y las consecuencias de las infecciones plasmodiales
submicroscépicas por P. vivax y P. falciparum tanto en las gestantes como en la
poblacion general de la region de Uraba-Altos Sind y San Jorge-Bajo Cauca?

e (Cuél es la prevalencia anual de infeccion plasmodial gestacional (IPG) y de IPP,
microscopicas y submicroscopicas en cada localidad, con base en los datos del

SIVIGILA, y la prevalencia anual hospitalaria de IPG con base en los registros de



consulta externa, partos atendidos y examenes de gota gruesa y extendido delgado
practicados a gestantes en controles prenatales y al momento del parto?

¢ Cudl es el contexto ecoldgico y sociopolitico, las condiciones de vida (del grupo/clase
social) y los estilos de vida (patrones individuales y familiares de consumo) de
gestantes con y sin IPG-IPP entre, por ejemplo, 2005 y 2020, comparando y explicando
las diferencias y su relacién con la prevalencia de la infeccion?

¢Cuales son los hallazgos clinicos y paraclinicos de la MG y la IPG-IPP segun la
especie plasmodial?

¢Cual es la prevalencia de anticuerpos tipo 1gG y sus subtipos contra MSPL,
VAR2CSA, VIRA y VIRE en mujeres con y sin MG e IPG-IPP, teniendo en cuenta la
especie plasmodial?



12. Figuras

Figura 1. Mecanismos inmunes placentarios de adhesion, supresion y eliminacion

parasitaria
MALARIA PLACENTARA/ RECONCCIMIENTO DE ANTIGENDS
Pf EMP1 ,
CSA / oA
CELULAS PRESENTADORAS DE ANTIGENO
L1
SUPRESION
| THO
v / \
T €— L2 TH & ILji2 L4 —> TH2
lF‘L INHIBICION N
l N MUTUA v
TGF§ MACROFAGOS CELULAS PLASMATICAS
TNFa
/IL-L'-’
A ANTICUERPOS ANTICUERPOS_ DE
CEL#I:EM T F-a ANTIADHESION AGLUTINACION
. INMUNIDAD HUMORAL
FAGOCITOSIS/CITOLISIS PRODUCCION DE
CITOQUINAS \L

INMUNIDAD CELULAR A i .
ALTERACION DE LA ADHESION DEL PARASITO

SUPRESION Y ACLARAMIENTO DEL PARASITO

La gréfica ilustra la cascada inmune celular que se activa en el caso de la eliminacion del parasito y
la cascada de inmunidad humoral que sirve para alterar la adhesion del parasito durante las
infecciones por P. falciparum en placenta. PFEMP, Plasmodium falciparum proteina de membrana
del eritrocito; DBLy, Dominio de union y a Duffy; CSA, Condroitin sulfato A; NK, células asesinas
naturales; IFNy, Interferon gamma; TGF-B, Factor de crecimiento tisular B; THo, precursor de
células T ayudadoras, TH célula T ayudadora; IL interleuquina.

Fuente: (adaptado de 152)



Figura 2. Mecanismos de activacion y regulacion de apoptosis, hipoxia e inflamacién
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A. Gestacion normal, B. Infeccién plasmodial placentaria.

Durante el embarazo sano la remodelacién y control del crecimiento del trofoblasto estd mediado
por la apoptosis. La remodelacion de las arteriolas maternas esti regulada por la sefializacion
celular que depende de VEGF sobre el trofoblasto extravelloso. La poblacion de células inmunes y
su funcidn esté directamente asociada a la apoptosis constante del trofoblasto. Cuando ocurre IPP,
el equilibrio que se mantiene en el embarazo sano cambia y la respuesta inmune se direcciona a la
eliminacion del parasito y sus productos
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Figura 3. Municipios de Cordoba con riesgo malarico, segun el nimero de casos
reportados durante el afio 2009. Tasa (IPA ajustado por 1.000 expuestos) de paludismo en
Urabé, Bajo Cauca con 10 municipios, y sur de Cordoba, 2000-2016.
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En la gréafica se muestras: en el eje horizontal estan los afios de 1 a 17, o sea de 2000 a
2016, respectivamente. Fuente: elaboracidn nuestra con datos de DSSA, Secretaria
Departamental de Salud de Cérdoba y BES para Cérdoba; Dane para poblacién

Fuente: (187, 233)



Figura 4. Deteccion de células en preapoptosis y apoptosis en tejido placentario
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Se usd la técnica Tunel “marcaje in situ del ADN fragmentado” (Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling: TUNEL por sus siglas en inglés), el método detecta
fragmentacion de ADN, marcando el extremo terminal de los &cidos nucleicos. Las células positivas
para Tanel se observan de color marron. A. Tejido placentario tratado con DNAasa. (control
positivo) B. Tejido placentario sin enzima (control negativo) C Tejido placentario con infeccion
plasmodial con abundantes células color marron (células en preapotosis y apoptosis (10X). D.
Tejido placentario sin infeccion plasmodial con escasas células color marrén (células en preapotosis
y apoptosis (10X). E. Tejido placentario con infeccion plasmodial con abundantes células color
marron (células en preapotosis y apoptosis (40X). F. Tejido placentario sin infeccion plasmodial
con escasas células color marrén (células en preapotosis y apoptosis (40X). G. Porcentaje de células
en preapoptosis y apoptosis en IPP por P. falciparum y P.vivax



