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Reflexion personal

Un doctorado es mucho mas que un titulo. Es un arduo pero fascinante y apasionante
(aunque muchos no lo encuentren asi) proceso de formacion académica y personal, que nos
regala la oportunidad de sumergirnos en las profundidades de un campo especifico del
conocimiento. Es un proceso de reflexion constante, de altos y bajos, de aprendizajes y
ensefianzas, de crecimiento en muchas dimensiones de la vida y, aunque por momentos nos
sintamos perdedores, siempre estamos ganando. Es un proceso que exige muchos sacrificios
y mucha disciplina. Puede quebrantar nuestra forma humana mas vulnerable, pero tiene el
potencial de reconstruirnos para convertirnos en personas e investigadores resilientes,
decididos, humildes y conocedores. Este proceso requiere tiempo, dedicacion y paciencia.
Es un verdadero viaje en altamar. Si estas en este viaje o pretendes iniciarlo, por favor no te
rindas. No se trata de conseguir el titulo, se trata de convertirse en un individuo dotado de
capacidades personales y académicas para sostener una carrera investigadora, la cual segiin
el Ministerio de Educacion Espafiol “supone un reto personal, el acceso a los mayores niveles
de formacion posibles, pero es ademds una aventura apasionante, supone convertirse en
agente activo en generacion de conocimiento y de nuevos descubrimientos que haran que la
sociedad futura sea mas justa, solidaria, respetuosa del medio ambiente, con una mejor
ordenacion del territorio, con un patrimonio cultural e histérico mas valorado y cuidado,
capaz de vencer nuevas enfermedades, capaz de realizar una medicina realmente preventiva
y para todos, con un tejido empresarial méas innovador y por tanto con una economia mas
productiva”.

Cuando decidas emprender este viaje, lleva muy claro en tu mente que los vientos y las
mareas arreciaran durante tu trasegar en altamar, pero debes resistir, insistir, persistir y nunca
desistir, porque cuando sientas que ya no puedes luchar mas contra ellos, es que estas mas
cerca de tierra firme. Recuerda también que otras personas han emprendido el viaje, otras ya
estan llegando, otras ya han llegado y otras han renunciado. Encontraras personas durante el
viaje que te animaran a seguir, otras te diran que es imposible seguir y otras muy escasas

hasta ayudaran a remar, por eso td, sigue remando... No te rindas.



Resumen

Introduccion: 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 o submicroscopicas y sintomaticas o asintomadticas. Como el paludismo en
general, la MAE en Colombia es causada principalmente por Plasmodium vivax (60-70%
de morbilidad) y P. falciparum. La infeccion plasmodial placentaria provoca alteraciones
y francas lesiones histopatologicas, asociadas a anormalidades en la expresion de
citoquinas y quimioquinas. Los estudios colombianos sobre MAE son incipientes.
La MG por P. vivax ha sido conocida desde hace muchos afios pero su impacto sobre la
salud materna y neonatal solo ha empezado a estudiase recientemente, pero aun hay
insuficiencia.

Objetivo: describir aspectos fundamentales del perfil clinico-epidemiologico, de la
respuesta inmune contra el parasito, la infeccion placentaria, la genética y la citoadherencia
parasitarias durante la infeccion gestacional por P. vivax en zonas palidicas de Colombia.
Metodologia: en gestantes con malaria por P. vivax se midi6 la prevalencia de signos y
sintomas clinicos, hallazgos de laboratorio, cambios histopatologicos placentarios y
desenlaces obstétricos adversos. Ademads, se evaluo la eficacia de la monoterapia con
cloroquina (dosis estandar) para curar el ataque agudo y se midio la incidencia de la primera
recurrencia. También se midieron respuestas de anticuerpos especificos frente a proteinas
recombinantes de P. vivax y se explor6 su relacion con el estado clinico de la gestante
infectada y los desenlaces obstétricos adversos. Se hizo cuantificacion de la expresion
génica de citoquinas proinflamatorias (TNFa e IFNy), antiinflamatorias (IL-10 y TGF-p)
y quimioquinas (IL-8, MIP-1 y MCP-1) en sangre periférica materna y tejido placentario,
asi como de los niveles de expresion de genes asociados al desarrollo fetoplacentario
(VEGF, IGF-1 e HIF-1a) en este tejido; por ultimo, se caracterizaron genéticamente los
aislamientos P.vivax obtenidos y se evalud capacidad de citoadherencia de estos

aislamientos en un modelo placentario de células BeWo.



Resultados: las manifestaciones clinicas mas frecuentes de la enfermedad fueron la cefalea
(100%), los escalofrios (90%) y la fiebre (82%); la triada de estas manifestaciones clinicas
se presentd en 76% de los casos. En todos los pardmetros de laboratorio evaluados se
observaron diferencias estadisticas significativas al compararlos con los del grupo de
gestantes sin malaria vivax (grupo control), excepto para los niveles de bilirrubina indirecta
y de aspartato aminotransferasa. No se observaron desenlaces obstétricos adversos (abortos,
mortinatos o muertes maternas). Solo se halld bajo peso al nacer en seis recién nacidos, no
se observaron mortinatos ni muertes maternas.

Se hall6é que la monoterapia con cloroquina tuvo eficacia de 95% para curar el ataque agudo
de malaria gestacional por P. vivax pero la frecuencia de recurrencias tipo recaida es muy
alta (minimo 33%) en este grupo poblacional, que no recibe primaquina en su tratamiento.
Se detectaron respuestas de anticuerpos especificos frente a todas las proteinas
recombinantes de P. vivax en los dos grupos (gestantes y no gestantes) y momentos (ingreso
con ataque agudo de malaria y en parto), excepto para los péptidos sintéticos LP1 y LP2.
También se encontré que la infeccién gestacional y placentaria por P. vivax modula la
expresion de genes que codifican citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias y
quimioquinas, de tal manera que la expresion de todos ellos esta significativamente mas
aumentada en gestantes con malaria vivax que gestantes sin la infeccién plasmodial y mas
elevada en el ataque agudo que en la recaida.

El perfil histologico y la expresion génica de tres mediadores asociados con el desarrollo
fetoplacentario (VEGF, IGF-1 e HIF-1a) mostraron inequivocas alteraciones. En el grupo
“sin historia de MG en ingreso y sin Plasmodium en parto” (grupo “sano” o control) los
niveles de expresion de IGF-1 fueron significativamente mas altos (p=0,0001) que en los
grupos “con MGV en ingreso y con Plasmodium en parto” y con “MGV en ingreso y sin
Plasmodium en parto”. La situacion contraria se hallé con HIF-1a: los niveles de expresion
fueron significativamente mas bajos (p=0,0005) en el grupo Control que en los que
presentaron MGV en ingreso. El mediador VEGF no mostr6 diferencia significativa entre los

tres grupos.



Los hallazgos histologicos en el grupo Control (“sin historia de MG en ingreso y sin
Plasmodium en parto”) ayudan a consolidar el conocimiento sobre las caracteristicas tisulares
normales y su frecuencia y cantidad. Algunas caracteristicas no se hallaron en ellas (necrosis,
por ejemplo), mientras otras estan presentes en todas las placentas (aterosis y edema) junto
con vellosidades coridnicas, vasos capilares vellositarios, nodos sincitiales, depositos
fibrinoides; otras caracteristicas tuvieron frecuencia entre 6 y 71%. La diferencia en la
frecuencia de algunas caracteristicas es significativa entre los tres grupos y en otras no lo es.
En cuanto a la cantidad de la caracteristica, y comparando los tres grupos descritos, la
infeccion plasmodial reduce la aterosis, el edema y la cantidad de vellosidades, mientras
produce aumento de necrosis, calcificaciones, hemorragias, nodos sincitiales, células
inmunes en vellosidades y espacio intervelloso. Los depositos fibrinoides, los capilares por
vellosidad, los trombos y las células inmunes en decidua no mostraron diferencia
significativa.

Por otra parte, los resultados de este trabajo de investigacion confirman la alta diversidad
genética de P. vivax demostrada segin numero de alelos, alelos predominantes,
policlonalidad y heterocigosidad esperada.

Los aislamientos parasitarios procedentes de sangre periférica de poblacion gestante (n=5) y
no gestante (n=39) no mostraron capacidad de citoadherencia al modelo placentario de
células BeWo bajo las condiciones experimentales empleadas.

Conclusion: este estudio permitié generar nueva informacion y consolidar otra acerca del
papel patogénico de P. vivax durante la infeccion gestacional y placentaria por P. vivax en
zonas paludicas de Colombia, que permite avanzar en la comprension mas integral de este
problema y asi redireccionar de manera mas eficaz las estrategias de control implementadas.
Es importante senalar que la monoterapia con cloroquina conserva un excelente desempefio
para curar el ataque agudo de malaria vivax en gestantes, pero urge encontrar solucion al

problema de la alta frecuencia de recaidas por no poder usar primaquina.

Palabras clave: malaria, embarazo, Plasmodium vivax, salud materna, recién nacido



Abstract

Introduction: malaria associated with pregnancy (MAP) appears in several ways and
causes gestational malaria (GM), placental malaria (PM) or congenital malaria (CM), either
isolated or in combination. The necessary sequence is, of course, GM = PM - CM.
Furthermore, in MAP both the disease and microscopic or submicroscopic and
symptomatic or asymptomatic infections are important. Like malaria in general, MAP in
Colombia is mainly caused by Plasmodium vivax (60-70% morbidity) and P. falciparum.
Placental plasmodial infection causes alterations and frank histopathological lesions,
associated with abnormalities in the expression of cytokines and chemokines. Colombian
studies on MAP are incipient. GM due to P. vivax (GMV) has been known for many years,
but its impact on maternal and neonatal health has only recently begun to be studied, but
there is still insufficient research.

Objective: to describe fundamental aspects of the clinical-epidemiological profile, the
immune response against the parasite, placental infection, genetics and parasitic
cytoadherence during gestational infection by P. vivax in malarial areas of Colombia.
Methodology: in pregnant women with P. vivax malaria, the prevalence of clinical signs
and symptoms, laboratory findings, placental histopathological changes, and adverse
obstetric outcomes were measured. In addition, the efficacy of chloroquine monotherapy
(standard dose) in curing the acute attack was evaluated and the incidence of first recurrence
was measured. Specific antibody responses against recombinant P. vivax proteins were also
measured and their relationship with the clinical status of the infected pregnant woman and
adverse obstetric outcomes were explored. Genetic expression of proinflammatory (TNFa
and IFNy) and anti-inflammatory (IL-10 and TGF-f) cytokines and chemokine (IL-8, MIP-
1 and MCP-1) was quantified in maternal peripheral blood and placental tissue. As well as
the expression levels of genes associated with fetoplacental development (VEGF, IGF-1
and HIF-la) in this tissue; Finally, the obtained P. vivax isolates were genetically
characterized and the cytoadherence capacity of these isolates was evaluated in a placental
model of BeWo cells.

Results: the most frequent clinical manifestations of the disease were headache (100%),
chills (90%) and fever (82%); the triad of these clinical manifestations occurred in 76% of
cases. In all the laboratory parameters evaluated, statistically significant differences were

observed when comparing them with those of the group of pregnant women without malaria



vivax (control group), except for the levels of indirect bilirubin and aspartate
aminotransferase. No adverse obstetric outcomes (miscarriages, stillbirths, or maternal
deaths) were observed. Low birth weight was found in only six newborns, no stillbirths or
maternal deaths were observed.

Chloroquine monotherapy was found to be 95% effective in curing the acute attack of
gestational P. vivax malaria, but the frequency of relapse-type recurrences is very high
(minimum 33%) in this population group, which does not receive primaquine in its treatment.
Specific antibody responses against all P. vivax recombinant proteins were detected in both
groups (pregnant and non-pregnant) and time points (admission with acute malaria attack
and delivery), except for the synthetic peptides LP1 and LP2.

It was also found that gestational and placental infection by P. vivax modulates the expression
of genes encoding proinflammatory and anti-inflammatory cytokines and chemokines, in
such a way that the expression of all of them is significantly higher in pregnant women with
vivax malaria than in pregnant women without the plasmodial infection and higher in the
acute attack than in the relapse.

Histological profile and gene expression of three mediators associated with fetoplacental
development (VEGF, IGF-1 and HIF-1a) showed unequivocal alterations. In the group “with
no history of GM on admission and without Plasmodium at delivery” (“healthy” or control
group) IGF-1 expression levels were significantly higher (p=0.0001) than in the groups “with
GMV in admission and with Plasmodium at delivery” and with “MGV in admission and
without Plasmodium at delivery”. The opposite situation was found with HIF-1a: expression
levels were significantly lower (p=0.0005) in the Control group than in those who presented
GMYV on admission. The VEGF mediator showed no significant difference between the three
groups.

Histological findings in the Control group (“no history of GM on admission and no
Plasmodium at delivery”) help to consolidate knowledge about normal tissue characteristics
and their frequency and quantity. Some characteristics were not found in them (necrosis, for
example), while others are present in all placentas (atherosis and edema) together with
chorionic villi, villous capillaries, syncytial nodes, fibrinoid deposits; other characteristics
had a frequency between 6 and 71%. The difference in the frequency of some characteristics

is significant between the three groups and in others it is not.



Regarding the quantity of the characteristic, and comparing the three groups described,
plasmodial infection reduces atherosis, edema and the number of villi, while it produces an
increase in necrosis, calcifications, hemorrhages, syncytial nodes, immune cells in villi and
space intervillous. Fibrinoid deposits, villus capillaries, thrombi and immune cells in decidua
did not show significant difference.

On the other hand, the results of this research work confirm the high genetic diversity of P.
vivax demonstrated according to the number of alleles, predominant alleles, polyclonality
and expected heterozygosity.

Parasitic isolates from peripheral blood of pregnant (n=5) and non-pregnant (n=39)
populations did not show cytoadherence capacity to the placental model of BeWo cells under
the experimental conditions used.

Conclusion: this study allowed generating new information and consolidating other
information about the pathogenic role of P. vivax during gestational and placental infection
by P. vivax in malarial areas of Colombia, which allows advancing in a more comprehensive
understanding of this problem and thus redirecting from control strategies implemented more
effectively.