Figura 5. Hallazgos histopatoldgicos en tejido placentario con infeccion plasmodial
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Tejido placentaria con coloracién de H&E 40X. A. Eritrocito parasitado cerca al estroma

vellositario. B. Depésitos de hemozoina en el EIV, se observan granulos color marron. C.
Formacion de depdsitos de fibrina alrededor de una vellosidad. D. Nodos sincitiales en el
estroma vellositario. E. Abundantes infiltrados de células inmunes en el 1VS. F. Infiltrado

de células inmunes en el estroma vellositario.



Figura 6. Inmunohistoquimica para moléculas de superficie celular en tejido placentario

con infeccion plasmodial (MP+) ysin (MP)
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En las figuras se observa tejido con IPP
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Figura 7. Niveles de expresion de las citoquinas sangre periférica y tejido placentario
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A Expresion de citoquinas en sangre periférica. B. Expresion de citoquinas en tejido placentario
En todas las variables la medida se refiere a una cuantificacion relativa en la que la expresion

basal del gen constitutivo se compard con la expresion de cada citoquina segin el valor de C.

El valor de C_no tiene unidades (expresa la relacion A A C,), se expresa como niveles de

ARNmM. Gestantes con IPP (MP+) y sin infeccion (MP-). (p M-W < 0,05)..



Figura 8. Niveles de expresion de genes asociados con la apoptosis, hipoxia e

inflamacion
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PCR en tiempo real para la cuantificacion de genes asociados a dafio tisular en
placentas. En todas las variables la medida se refiere a una cuantificacion relativa en la
que la expresion basal del gen constitutivo se comparé con la expresion de cada

citoquina segun el valor de C... El valor de C_. no tiene unidades (expresa la relacion A

+ - . ., =
A C,). Gestantes con IPP (MP ) y sin infeccion (MP ). (p < 0,05)



Figura 9. Cambios histopatoldgicos en tejido placentario con IPP y sin IPP.
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A: Cantidad de cambios histolégicos en 40 campos microscopicos (40X): CID: cantidad de
celulas inmunes en decidua, CIV: cantidad de células inmunes en vellosidades, CIE: cantidad
de células inmunes en el EIV. NS: cantidad de nodos sincitiales. DF: cantidad de depositos de
fibrina. Cal: cantidad de calcificaciones.

B: Cantidad de campos con cambios histoldgicos en 40 campos microscopicos (40X): Ater:
cantidad de campos con aterosis. Necro: cantidad de campos con necrosis. Abrup: cantidad de
campos con abrupcio. Ede: cantidad de campos con edema. Hemo: cantidad de campos con

hemorragia.
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Figura 10. Inmunohistoquimica para moléculas de superficie celular en tejido

placentario con infeccion plasmodial por P. falciparum (P f), P. vivax (Pv.) y sin

infeccion (MP ).
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A. células CD4" (Linfocitos T p=0,0001) y
células CD8’ (Linfocitos T p=0,0001).

B. células CD14 (Monocitos p=0,0001),
células CD68 (Macrofagos p=0,0001),

C. células CD56 (NK p=0,0001).



Figura 11. Expresion de citoquinas en sangre periférica materna y tejido placentario
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PCR en tiempo real para cuantificar la expresion de citoquinas. A: Sangre periférica materna.
B: Tejido placentario. En todas las variables la medida se refiere a una cuantificacion relativa
en la que la expresion basal del gen constitutivo se compar6 con la expresion de cada citoquina
segun el valor de C,. Elvalorde C_no tiene unidades (expresa la relacion A A C,). Gestantes

con IPP por P. falciparum , P. vivax y sin infeccion (MP-).




Figura 12. Expresion de marcadores asociados a hipoxia, inflamacion y apoptosis en

tejido placentario con infeccion plasmodial
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PCR en tiempo real para cuantificar los genes asociados a dafio tisular en placentas. En
todas las variables la medida se refiere a una cuantificacion relativa en la que la
expresion basal del gen constitutivo se comparoé con la expresion de cada citoquina

segun el valor de C... El valor de C_. no tiene unidades (expresa la relacion A A C.).

Gestantes con IPP por P. falciparum, P. vivax y sin infeccion (MP).




Figura 13. Correlaciones significativas (p < 0,05) entre la expresion de citoquinas y

marcadores asociados a hipoxia, apoptosis e inflamacion
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Marcadores de inflamacion (COX1 y COX2), marcadores de apoptosis (Fas, FasL), marcadores
de hipoxia (HIFla y VEGF), citoquinas proinflamatorias (IFNy, TNF, IL-2), citoquinas
antiinflamatorias (IL-4) y citoquinas inmunomoduladoras (IL-10 y TGFB). Se encontraron 34
correlaciones, 15 presentaron una significacion estadistica (p < 0,05) 13 positivas y 2
negativas.