It is important to point out that chloroquine monotherapy maintains an excellent performance
in curing the acute attack of malaria vivax in pregnant women, but it is urgent to find a
solution to the problem of the high frequency of relapses due to not being able to use
primaquine.

Keywords: malaria, pregnancy, Plasmodium vivax, maternal health, newborn
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Lista de Abreviaturas, Acronimos, Siglas y Simbolos

ADN: 4cido desoxirribonucleico

AM: anemia materna

ARN: 4cido ribonucleico

ARNm: 4cido ribonucleico mensajero

Bcl-2: (B-cell lymphome 2)

BPN:bajo peso al nacer

CD: cluster/grupos de diferenciacion

CDs: células dendriticas

CMH: complejo mayor de histocompatibilidad

Cox-1y Cox-2: ciclooxigenasas 1y 2.

CTLA-4: acronimo del inglés Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 (antigeno 4 del linfocito

T citotoxico)

ED: extendido delgado

Ei: eritrocitos infectados

Es: eritrocitos sanos

EIV: espacio intervelloso

Fas: proteina de superficie de 36 kDa con un dominio citoplasmatico de muerte celular
conservado.

Fas-L: también llamado Apo-1. Es el ligando de Fas.

GG: gota gruesa

GCM-1: Glial Cells Missing Transcription Factor 1

hCG: Gonadotrofina coridnica humana.

HIF: Factor inducible por hipoxia

HLA-G: antigeno leucocitario humano G

ICAM-1: molécula 1 de adhesion molecular (Endothelial adhesion molecule-1)

IFN-y: interferon gamma

Ig: inmunoglobulina

IGF: Factor de crecimiento insulinico o factor de crecimiento similar a la insulina (del

inglés Insulin-Like Growth Factor)

Igfl: gen del factor de crecimiento similar a la insulina 1



Igflr: gen del receptor de IGF-1

Igf2: gen del factor de crecimiento similar a la insulina 2

IGFBPs: proteinas de unidn al factor de crecimiento similar a la insulina( del inglés
Insulin-Like Growth Factor Binding Proteins)

IL: interleuquina

IP-p: infeccion plasmodial en parto

IPA:indice parasitario anual

IPP: infeccion plasmodial placentaria

IPS: infeccion plasmodial submicroscopica

MAE: malaria asociada al embarazo

MC: malaria congénita

MG: malaria gestacional

MGYV: malaria gestacional vivax

mmHg: milimetros de mercurio

MP: malaria placentaria

NF- kb: Factor nuclear Nf-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
NK: células asesinas naturales (del inglés Natural Killer)

P. falciparum: Plasmodium falciparum

P. vivax: Plasmodium vivax

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa (del inglés Polymerase Chain Reaction)
Pf: Plasmodium falciparum

PIGF: factor de crecimiento placentario

PPT: parto pretérmino

PRRs: receptores de reconocimiento de patrones

Pv: Plasmodium vivax

RCIU: restriccion en el crecimiento intrauterino

R-PE-estreptavidina: sonda molecular de marca.

SFB: suero fetal bovino

Sin inf plasmodial: Sin infeccion plasmodial

SNP: polimorfismo puntual o de un solo nucleétido (Single Nucleotide Polymorphism)

sVEGFR: Receptor soluble del Factor de crecimiento del endotelio vascular



TCR: Receptor de célula T (del inglés T cell receptor)

TGF-p: factor de crecimiento transformante beta

Th1: T helper 1

Th2: T helper 2

TNF-0a factor de necrosis tumoral alfa

TQ: tafenoquina

Treg: células T reguladoras

TSP: trombospondina

VEGEF: Factor de crecimiento del endotelio vascular

SVEGFR-1: receptor 1 del factor de crecimiento en endotelial vascular soluble (inglés:

Soluble vascular endothelial growth factor receptor-1)



1 Capitulo 1: Planteamiento general del problema

La malaria que ocurre en la mujer embarazada (malaria gestacional MG) se conoce hace
muchos siglos, pues el paludismo también la afecta como a cualquier otro grupo poblacional.
La malaria de la placenta (malaria placentaria MP) se conoce hace varios decenios y es un
estado posterior a la MG, bien sea ésta sintomdtica o asintomadtica; ademas, con muy elevada
frecuencia se presentan de forma simultainea MG y MP. La MP aparece tanto en las
infecciones microscopicas (detectadas con examen microscopico de una ldmina con sangre
y con coloracion apropiada, tanto en el llamado extendido [thin blood smear] como en la
denominada gota gruesa [thick blood smear] como las submicroscopicas ,no detectadas con
microscopia pero si con otras pruebas, usualmente moleculares, como las diferentes variantes
de la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR). La investigacion sobre MG-MP es
ampliamente mayoritaria en Africa subsahariana y en infecciones por Plasmodium
falciparum(1). P. vivax es la especie predominante en Asia y en América y los estudios sobre
esas entidades asociadas a esta especie son muy escasos. No obstante, el estudio de MP por
P. vivax (MPV) comenz6 hace al menos 107 afios, en 1915, con el trabajo H.C. Clark en
Panama. En ese tiempo se discutia sobre como hacer el diagndstico de malaria y, en el caso
especifico de Clark, si el estudio de la sangre placentaria ayudaba a ese objetivo(2).

La MG y la MP componen junto a la malaria congénita (MC) el espectro de la malaria
asociada al embarazo (MAE). Esas tres formas coexisten con mayor o menor frecuencia y
eso varia de un continente a otro, de un pais al siguiente y de una zona de transmision
endémica a otra. Se dice que hay ~125 millones de embarazadas/afio expuestas a MG en el
mundo: 55 millones en Africa (90% por P. falciparum) y 70 millones en Asia y América
Latina y del Caribe, regiones donde 40-90% se debe a P. vivax y 10-35% a P. falciparum.
En el mundo, suceden 24 millones de casos/afio de MG y P. falciparum genera 3 millones y
P. vivax 2.9 millones. En Colombia, se estiman 58.000-59.000 gestantes/afio expuestas a
malaria en 2019-2022 en “municipios con perfil maldrico”, con prevalencia de 6 casos
MG/ano por GG o 17 casos/afios por PCR(3,4)(Carmona-Fonseca J 2022: comunicacion

personal).



La patogénesis de la MG es similar a la que sucede en no gestantes: los esporozoitos
inoculados por el vector Anopheles van al higado, invaden hepatocitos, se transforman y
multiplican y salen a la circulacion sanguinea, donde invaden eritrocitos, se transforman y
multiplican y este ciclo eritrocitario se repite varias veces. La diferencia bioldgica esencial
entre P. falciparum y P. vivax radica en que este ultimo, pero no el primero, conserva unas
formas evolutivas en el higado, llamadas hipnozoitos, que semanas o afios después originan
recaidas de la enfermedad aunque no se haya vuelto a tener exposicion a los mosquitos
anofelinos infectados. Esas recaidas suceden en gestantes y no gestantes y solo existen dos
medicamentos que pueden prevenir esas recaidas: primaquina y tafenoquina, pero solo la
primera estd disponible en todo el mundo. Muy poco se sabe sobre la fisiopatogénesis
malarica en los diferentes drganos y sistemas, con excepcion del eritrocitario.

La patogénesis de la MP es algo conocida cuando se debe a P. falciparum y opera segln el
modelo propuesto hace varios decenios, segtn el cual ciertos fenotipos (no todos) de esa
especie tienen especial capacidad de adherirse fundamentalmente a receptores de condroitin
sulfato A (CSA) abundantes en el sincitiotrofoblasto (STB) de las vellosidades placentarias.
Practicamente nada mas se sabe de ahi en adelante sobre lo que acontece en el tejido
placentario. La patogénesis de la MP por P. vivax se desconoce por completo.

Las dos especies parasitarias referidas causan similares cambios y lesiones histoldgicas y
alteraciones en muchos mediadores de procesos fisioldgicos de placenta, con casi ninguna
diferencia entre ellas. Se presentan lesiones del tejido, tanto en infecciones microscopicas
como submicroscopicas, y una gran “tormenta” de mediadores de procesos fisiologicos
placentarios(5-9)

La MAE por P. vivax tiene en la actualidad aspectos poco o nada estudiados en el mundo:
eficacia de monoterapia con cloroquina (m-CQ) para curar el ataque agudo, frecuencia de
recurrencias tipo recaidas (RR) tras el ataque agudo, respuesta inmune frente al parésito,
relacién entre cambios histopatologicos y mediadores de procesos fisiopatologicos en
placenta, genética plasmodial (en Colombia: un solo estudio en no gestantes), citoadhesion
de aislamientos de P. vivax. Para empeorar la situacion, lo que se conoce es fragmentado,
aislados entre si los nlicleos de conocimiento, con la consecuencia de que es muy dificil tratar

de hilvanar explicaciones y menos desarrollar teorias.



Con base en

2 Capitulo 2: Preguntas de investigacion y Objetivos

el Planteamiento general del problema antes expuesto, se formulan las siguientes

Preguntas de investigacion

Para buscar

(Cual es la eficacia de la m-CQ para curar el ataque agudo de MGV?

(Cual es la incidencia de la primera recurrencia-recaida tras ese tratamiento?
(Cuales son los efectos de la MAE-vivax sobre el estado clinico-
inmunologico de la gestante y los desenlaces obstétrico-neonatales
(desenlaces O-N)?

(Cudl es el efecto de la MAE en la histologia placentaria y en el
comportamiento de mediadores fisioldgicos placentarios?

(Cuales son las caracteristicas genéticas y fenotipicas de los parasitos aislados
en la MGV?

respuestas a esas Preguntas, se formulan los siguientes Objetivos, teniendo

presente que la busqueda de respuestas estd orientada por la idea de procurar integrar los

datos obtenidos (Figura 2.1), tarea que no sera facil:

Enfoque MAE-vivax en Colombia

Parasitos ‘ ’ MPV

Citoadherencia Mediadores

MGV

Clinica
Inmunidad

2
.O

Genética — Histopatologia

Figura 2.1 Enfoque para el estudio integral de la MAE-vivax en Colombia



Objetivo general

En MGV, describir aspectos fundamentales del perfil clinico-epidemiolédgico, de la respuesta
inmune contra el parasito, y de la genética del parasito, y en MPV evaluar la histologia y los
mediadores de procesos en placenta y la citoadherencia de P. vivax a células BeWo.

Objetivos especificos

Objetivo

En MGV

1. Describir el cuadro clinico (sintomas, signos, laboratorio clinico)

2. Medir eficacia de la monoterapia con cloroquina (m-CQ) para curar el ataque agudo y

medir frecuencia de la primera recurrencia tipo recaida (RR).

3. Evaluar el nivel de expresion de genes asociados con mediadores inmunes en sangre

periférica y en tejido de placenta.

4. Medir la respuesta de anticuerpos (Ac) especificos contra 13 antigenos (Ag) de P. vivax.

5. Evaluar la diversidad genética de P. vivax segiin el momento de la infeccion (ataque agudo

y 1%. RR) y seglin la presencia de embarazo (gestantes y no gestantes).

En MPV

6. En placentas de mujeres con y sin historia MGV, identificar los perfiles de expresion de

tres genes asociados a desarrollo feto-placentario: VEGF, IGF-1 e HIF-1a.

7. En placentas de mujeres con y sin historia de MGV, describir los hallazgos histologicos

y el perfil de expresion de genes de mediadores de procesos fisiologicos de placenta.

8. Evaluar in vitro la citoadhesion de eritrocitos infectados con P. vivax aislados en sangre

periférica de gestantes y no gestantes con malaria vivax.




3  Capitulo 3: Marco conceptual

3.1. Introduccion

La malaria en la gestacion o gestacional (MG) estd asociada con eventos adversos que
incluyen la infeccion en la placenta (IP), anemia materna (AM), parto pretérmino (PPT),
restriccion en el crecimiento intrauterino (RCIU) y bajo peso al nacer (BPN), condiciones
que aumentan la mortalidad materno-neonatal(1,10—13). Las complicaciones materno-fetales
estan relacionadas con la zona de transmision, la exposicion al parasito y la paridad(11).
En zonas de alta transmision, dada la exposicion constante al parasito, las multigravidas han
adquirido inmunidad frente a las variantes del parésito asociadas a infeccion placentaria por
P. falciparum (14), que las protege frente al desarrollo de sintomas, mas no de la infeccion
per se; en éstas gestantes la infeccion puede cursar con sintomatologia leve o incluso puede
ser asintomatica(15) . Las primigravidas son mas susceptibles de adquirir la infeccion y sufrir
las consecuencias, ya que no han desarrollado inmunidad (14,16). En zonas de baja
transmision, existe una menor exposicion al parasito y por ende menor inmunidad adquirida;
en estas zonas las mujeres de todas las paridades son susceptibles a la infeccion y a las
complicaciones(1,10,15,17). Las infecciones cursan casi siempre con sintomas y pueden
evolucionar a malaria grave (16,17).

En la infeccidn por P. falciparum, los eritrocitos infectados (Ei) pueden secuestrarse en el
espacio intervelloso (EIV) de la placenta, como resultado de la uniéon a receptores
placentarios (14,16); desencadenando un proceso inflamatorio caracterizado por la
infiltracion de células inmunes a la placenta y la produccion de citoquinas proinflamatorias
y quimioquinas (16,18). Ademas, se ha descrito que la infeccion puede conducir a la
alteracion de los factores angiogénicos, encargados de la formacion normal de la vasculatura
en la placenta (19). En conjunto, el secuestro del parasito, los cambios placentarios producto
de la infeccion, la respuesta inflamatoria exacerbada y alteracion en factores angiogénicos,
afectan el intercambio de nutrientes entre la madre y el feto y contribuyen a las
complicaciones como BPN, RCIU, PPT (1,7,16,20).

La infeccion por P. vivax en el embarazo, se asocia con AM, aborto, PPT y malaria congénita
(21-25), si bien los mecanismos de patogénesis han sido menos estudiados, estas

consecuencias han sido atribuidas a la respuesta inflamatoria, que suele ser mas marcada por



esta especie y a la anemia ocasionada por la infeccion(17,21). Se desconoce si en P. vivax
ocurre el secuestro de Ei de forma similar a lo observado en P. falciparum.