Figura 14. Correlaciones significativas (p < 0,05) entre los hallazgos histopatologicos
la expresion de citoquinas y marcadores asociados a hipoxia, apoptosis e

inflamacion
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Correlacion lineal entre los hallazgos histopatologicos y la expresion de moléculas asociadas a la
inflamacién (Citoquinas proinflamatorias, moduladoras, COX1 y COX2), la hipoxia (HIFla y
VEGF) y la apoptosis (Fas, FasL y Células Tunel positivo). Se encontraron 23 correlaciones, 17
positivas y 6 negativas; 20 presentaron una diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05)
11 positivas y 9 negativas.



Figura 15. Modelo experimental de respuesta inmune y dafo tisular durante la

infeccion en tejido placentario por P. vivax

‘/\ Trofoblasto
@ Células NK
> Macrofagos
’. Linfocitos T

- Ei
ST N Q
“,) Trofoblasto en apoptosis
COx2 : - . Linfocito T en apoptosis
‘ 8 Hz
INFy
Motor inflamatorio @ VE de trofoblasto
MO - NK - ) VE de Ei
—,
|- DF~-=NS TNF -

——— R ADODTOSIS

-C/V @ IL-2 -

"a®. ¥

Mecanismos inmunes placentarios inducidos por P. vivax. La figura representa el efecto
que puede tener los Ei y sus productos celulares como también los productos
extracelulares del trofoblasto cuando hay infeccion por P. vivax. Procesos inflamatorios
mediados por citoquinas y COX1 y COX2 son activados y a su vez también hay una
regulacion de las mismas a través de la expresion de IL-10 y TGFp, en la interfase
materno fetal el abundante infiltrado de células inmunes responden al estimulo de Ei y
sus productos como también lo hace el trofoblasto. Durante la respuesta a la infeccién
se activa la apoptosis de trofoblasto y cambios histolégicos como depoésitos de fibrina,
nodos sincitiales y calcificaciones se encuentran aumentados, reflejando que el cambio
en la expresion de citoquinas, marcadores de hipoxia, inflamacion y apoptosis también
altera la arquitectura placentaria.

IFNy, Interferon gamma; TGFp, Factor de crecimiento tisular B; TNF, factor de
necrosis tumoral; IL, interleuquina; COX, ciclooxigenasa; NS, nodos sincitiales; DF,
depdsitos de fibrina; E, edema; C, calcificaciones.



13. Tablas

Tabla 1: Comparacion de la fisiopatologia de la malaria por P. vivax y P. falciparum

Aspectos

P. vivax (Pv)

P. falciparum (Pf)

Biomasa parasitaria

Pv invade solo reticulocitos =
menor BP. Parasitemia rara vez

Eritrocitos de todas las edades.
Mayor BP. Parasitemia >2% de

(BP) >2% de eritrocitos circulantes. | eritrocitos circulantes con alta
No es clara la relacion frecuencia.
parasitemia-gravedad de B .
enfermedad (faltan estudios). Clara relacion parasitemia-

gravedad enfermedad.

Respuesta Muy alta: Muy alta:

inflamatoria muy

alta con similar BP: A) Menor A) Menor

B) Mayor B) Mayor
A) Umbral C) Mayor C) Mayor
pirogenico.

B) Activacion
endotelial.

C) Respuesta
inflamatoria
pulmonar.

P. vivax desencadena
concentraciones plasmaticas
mayores de TNF e IL10 que P.
falciparum, pero la relacién
con gravedad de la enfermedad
(GE) difiere: TNF e IFNy estan
directamente relacionados con
GE; IL-10 esta inversamente
relacionada con GE.

Contrario: el dia 1: expresion
sobre regulada de TNF, IL1J,
IFNy y TGFp en malaria grave,
con expresion reducida de 1L10.
Correlacion negativa de
expresion de 1L10 con
parasitemia y citoquinas
proinflamatorias




Citoadherencia y
formacioén de rosetas

Evidencia in vivo de patologia
mediada por secuestro, en el
mejor de los casos, modesta. Se
anota que la evidencia de este
proceso crece rapido (ver
abajo).

El mecanismo central de
enfermedad grave es la
citoadherencia al endotelio
microvascular activado de
eritrocitos infectados (Ei) con
estadios finales de Pf. Esto lleva
a secuestro y obstruccion
microvascular.

Deformabilidad y
fragilidad de
eritrocitos
infectados (Ei)

Deformabilidad de Ei (DEi)
esta aumentada.
Deformabilidad puede estar
acompanada de fragilidad de Ei
y E no infectados.

DEi y no infectados esta
reducida.

Activacion
endotelial (AE) y
trombosis alterada

Concentraciones de activadores
endoteliales circulantes (AEC)
son altas (ICAM-1, selectina E)
0 mayores (angiopoyetina 2) en
malaria vivax que en malaria
falciparum no complicada. Sin
embargo, otras consecuencias
de la trombosis alterada pueden
ser mas importantes: factor von
Willebrand elevado y
ADAMTS-13 reducido.

Concentraciones de AEC son
bajas (ICAM-1, selectina E) o
menores (angiopoyetina 2) en
malaria falciparum no
complicada que en malaria
vivax.




Susceptibilidad a
coinfeccion
bacteriana

Riesgo de bacteremia
aumentado sin comprobar.
Procesos fisiopatoldgicos
similares son posibles en
malaria vivax.

Hay pocos informes de
coinfecciones bacterianas en P.
vivax fuera de Africa
subsahariana

Riesgo de bacteremia esté
elevado. P. falciparum usa
diferentes mecanismos. Gémez-
Pérez et al 2014 hipotetizan que
malaria falciparum es factor
perjudicial de funcion del bazo
inmaduro de nifios pequefios,
que lleva a estado hipo-esplénico
durante episodios de malaria,
poniéndolos en alto riesgo de
desarrollar infecciones
bacterianas que amenazan la
vida.

Elaboracion de Jaime Carmona-Fonseca 2017. Fuente: (117, 118, 124, 224, 234).




Tabla 2: Clasificacion de la infeccion malarica en tejido placentario

Clasificacion

Referencia

Aguda: se observa parasitos y la HZ es escasa 0 ausente.
Cronica: se observa parésitos y HZ abundante.
Pasada: no se observa paréasitos pero si HZ.

(152, 235)

Activa: se observa parésitos y no se observa hemozoina ni
en macréfagos ni en fibrina.

Cronica — activa: se observa parasitos y hemozoina en
macrofagos o en fibrina.

Cronica — pasada: no se observa parasitos, solamente
hemozoina.

(147, 150, 151, 236)




Tabla 3: Descripcion de cebadores y sondas empleadas para el diagnéstico molecular.

Especie Secuencia 5° - 3’
F: GTTAAGGGAGTGAAGACGATCAGA

Plasmodium R: AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA

spp P: FAM-ACCGTCGTAATCTTAACCATAAACTATGCCGACTAG-
TAMRA
F: CCGACTAGGTGTTGGATGAAAGTGTTAA

P. falciparum R: AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA
P: Quasar670-AGCAATCTAAAAGTCACCTCGAAAGATGACT-
BHQ2
F: CCGACTAGGCTTTGGATGAAAGATTTTA

P vivax R: AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA

P: TAMRA-AGCAATCTAAGAATAAACTCCGAAGAGAAAATTCT-
BHQ2




Tabla 4: Variables evaluadas en el estudio de histologia placentaria. Lectura de 40 campos

con aumento 40X

Zonay variable

‘ Valor por campo

Decidua

Células inmunes*

0a “X” en cada uno de los 40 campos
evaluados

Aterosis: cambio en las arterias de la decidua, en concreto el
engrosamiento del endotelio arterial

Necrosis: area isquémica con lesiones degenerativas en
decidua

Abrupcio: hemorragia en decidua

0 a1 en cada uno de los 40 campos
evaluados

Vellosidad

Células inmunes*

0a “X” en cada uno de los 40 campos
evaluados

Infarto: isquémica de una regién grande del tejido
placentario.

0 a1 en cada uno de los 40 campos
evaluados

Deposito de fibrina: acumulacion de fibrina en el estroma de
las vellosidades o alrededor de las vellosidades

0a “X” en cada uno de los 40 campos
evaluados

Nodo Sincitial: pequefias areas de vellosidades terminales con
el adelgazamiento del sincitiotrofoblasto que los cubre y
engrosamiento de la membrana basal del trofoblasto

0a “X” en cada uno de los 40 campos
evaluados

Edema: acumulacién de liquido en el estroma de las
vellosidades coridnicas, que se caracteriza por la expansion o
hinchazén de la vellosidades y la presencia de espacios
blancos en el estroma

0 a1 en cada uno de los 40 campos
evaluados

Numero de vellosidades por campo: promedio de
vellosidades por campo

0a “X” en cada uno de los 40 campos
evaluados

Capilares por vellosidad: promedio de capilares en cada una
de las vellosidades

0a “X” en cada uno de los 40 campos
evaluados

Espacio intervelloso

Células inmunes*

0a “X” en cada uno de los 40 campos
evaluados

Hemorragia: acumulo de eritrocitos en el espacio intervelloso

0 a1 en cada uno de los 40 campos
evaluados

Trombo: coagulo de sangre como resultado de la hemorragia

0 a1 en cada uno de los 40 campos
evaluados

Calcificaciones: depdsitos de sales de calcio en el tejido

0a “X” en cada uno de los 40 campos
evaluados

* Las células de la decidua, vellosidades y el espacio intervelloso. La célula inmune tienen nucleos
que se tifien densamente (la cromatina es gruesa y voluminosa) y casi es la célula completa, con
solo o ligero borde de citoplasma alrededor de los nucleos. Puede encontrarse un ndcleo
fragmentado en dos a cinco l6bulos redondeados u ovoides que estdn conectados con filamentos

finos de cromatina.




Tabla 5: Cebadores y sondas empleados en la cuantificacion del ARNm de citoquinas y
marcadores de dafio tisular, hipoxia e inflamacion.