La malaria asociada al embarazo (MAE) aparece de varias maneras y causa 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 o submicroscopicas y sintomaticas
o asintomaticas (26—-28). Como el paludismo en general, la MAE en Colombia es causada
principalmente por P. vivax (60-70% de morbilidad) y P. falciparum (29,30). La infeccion
plasmodial placentaria (IPP) provoca alteraciones y francas lesiones histopatologicas,
asociadas a anormalidades en la expresion de citoquinas y quimioquinas (23,26,31). Los
estudios colombianos sobre MAE son incipientes.

La MG por P. vivax ha sido conocida desde hace muchos afios pero su impacto solo ha sido
estudiado recientemente, pero ain hay insuficiencia. Las diferencias entre P. falciparumy 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 invasion de
eritrocitos y mayor 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 (32). Existen muy pocos estudios de MG 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(33). Otro estudio realizado en hospitales locales del
noroeste de Colombia, de 2008 a 2011, capt6 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 caus6 65% de los casos de MG y la mayoria de estos casos se asociaron con MP por la
misma especie (34). Los mecanismos moleculares para causar el efecto patogénico en MG y
MP son desconocidos en el caso de P. vivax.

Un reporte demostré un componente inmunopatogénico importante, definido por un perfil
proinflamatorio de citoquinas, asociado a la MP por P. vivax pero los autores sefialan
dificultades para formular conclusiones (23). En conclusion, el conocimiento que se tiene

sobre los aspectos fundamentales del perfil clinico epidemioldgico, de la respuesta inmune



del hospedero, de la histologia placentaria y de la citoadherencia y genética parasitarias
durante la infeccion gestacional por P. vivax en zonas palidicas de Colombia es escaso, y el
70% de las conclusiones relacionadas con estos aspectos han derivado de estudios con P.
falciparum y gestantes africanas. En concordancia con esto, el campo de estudio orientado a
la comprension de los factores de patogenicidad de P. vivax en estas regiones palidicas de
Colombia debe ampliar aspectos bioldgicos, clinicos y epidemiologicos como los que se
pretenden abordar en este trabajo. Ademds de aspectos moleculares y genéticos propios del
parasito que expliquen los procesos fisiopatologicos asociados con esta especie.

3.1.1 Fisiologia del embarazo sano

Un embarazo normal inicia con la fecundacion,concepcion o fertilizacion del dvulo y su
posterior implantacion. Tras la fertilizacion, el cigoto se somete a varias rondas de division
y morfogénesis, para dar origen al blastocisto (embrién de 5-6 dias de desarrollo)(35). La
implantacion tiene lugar en un utero receptivo y comienza con la fijacion del blastocisto al
epitelio endometrial, seguido de la invasion del mismo (36).

Inmediatamente después de la concepcion ocurre un aumento sistémico de los niveles de
progesterona y estradiol, producidos por el cuerpo liteo en el ovario. Estas hormonas
promueven procesos angiogénicos, cambio de células inmunes hacia un estado transitorio de
tolerancia, aumento en la produccion de citoquinas antiinflamatorias (Th2) (37) y
modificaciones del epitelio uterino que permiten una correcta interaccion con el blastocisto
asegurando la implantacién embrionaria (38).

El embarazo normalmente tiene una duracion de 37 a 41 semanas. Cuando el parto ocurre en
este lapso se habla de un embarazo a término; por el contrario, cuando ocurre antes de las 37
semanas de gestacion es parto prematuro (15). Como principales complicaciones del neonato
prematuro estan el BPN, organos poco desarrollados, dificultad respiratoria, trastornos
cardiovasculares, sistema inmune ineficiente, entre otras (39).

El tiempo de 37 a 41 semanas también se asocia con el desarrollo placentario, ya que la
estructura placentaria madura a medida que trascurre la gestacion(40). Durante la gestacion
los factores angiogénicos producidos por las células placentarias (trofoblasto, células
Hofbauer, células endoteliales y pericitos) juegan un papel clave en el desarrollo vascular
placentario y procuran un mayor desarrollo de las vellosidades que, a su vez, proveen una

mayor superficie para el intercambio materno-fetal de nutrientes y oxigeno (40).



De acuerdo con Barafiao, entre los factores que regulan el sistema inmunologico materno
durante el embarazo, existen algunos que juegan un papel crucial para generar una respuesta
tolerogénica. Dentro de ellos se incluyen la accidon de hormonas sexuales femeninas
(estrogenos y progesterona), la produccion de citoquinas, la generacion de anticuerpos, la
accion de proteinas inmunomoduladoras inducidas por progesterona, el papel del antigeno
leucocitario humano G (HLA-G) no clasico, la actividad de ciertas células
inmunocompetentes tales como los linfocitos T reguladores, las células asesinas naturales
(NK) y las células dendriticas; el efecto de la apoptosis y la actividad de los macréfagos, el
metabolismo del triptofano y el transporte de hierro por parte del embrion, los mecanismos
inhibitorios del complemento, y la expresion de anexinas (37).

3.1.2 Respuesta inmune y hormonas

Las hormonas juegan un papel importante en la regulacion de la respuesta inmune, que hacen
que se activen o inhiban componentes inmunes para lograr un embarazo exitoso(41).Durante
el embarazo los niveles de hormonas cambian drasticamente y son mas altos que en cualquier
otro momento (42). El aumento en los niveles de estrégeno y progesterona con el avance del
embarazo, conduce a una involucidn reversible del timo; el mecanismo de modulacion
generado por estas dos hormonas sobre componentes individuales del sistema inmune se ha
estudiado ampliamente in vitro, pero no en humanos (43). Se piensa que los mononucleares
de sangre periférica expresan una serie de receptores endocrinos que incluyen receptores de
progesterona, glucocorticoides y estrogenos (44—47), y que a través de estos receptores se
modula su respuesta.

En diferentes estudios se demostrd que la progesterona puede suprimir la respuesta inmune
materna alterando el equilibrio entre las respuestas Th1l y Th2, limitando la actividad de
células T citotoxicas y reduciendo la produccion de interleuquinas proinflamatorias (42,48—
50). Esto se logra mediante una combinacion de efectos sobre las interacciones mediadas por
células, que incluyen la alteracion de la sensibilidad al antigeno de las células T de memoria
y la regulacion de la migracion de leucocitos(51).Ademas de la progesterona, el estradiol, un
tipo de estrogeno, en altas concentraciones en mujeres embarazadas se asocidé con aumento

en la respuesta inmune Th2 y la inmunidad humoral (52).