Gen Secuencia 5° - 3’

: CGAGCGCGGCTACAGCTT
: CCTTAATGTCACGCACGATT
: FAM-ACCACCACGGCCGAGCGG-TAMRA

Bactina

: TGATTTTGAATGGAATTAATAATTACAAG
: TTTCAGTTCTGTGGCCTTCTT
: FAM-CCCAAACTCACCAGGATGCTCACATT-TAMRA

IL2

: GCCTCACAGAGCAGAAGACTC
: CAGTTGTGTTCTTGGAGGCA
: FAM-TGCACCGAGTTGACCGTAACAGACA-TAMRA

IL4

: CCTGGAGGAGGTGATGCCCCA
: CAGCGCCGTAGCCTCAGCC
: FAM-CAAGGCGCATGTGAACTCCCTG-TAMRA

IL10

: TCAGAGCTCCGAGAAGCGGTA
: GTTGCTGTATTTCTGGTACAT
: FAM-CCGGGCAGAGCTGCGTCTGCTGA-TAMRA

TGFB

: GAAGAATTGGAAAGAGGAGAGTGA
: TGGACATTCAAGTCAGTTACCG
: FAM-TTCCTTGATGGTCTCCACACTCTTTTGG-TAMRA

IFNy

: GCCCAGGCAGTCAGATCA
: GCTTGAGGGTTTGCTACAACA
: FAM-CCCGAGTGACAAGCCTGTAGCCC-TAMRA

TNF

: AGCAGCTTTTCCAGACGACC
: CGGTTGCGGTATTGGAACTG
: FAM-CTGGCCTCAGCACTCTGGAATGACAA-TAMRA

COX1

: CCTGATCCCCAGGGCTCAAAC
: TTGGTGAAAGCTGGCCCTCG
: FAM-TGCCCAGCACTTCACGCATCAGTT-TAMRA

COX2

: TCTACCTCCACCATGCCAAGT
: TGCGCTGATAGACATCCATGA
: FAM-CCAGGCTGCACCCATGGCAGA-TAMRA

VEGF

: CCAAATCCAGAGTCACTGGAACTT
: AGGTGAACTTTGTCTAGTGCTTCCAT
: FAM-TACCATGCCCCAGATTCAGGATCAGACAC-TAMRA

HIF1la

: CTGGGGATGTTTCAGCTCTTC
: GTCCTGCTTTCTGGAGTGAAG
: FAM-TTCCTTGATGGTCTCCACACTTTTTGG-TAMRA

FasL

: AAGGAGTACACAGACAAAGCCC
: GGGTGGCTTTGTCTTCTTCTT
: FAM-CAAGGCGCATGTGAACTCCCTG-TAMRA

Fas
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Tabla 6: Caracteristicas generales de las gestantes incluidas en el estudio de histopatologia

placentaria
Infeccion plasmodial placentaria
Variable Negativa | P. falciparum P. vivax p(K - W)*
(n=64) (n=36) (n=26)
Edad: afios
(media +DE) 22+58 27 +£6,7 23+6,2 0,456
Edad gestacional
semanas 38+14 38+15 38+14 0,215
(media £DE)
Hemoglobina: g/dL
(media DE**) 11,61+1,12 | 11,01+0,87 11,22 + 0,84 0,013
Peso al nacer: g
(media +DE) 3.170 +358 2.923 £ 272 2.820 + 211 0,001
* Significacion estadistica (p <0,05) en la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para los
dos grupos.

**Desviacion estandar



Tabla 7: Eventos histolégicos placentarios segun presencia de MP por gPCR

A. Deciduitis, villitis e intervillitis

Células inmunes Malaria placentaria N
(media £DE**) Negativa (n=64) Positiva (n=62) p(M-W)
Decidua 11,2+2,8 56 + 38,76 0,001
Vellosidad 20,52 + 12,44 38,84+ 13,4 0,039
EIV 59,16 + 23,8 131,28 +41,9 0,001
* Significacion estadistica (p <0,05) en la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para los
dos grupos.

**Desviacion estandar

B. Eventos por zonas de la placenta

Malaria placentaria

Area placentaria | Evento (media +DE**) | Negativa Positiva p(M-W)*
(n=64) (n=62)

/Aterosis 1,28 +1,52 0,68+1,12 0,226

Decidua Necrosis 0,00 £ 0,00 0,44 +1,18 0,804

Abrupcio 2,28 +2,69 1,92 + 3,48 0,072

Infarto 7,6 9,16 11,6 +10,04 10,341

Edema 8,8+7,92 6,4 + 6,20 0,029

. Nodos sincitiales 109.6 + 55,84 [123,6 + 49,24 (0,023
Vellosidad

Depédsitos de fibrina 732+2112 |748+27,36 (0,764

Vellosidad por campo  |356,4 + 66,28 |338,4 + 64,20 (0,442

Capilares por vellosidad (3,99 +1,000 (3,86+1,303 (0,589

Hemorragia 16,8 + 8,08 12 +7,76 0,639

EIV Trombo 1,6 +£0,24 1,05+0,08 0,838
Calcificaciones 2,40 £0.28 14,24 +9,9 0,027