3.1.3 Modificaciones inmunes en gestantes

El sistema inmunoldgico en mamiferos a nivel placentario ha sido particularmente desafiado
a lo largo de la evolucion, no sélo por la exposicidon a antigenos "no propios" sino porque la
evolucion de la placenta permitié a las mujeres mantener injertos semialdogénicos (fetos)
dentro del tracto reproductivo por periodos prolongados (53). Durante el desarrollo
embrionario, ocurre una reorganizacion del tejido uterino materno (endometrio) por células
derivadas del embrion (células del trofoblasto), que permite establecer una comunicacion
intima con la madre (54). El proceso inicia con la implantacion del embrion y la invasion de
los tejidos uterinos por las células del trofoblasto, que culmina con la formacién de la
placenta, cuya funcion es la alimentacion intrauterina del feto, la eliminacion de metabolitos
residuales, y el intercambio de gases respiratorios hacia y desde la circulacion fetal hasta el
momento del nacimiento(53—-55). Dicha asociacion, crea un problema entre dos individuos
genéticamente distintos que tienen que coexistir durante el tiempo de la gestacion, lo que
significa que el sistema inmune de la madre tiene que tolerar la presencia de aloantigenos
paternos ("'no propios") de la placenta y/o el feto (53), y por ello, la regulacion de la respuesta
inmune materna se da mediante una serie de citoquinas que ayudan a proteger el producto en
gestacion y a promover en la placenta un crecimiento y desarrollo adecuados (56).

Los niveles de citoquinas y sus receptores solubles cambian segun el trimestre de gestacion.
Las hormonas juegan un papel importante en la regulacion de la respuesta inmune, que hacen
que se activen o inhiban componentes inmunes para lograr un embarazo exitoso (41). En el
primer trimestre de gestacion, en el momento de la implantacion y con la remodelacion
constante de arterias espirales, mecanismo necesario para un adecuado suministro de sangre
al embrion (41,57), se ejerce una respuesta proinflamatoria con predominio de los perfiles
Thl y Th17 (41,56).

En la fase de la implantacion altas cantidades de citoquinas Th1 (IL-5, IL-6, IL-15y TNF) y
quimioquinas (CXCL10, CXCL8 y CCL2) son secretadas por las células endometriales (55),
la inflamacion es necesaria para una implantacion exitosa, pero ésta de manera descontrolada
o excesiva puede causar dafio al embrion; por esto, las células T reguladoras (Treg), ayudan
a regular la inflamacion excesiva en el utero (Figura 3.1). La respuesta tipo Th17 también
participa en el proceso de implantacion, esta respuesta se induce mediante la expresion del

factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), la IL-6 y la IL-1, que inducen la



produccion de IL-17 (58,59). La IL-17 participa en el proceso de neovascularizacion y en la
produccion de las moléculas pro-angiogénicas necesarias para la implantacion y para la
invasion del trofoblasto a la pared uterina(60). En el primer trimestre de gestacion, la
expresion de citoquinas proinflamatorias es mas alta en la decidua que en sangre periférica
(76,80). En el embarazo normal, la inmunomodulacion de la respuesta Thl y Thl7 es
controlada en el transcurso del embarazo por la respuesta Th2 (41,55), ya que un exceso de
citoquinas proinflamatorias, puede resultar en abortos espontaneos y PPT (41).

Durante la fase de crecimiento y desarrollo fetal, la madre, el feto y la placenta forman un
estado de simbiosis y hay un predominio de la respuesta tipo Th2 con actividad
antiinflamatoria, que es necesaria para regular y controlar los efectos negativos de la
respuesta Thl y Th17 (61,62). Esta fase es larga y comprende desde la semana 13-27 de la
gestacion (41). La respuesta Th2 se caracteriza por la produccion y liberacion de las
citoquinas IL-4, IL-9, IL-10 e IL-13, que participan en la activacion de células B y en la
produccion de anticuerpos, esta respuesta también es regulada por las células Treg. La
respuesta Th2, en especial la produccion de IL- 10, generan una respuesta antiinflamatoria,
inhibiendo la sobreproduccion de citoquinas como IL-1; IL-6, IL-12 y el TNF(59). También,
tiene la capacidad de suprimir la expresion de la Th17, por lo tanto inhibe la produccion de
la IL-17 (63).

Una vez terminada la fase de desarrollo y crecimiento fetales, al final del tercer trimestre, es
indispensable un ambiente proinflamatorio (Thl y Th17) para dar paso a la labor de parto
(41). En conjunto, la inflamacion producto de las contracciones uterinas(56), el aumento del
liquido amnidtico y la secrecion de citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8 y TNFa) e
IL-17 (58,64) son necesarias para que se lleve a cabo este proceso. De igual manera se ha
reportado que esta respuesta proinflamatoria debe estar regulada por la respuesta Th2

(Figura 3.1) (59).
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Figura 3.1 Respuesta inmune en el embarazo normal

En el trimestre 1 de gestacion, las citoquinas proinilamatorias se expresan de forma exacerbada
por el proceso de implantacion e inflamacion. Sin embargo, este mecanismo es controlado por
citoquinas antiinflamatorias en las sucesivas etapas de creciendo y desarrollo fetal, este tipo de
respuesta continuard hasta finales del embarazo y se inhibe por las citoquinas proinflamatorias,
que son activadas por medio de las contracciones ulerinas que dardn paso al proceso del parto(41).
Fuente: imagen modificada de: Mor G, Aldo P, Alvero AB. The unique immunological and microbial
aspects of pregnancy. 2017

En resumen, durante el embarazo normal, predomina la respuesta Th2 sobre el Th1/Thl17,
con excepcion de dos momentos especificos; la implantacion y el parto. Un desbalance en el
perfil de las citoquinas trae como consecuencia abortos espontdneos, RCIU, PPT,
preeclampsia, muerte fetal o materna (56,65—67). Las infecciones por bacterias, virus o
pardsitos generan una respuesta proinflamatoria (Thl y Th17) (41,68), que puede afectar el
desarrollo embrionario y la funcidn placentaria, por consiguiente, afectar el crecimiento y en
ultima instancia llevar a la muerte fetal. Es por ello que se requiere de un balance frente al
perfil proinflamatorio, mediado principalmente por la IL-10. Se cree que altas proporciones
de IL-10 por encima del TNF podrian ser beneficiosas y brindar un efecto protector, al inhibir
los efectos patoldgicos del TNF. Se ha observado que bajos niveles de la IL-10 o IL-10 y
TNF estan asociados con el desarrollo de anemia(69). Dada la importancia del balance y la

regulacion de la respuesta inflamatoria en el embarazo, el estudio de los aspectos



inmunologicos en la gestacion podria ayudar a comprender mejor, las posibles razones
bioldgicas asociadas con el riesgo de las complicaciones en la gestacion por causa de las

infecciones.

3.14 Poblaciones celulares de la placenta sana

Diferentes células inmunes tienen presencia en la decidua, las cuales desempenan papeles
clave en la conservacion y desarrollo normal del producto gestacional (48,70—72). La decidua
basal (porcién materna de la placenta), ademés de servir de anclaje, controla la invasion del
trofoblasto(73). 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 continilan aumentando en el embarazo temprano (71).

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 implantacién 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 implantaciéon no se suprime y, por el contrario, estd muy activo y
funcional, y se controla cuidadosamente (72).

La decidualizacion se refiere a los cambios ocurridos en los tejidos que van a permitir la
implantacion del embrion en el Utero. Estos cambios en el endometrio se van a producir
gracias al efecto de la progesterona sintetizada en el cuerpo liteo tras la ovulacion.
La decidualizacion comienza 8 dias después de la ovulacion y esta bien desarrollada al dia
14 del embarazo. La decidua basal se encuentra debajo de la placenta y esté infiltrada por
células intersticiales(73). La funcion de la decidua es probablemente controlar la invasion
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
numeros aumentan sustancialmente en la fase intermedia secretoria, alrededor del momento
de la implantacion y siguen aumentando en el embarazo temprano (71).

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 estdn 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 demostrd que estas son indispensables para
el desarrollo de la placenta, la implantacion y la formacion decidual(48,71,74). 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+ (71,72,74).

La decidualizacion estd estrechamente relacionada con la presencia de células NK. En el
inicio del embarazo, las células NK comprenden 70% de los leucocitos deciduales pero sus
numeros disminuyen en la segunda mitad del embarazo, con sélo un 10% detectado a
término; con lo cual se demuestra su importancia durante la implantacion, el desarrollo y el
crecimiento de la placenta(48,74). Las células NK en decidua son en su mayoria
CD56/CD16, cuya funciéon principal es la produccion de citoquinas que tienen funcioén
inmunomoduladora en la reproduccion. Es probable que las células NK cumplan un papel
clave tanto en el embarazo normal como en el complicado (59,72,74).

Los macréfagos/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(75). Ademas, las
células apoptdticas que son captadas por el macrofago 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 (75,76). En
cuanto a las células dendriticas que son 1,7% de la poblacion celular endometrial, disminuyen
notoriamente durante la gestacion y se encargan de presentar antigenos y mediar la activacion
de las células T maternas (71). Captan, procesan y presentan antigenos al complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH); detectan patogenos y dafo tisular mediante los receptores tipo
Toll (77). Las células Treg son alrededor de 1% de los linfocitos T estos modulan la respuesta
inmune al regular la actividad de otros tipos celulares, como linfocitos T CD4+, T CD8+,

células presentadoras de antigenos, macrofagos y células NK (59).



3.1.5 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 e HIF-1b
(translocador nuclear). HIF-1b se expresa constitutivamente, mientras que la actividad y
expresion de HIF-a depende de las concentraciones celulares de oxigeno. En células de
mamiferos hay tres genes HIF-o (HIF-1a, HIF-20 y HIF-3a). La expresion de los dos Gltimos
es mucho mas restringida que la del primero. HIF-1a e 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 (78).

En el primer trimestre de gestacion, las células del trofoblasto extravelloso invaden la
decidua, obstruyendo en cierto modo las arterias espirales uterinas. Esta obstruccion provoca
disminucién del flujo sanguineo al espacio intervelloso y por ende una baja presion de
oxigeno (hipoxia) (78).

Los HIF funcionan en todas las etapas de desarrollo placentario y pueden inducir procesos
anaerobicos, reducir el consumo de oxigeno localmente o promover la angiogénesis para
establecer el desarrollo vascular. Ademas, los HIF no so6lo responden a la hipoxia, sino
también, a estimulos no hipoxicos conducidos por citoquinas, factores de crecimiento y el
sistema renina-angiotensina, procesos todos, que regulan la funcidon placentaria. Por otro
lado, bajo condiciones de normoxia (concentracion de oxigeno mayor a 5%), la proteina HIF-
la es marcada por un proceso de ubiquitinacion dependiente de oxigeno y posteriormente
degradada en el proteosoma (78).

Mediciones con sondas sensibles a la presion de oxigeno durante exdmenes 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 (79). En este mismo tiempo, la
concentracion de oxigeno dentro de la decidua materna subyacente es de aproximadamente
60 mm Hg o de 8-10% (79). Para las semanas 11 y 12 de la gestacidn, las arteriolas espirales
uterinas amplian su calibre, lo que permite un flujo sanguineo materno significativo y el
aumento de los niveles de oxigeno (79). El mecanismo de modificacion de las arterias
espirales uterinas 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 (78).



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 del endotelio

vascular) (78). Un estudio explor6 el efecto de la presion de oxigeno sobre la expresion y

sintesis de VEGF, sVEGFR-1, HIF-1a e 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 elevé pero la proteina libre (Ia no unida a

sVEGFR-1) se redujo (80). Lo anterior permiti6 establecer que VEGF es uno de los genes

sobrerregulados (upregulated) por HIF-1 y es la proteina proliferativa primaria relacionada

con angiogénesis (80).

Particularmente, en tejido placentario, se han propuesto tres modelos para describir el origen

de la hipoxia (81):

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

2) Hipoxia utero-placentaria: es debida a la invasion fallida de las arterias Gtero- 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 procesos, 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 patologicos

como la hipoxia. La invasion de la decidua por el trofoblasto es critica para establecer la

circulacion tutero-placentaria y regular procesos hipdxicos 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



fisiologicamente baja, sin embargo, en casos patoldgicos placentario, como la preeclampsia
las condiciones bajas de oxigeno pueden permanecer constantes en ese nivel (80).

3.1.6 Factor de crecimiento insulinico (IGF) y su rol en el desarrollo fetoplacentario
Durante la gestacion se establece una interrelacion morfoldgica y fisioldgica entre la madre
y el feto en desarrollo. Esta interrelacion es finamente regulada por factores hormonales que
regulan el metabolismo materno, el funcionamiento dptimo de la placenta y garantizan el
crecimiento adecuado del feto en desarrollo. Entre estos factores hormonales podemos citar
al factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-I, del inglés Insulin-Like Growth
Factor-I) y sus proteinas de union IGFBPs (inglés: Insulin-Like Growth Factor Binding
Proteins). Estos factores proteinicos son producidos virtualmente por todos los organos
fetales desde estapas muy tempranas de desarrollo y son potentes estimuladores de la division
y diferenciacion celular. El IGF-I es el factor de crecimiento que mejor se correlaciona con
el peso del feto en desarrollo a lo largo de la estacion, observandose alteraciones en sus
concentraciones circulantes en condiciones en las cuales el crecimiento fetal se ve
comprometido (82)

La placenta funciona como un d6rgano endocrino y transmite sefiales hormonales entre la
madre y el feto en desarrollo para garantizar un soporte adecuado para el crecimiento fetal
sostenido. El factor de crecimiento insulinico (IGF) es el factor de crecimiento
fetoplacentario que mas influyente en la vida fetal (8§2—85), con funciones en la regulacion
del desarrollo y la funcion placentaria, el intercambio transplacentario de nutrientes y el
crecimiento fetal. En ratones, la ablacion genética del gen del factor de crecimiento similar a
la insulina 1 (Igf1) o del gen del factor de crecimiento similar a la insulina 2 (Igf2) disminuye
el peso al nacer en 40% (86), y la doble eliminacion de Igfl e Igf2, o del gen del receptor de
IGF-1 (Igflr) restringe aun mas el crecimiento fetal (86). El higado es la principal fuente de
IGF-1 circulante en la vida postnatal(87), pero durante el embarazo la placenta y el feto
secretan IGF y proteinas reguladoras. Los IGF-1 e IGF-2 fetales promueven el crecimiento
fetal pero tienen acciones diferenciales, que se han atribuido a distintas interacciones con los
receptores. Los receptores de IGF (IGF-1R e IGF-2R) median la actividad de IGF y son
abundantes en todos los tipos de células placentarias (88) y en la membrana plasmatica
microvellosa del sincitiotrofoblasto (89). La activacion de IGF-1R estimula las cascadas de

senalizacion celular(90) que conducen a la proliferacion, supervivencia y promocion del



crecimiento fetal (85), mientras que IGF-2R carece del dominio de sefalizacion celular(87),
actuando como un sumidero para secuestrar IGF-2 libre, y se considera antimitogénico.