* Significacion estadistica (p <0,05) en la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para los

dos grupos.
**Desviacion estandar



Tabla 8. Poblacion celular en placentas con y sin infeccion plasmodial

Malaria placentaria

Negativa (n=25)**

Positiva (n=50)***

Células y % . % p(M-W)*
Media tDE**** vis(;o esperado Media £tDE vis(t)o esperado
(92) (147, 197)
CD56"
NK 76,80+3,:88 | 45 70 0T 0,0001
uterinas '
CD68"
Macréfagos 45,04 + 2,98 ” . 89,14 + 4,35 s Aumentad 0,0001
CD14" 0
Monocitos 30,16 £ 4,25 53,82 + 3,30 0,008
CD4"
Linfocitos 11,12+0,97| 6 14,94 + 2,32 6 0.135
T 3
CcDs8*
Linfocitos 968+1,03| 6 12,34 +£1,36 4 0,071
T

* Significacion estadistica (p <0,05) en la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para los

dos grupos.

**Cantidad total en promedio: 170 células en 40 campos
***Cantidad total en promedio: 270 células en 40 campos
**** Desviacion estandar




Tabla 9: Niveles de expresion de las citoquinas en tejido y sangre periférica

Sangre periférica materna

Malaria placentaria

Mayor valor de

Citoquina iti i
(mediaqiDE**) Negativa Positiva Posﬂwas(;g.) I’\clegatlvas D (M-W)***
(n=25) (n=50)
IL2 2,03+ 2,65+1,18 30 0,285
0,50
IL4 1,41 + 1,63 £0,34 16 0,346
0,50
IL10 0,98 + 3,49 + 0,64 256 0,002
0,45
TGFp 0,97+0,9 1,93+1,18 97 0,120
IFNy 3,15+ 7,84 +1,08 149 0,002
0,72
TNF 3,08 +0,41 8,96 + 0,46 191 0,002
Tejido placentario
Malaria placentaria 5 ¥ayor Valllor dte'
Citoquina - — ositivas vs. Negativas x
(media +DE**) N(ig:azté\;a I?ﬂiggf (%) * p (M-W)
IL2 1,09 £ 1,30 £ 0,42 19 0,332
0,28

IL4 1,42 £ 1,60 £0,75 13 0,240
0,62

IL10 1,20 £ 3,78 +0,93 215 0,0001
0,18

TGFp 2,03+ 3,5+0,83 72 0,008
0,42

IFNy 2,38 +0,46 9,84 +0,16 313 0,0001

TNF 3,10+0,83 | 11,89+0,75 283 0,0001

*Comparacion de las medias [(media “positivas”/media “negativa’) x 100]-100
** Desviacion estandar
*** Significacion estadistica (p <0,05) en la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para

los dos grupos.




Tabla 10: Expresion de marcadores asociados a apoptosis, hipoxia e inflamacion

Malaria placentaria

Mayor valor de

Marcador - — i
Proceso (media +DE*+) | Negativa | Positiva Positivas vs. p (M-W)***
- (n=25) (n=50) | Negativas (%) *
) Fas 5,12+0,75 | 5,53+0,46 8 0,140
Apoptosis

FasL 6,95+0,89 | 5,60+0,35 -19 0,003
Hipoxia HIF1la 0,96+0,26 | 1,23+1,01 28 0,876
P VEGF 1,23+0,45 | 1,32+1,06 7 0,281
Inf . COX1 1,78+0,46 | 6,95+0,31 290 0,0001
nlamacion I"~5y 0,98+0,35 | 3,87+0,09 286 0,0001

* Comparacion de las medias [(media “positivas”/media “negativa”) x 100]-100

** Desviacion estandar
*** Significacion estadistica (p <0,05) en la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para

los dos grupos.




Tabla 11: Caracteristicas generales de las gestantes incluidas en el estudio

Malaria placentaria

1 *
Va_rlable** Sin infeccidn P. falciparum P. vivax P (K-W)
(mediatDS**) _ . _
(n=25) (n=25) (n=25)
Edad: afios
(media +DE) 21,9+ 4.7 254+7,2 22,2+ 5,7 0,535
Edad gestacional:
semanas 38,2319 37,8+3,0 38+14 0,139
(media +DE)
Hemoglobina:
g/dL 11,68+ 1,84 11,06 + 0,99 11,22 £ 0,99 0.019
(media £DE)
Peso al nacer: g
(media +DE) 3018 + 273 2884 + 322 2820 £ 218 0,001

*Significacion estadistica (p <0,05) en la prueba de anova

Wallis para los tres grupos
** Desviacion estandar

no paramétrica de Kruskal-




Tabla 12: Cambios histopatoldgicos en placenta de acuerdo a la especie de Plasmodium.
Cantidad en 40 campos microscopicos

Sin infeccion | P. falciparum P. vivax
p (K-W)*
Eventos (Media + DE) | (Media + DE) | (Media + DE)
n= 64 n= 36 n= 26
Decidua
Aterosis 13+14 01+1.2 06+11 0,151
Necrosis 0,0+0,0 04+0,2 0,1+0,3 0,350
Abrupcio 21+24 2,7+38 06+21 0,039
CID 95+124 74,8 + 18,5 58 +21,9 0,0001
Vellosidad
Infarto 8,7+ 8,7 104+11,1 141+9 0,101
Edema 8,4+5,8 74+57 45+49 0,037
Depositos Fibrina 74,4 + 22,9 87,6 +33,6 64,6 + 19,7 0,138
Nodos sincitiales 112 + 64,9 146,8 + 56 133,7 + 40,6 0,028
Vellosidades 380 + 56,6 360,8 + 49,1 325,6 + 63,8 0,036
Capilares/Vellosidad 41+1 39+14 33+1 0,050
Clv 239+124 46 + 18,5 35,6 +219 0,0001
Espacio intervelloso
Hemorragias 17,0+ 8,2 12,8+ 7,6 11,6 + 8,6 0,090
Trombo 2,0+ 3 1+19 14+23 0,345
Calcificaciones 2+28 128+7,6 11,6 +8,6 0,024
CIEIV 53,5+ 24,8 157,5 + 63,5 126,9 + 49,4 0,0001

*Significacion estadistica (p <0,05) en la prueba de anova no paramétrica de Kruskal-
Wallis para los tres grupos.




Tabla 13: células en tejido placentario de acuerdo a la especie de Plasmodium que causa la
infeccion

i Malaria placentaria p (K-W)*
Poblacion celular — — - -

(media=DS) Sin infeccion | P. falciparum P. vivax Para 3
(n=25) (n=25) (n=25) grupos

Monocitos (CD14+) 30,16+4,16 54,64+3,36 53+2,93 0,0001
Macrofagos (CD68+) | 45,04+2,92 92+3,24 86,28+3,18 0,0001
Linfocitos T (CD4+) 11,12+0,95 15,20+3.02 14,68+1,12 0,0001
Linfocitos T (CD8+) 9,68+1,01 12,28+1,31 12,40+1,39 0,0001
Células NK (CD56+) | 76,80+3,81 100,24+7,64 100,56+9,06 0,0001

*Significacion estadistica (p <0,05) en la prueba de anova no paramétrica de Kruskal-
Wallis para los tres grupos

Entre P falciparum y P. vivax, no se observo ninguna diferencia estadisticamente
significativa



Tabla 14: Expresion de citoquinas en sangre periférica materna y tejido placentario

Sangre periférica

Moléculas

Malaria placentaria

expresadas L . _ _ p (K-W)*
(mediaDS) Sin m_feccmn P. falc_lparum P. \ilvax Para 3 grupos
(n=25) (n=25) (n=25)
IL2 203+050| 2,62+0,31 2,68 +0,17 0,377
IL4 1,41+£0,50| 1,62+0,39 1,64 +0,19 0,151
IL10 098+045| 35+0,26 3,48 £ 0,27 0,002
TGFp 097+111| 195+0,22 1,91 £ 0,27 0,131
IFNy 3,15+0,72| 8,32+1,86 7,36 £ 0,29 0,002
TNF 3,08+0,41| 8,82+1,68 9,1+0,49 0,002
Tejido Placentario
Moléculas Malaria placentaria .
expresadas . g . _ p (K-W)
(mediaDS) Sin |n_feCC|on P. falc_lparum P. \ilvax Para 3 grupos
(n=25) (n=25) (n=25)
IL2 1,09+0,28| 140+0,18 1,20+ 0,16 0,270
IL4 1,42+0,62| 155+0,32 1,65+0,24 0,332
IL10 1,20+0,18| 3,70+0,57 3,86 +0,91 0,0001
TGFB 2,03+0,42| 3,64+0,47 3,36 £ 0,47 0,005
IFNy 2,38+0,46| 10,58 + 1,54 9,10 + 0,60 0,0001
TNF 3,10+0,83| 11,79+0,71 | 11,99+ 0,49 0,0001

*Significacion estadistica (p <0,05) en la prueba de anova no paramétrica de Kruskal-
Wallis para los tres grupos
Entre P falciparum y P. vivax, no se observd ninguna diferencia estadisticamente

significativa




Tabla 15: Expresion de marcadores asociados a hipoxia, inflamacion y apoptosis

Molécula

Malaria placentaria

expresada Sin infeccion | P. falci i p (K-W)"
. - faiciparum P. vivax Para 3 grupos
(mediatDS) (n=25) (n=25) (n=25)

Fas 5,12+0,75 5,37 +0,47 5,69+0,45 0,143
FasL 6,95+0,89 5,55+ 0,38 5,65+ 0,33 0,023
HIF1la 0,96+0,26| 1,28+0,33 1,18 +0,31 0,956
VEGF 1,23+0,45 1,29+ 0,30 1,35+0,29 0,747
COX1 1,78+0,46 6,91+ 1,80 6,99 +1,21 0,0001
COX2 0,98+0,35 3,92+ 0,55 3,82+ 1,66 0,0001

*Significacion estadistica (p <0,05) en la prueba de anova no paramétrica de Kruskal-
Wallis para los tres grupos
Entre P falciparum y P. vivax, no se observOo ninguna diferencia estadisticamente

significativa




Tabla 16: Expresion de marcadores de dafio tisular y citoquinas en tejido placentario y cultivo de células BeWo.

Moléculas

Malaria placentaria (n)

Células BeWo (n)

expr_esadas infescigi()n falcippérum P. vivax estisrlr?ulo Ei Pt Sc?ﬁtri?/rc;adds rF]>tfe EiPv Plasma
(mediaxDS) (n=25) (n=25) (n=25) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Fas 5,12+0,75| 5,24 £ 0,47 537+045 (4,08+0,12|8,03+0,08 | 7,58+0,05 |835+0,17| 8,57+0,13
FasL 6,95+0,89| 5,75+ 0,38 581+0,33 ([659+0,78|834+0,19| 558+0,34 |7,77+0,32| 6,00+0,03
HIFla 0,96+0,26| 1,18 £0,33 1,11+031 |106+095|137+0,16| 129+0,17 |1,34+0,30| 1,26+0,25
VEGF 1,23+0,45| 1,05+ 0,30 1,01+0,29 |154+055|147+0,20| 167+041 |[157+0,37| 1,74+0,21
COX1 1,78+0,46| 6,38 + 1,80 6,34+1,21 |[356+043|836+0,24| 9,23+0,11 |8,96+0,58|10,10 £ 0,04
COX2 0,98+0,35| 3,86 + 0,55 357+166 [398+098|774+0,19| 8,24+0,24 |735+0,11 | 8,14+0,48
IL2 1,09+0,28| 1,40+ 0,18 1,90+0,16 |199+0,87 (4,30 £0,19| 3,73 £0,31 |4,30 +0,22| 4,36 +0,25
IL4 1,42 +0,62| 1,55+0,32 155+0,24 |2,05+0,02 (4,41 +0,39| 4,74 £0,37 |4,42 +0,21| 5,05 +0,06
IL10 1,20+ 0,18| 3,77 + 0,57 386+091 |[3,76+085|7,52 £0,10| 6,71 +0,22 |7,33 £0,20| 6,70 +0,20
TGFB 2,03+0,42| 3,36 +0,47 3,33+0,47 |256%+0.96 9,72 +0,65| 5,75 +0,14 |8,68 +0,71| 7,39 £0,50
IFNy 2,38+0,46|10,58+ 1,54| 9,02+060 |3,01+1,02|6,20 £0,18| 6,53 +0,09 |6,43+0,10|6,51 £0,18
TNF 3,10 +0,83| 10,16 +0,71 | 11,79+0,49 |4,07+12416,51 £0,29| 6,32 +0,21 [6,64 +0,09| 6,73 £0,22
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14. Anexo

Formulario 1: DATOS DEMOGRAFICOS Y ANTECEDENTES

1. Municipio (nombre) Fecha / /
(dia/ mes /afio) / /
2. Cadigo paciente (codigo municipio + # paciente + iniciales nombres y apellidos) | | | | | | | | |

1: Turbo, 2: Monteria 8: Tierralta 92: Puerto Libertador (Parto) O 7> #paciente. letras

DATOS DEMOGRAFICOS

3. Edad (afios cumplidos): afios |

4. Régimen de Salud: 1(_)Contributivo (EPS) 2( ) Subsidiado (ARS) 3( ) Otro: Entidad: 4( ) Ninguno

ANTECEDENTES

5.Lugar de residencia / / /
Departamento Municipio Vereda Barrio

6.Lugar de procedencia / / /
Departamento Municipio Vereda Barrio

7.Zona de residencia 1(_ )Cabecera  2( )Periferia

8.Ddnde estuvo durante los 15 dias antes del parto? / / /
Departamento Municipio Vereda Barrio

9.Le ha dado malaria en el Ultimo afo 1()Si: 2(_)No 3(_)No sabe

10. Quién le dijo que era malaria (a)

11. Cuéntas veces le ha dado malaria en el tltimo afio? veces

12. Cuéndo fue la Ultima vez que le dio malaria? 1( )Menos 1 mes 2( )1-6 meses 3( )7-12 meses 4( )No sabe

(a) nombre de la fuente: en el puesto de malaria, un médico/enfermero, en la farmacia, etc.

Formulario 2: COMENTARIOS (Resumen Historia Clinica)

1. Municipio (nombre) Fecha / /
(dia/ mes /afio) / /
2. Codigo paciente (codigo municipio + # paciente + iniciales nombres y apellidos) | | | | | | ‘ | |

1: Turbo, 2: Monteria 8: Tierralta 92: Puerto Libertador (Parto) Q 7> #paciente. letras

En este espacio recuerde transcribir los datos sobre, hemograma, hemoglobina, peso al nacer, antecedentes de malaria y
demas resultados que considere importantes sobre la historia clinica de la gestante. Recuerde obtener la copia del CLAP que
se diligencia en el momento del parto.

Nombre de quien llena el formulario Fecha
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