La bioactividad de los IGF estd modulada por las proteinas de unién a IGF (IGFBP), que
transportan los IGF circulantes. Los IGFBP tienen mayor afinidad de ligando que los
receptores de IGF(91) y, por lo tanto, secuestran los IGF circulantes para restringir sus
interacciones con los receptores. IGFBP-1 e IGFBP-3 se expresan en abundancia en la
interfaz materno-fetal (91). IGFBP-1 es un importante regulador negativo a corto plazo de la
bioactividad de IGF, y los niveles fluctuan en respuesta al estrés materno y la ingesta
nutricional (92-94).

Las alteraciones en el nivel absoluto y la biodisponibilidad de los IGF en los compartimientos
materno, fetal y placentario estan implicados en otras causas de la restriccion del crecimiento
fetal (85,87,95,96).

3.1.7 Apoptosis, hipoxia e inflamacién

Muchos de los cambios uterinos durante la gestacion no sélo son llevados a cabo en un medio
inmunologicamente regulado, sino también en un medio hipoxico. Este ultimo induce la
expresion de HIF-1a, el cual es activado por IL-1b y TNF (97) e induce aumento en la
expresion de VEGF, COX-2 e IL-6 (98). Teniendo en cuenta lo anterior, HIF-1a 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 asociaciéon 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 (98). Como hallazgo adicional, respecto a la interaccion
entre HIF-1a y NF-kb, se encontré que el uso de antagonistas de NF-kb en explantes
placentarios se asocid con disminucion en la expresion de HIF-1a, sVEGFR-1 y VEGF(99).
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 (78). Lo anterior indica que,
efectivamente, la via mediada por NF-kb puede ser un mecanismo regulador no so6lo de

procesos hipdxicos sino, también de procesos inflamatorios en el tejido placentario.



La apoptosis es componente importante del desarrollo embrionario, en el cual se produce la
eliminacion de células tnicas seleccionadas, previniendo la pérdida celular indiscriminada
(100).

La fusion sincitial del citotrofoblasto placentario corresponde a un estadio inicial de la
cascada apoptotica, mientras que la extrusion del material apoptotico del sincitiotrofoblasto
seria el resultado final efector de la cascada de la apoptosis(101).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 fusion celular(100,102). 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 la proteina reuladora de muerte celular Bcl-2
(B-cell lymphome 2) permaneciendo en estado apoptotico latente por 3 o 4 semanas; luego
el proceso se reinicia con la activacion de la caspasa efectora 3, conduciendo a la degradacion
de proteinas y acidos nucleicos (103,104).

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
y estas moléculas se han asociado con la modulacidn 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 (105,106). En conjunto, se sugiere entonces
que el sistema Fas/FasL juega un papel importante en la modulacion de la respuesta inmune
en la gestacion, induciendo la apoptosis en los linfocitos activados en el trofoblasto (105).
La hipoxia y la recuperacion del flujo sanguineo después de la isquemia (reperfusion) 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 antes. Estudios in vifro han
demostrado que conjuntamente la hipoxia y la reperfusion son condiciones fisioldgicas que
favorecen la apoptosis en el sincitiotrofoblasto (107,108).

3.1.8 Estructura placentaria normal

La placenta humana es un oOrgano transitorio que permite el desarrollo del feto.
La placentacion humana clasica es hemocoridnica, es decir, la sangre materna establece
contacto directo con el trofoblasto; se caracteriza por una gran invasion del trofoblasto a la
decidua y al miometrio para entrar en contacto con la sangre materna. La invasion
trofoblastica es un mecanismo fisiologico crucial para el desarrollo de la vascularizacion
uteroplacentaria. La placenta también tiene funciones endocrinas muy especificas que
cumplen un papel fundamental en el inicio y el mantenimiento del embarazo, la adaptacion
del organismo materno, el crecimiento y el desarrollo del feto, y el mecanismo del parto. Una
disfuncion placentaria puede ser responsable de complicaciones fetales como el retraso del
crecimiento intrauterino, o de complicaciones maternas como la preeclampsia.

La placenta esta conformada por una porcion fetal, que es el corion velloso, y una porcion
materna, la decidua. En general, la placenta consta de tres compartimentos (Figura 3.2):

1. Decidua: estructura conformada por células derivadas de los fibroblastos del
endometrio materno que rodean al feto. Es rica en arterias espirales que son
invadidas por los trofoblastos endovasculares de la placenta. Estas arterias
proporcionan gases y nutrientes al feto. Ademas, la decidua secreta hormonas,
factores de crecimiento, citoquinas y células inmunes con fenotipos
tolerogénicos(109).

2. Espacio intervelloso: como su nombre lo indica, es el espacio que hay entre las
vellosidades, conformado por una laguna de sangre materna de flujo lento, que

propicia la captacion de los componentes nutricionales por parte del feto (109,110).
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Figura 3.2 Estructura de la placenta humana

La placenta es un organo materno-fetal coniormado por tres compartimentos: decidua, porcion
materna de la placenta, donde se encuentran las arterias espirales maternas que aportan
constantemente sangre al espacio intervelloso, compartimento en el cual, el flujo sanguineo es
lento para propiciar la captacion de oxigeno y nutrientes por parte de la circulacion fetal, en este
espacio se sitdan prolongaciones deciduales llamadas septas placentarias que actdan como
estructuras limitrofes entre las vellosidades o el corion frondoso que es la porcion fetal de la
placenta. Una vez las vellosidades placentarias empiezan a desarrollarse, estas se alejan del tronco

vellositario y conforman una union estable con la decidua (vellosidad de anclaje).
Fuente imagen lomada y modificado de (111).

3. Vellosidad o estroma vellositario: en este espacio se encuentran los vasos

sanguineos fetales. Al final de la gestacion, las vellosidades han envejecido para

inducir el desprendimiento placentario (109,110).



Estudios de histometria placentaria indican que este 6érgano no so6lo aumenta de tamafio
durante la gestacion, sino que, ademads, la proporcion cuantitativa de sus elementos varia en
el tiempo(109,110). Las vellosidades varian en la cantidad y tamafio durante la gestacion, al
igual que de vasos sanguineos por vellosidad; todo esto con el fin de proveer un area mayor
de intercambio de oxigeno y nutrientes materno-fetal (40,109,110). Algunos cambios
histologicos se asocian con la disminucion del area disponible para el intercambio de dichos
componentes entre la circulacion materna y fetal y son indicativos también de envejecimiento
placentario.

Las vellosidades coridnicas pasan por un proceso de maduracion, que expresa el grado de
crecimiento o desarrollo alcanzado por ellas en el arbol velloso, de acuerdo con la edad de
gestacion(40). En el comienzo, las vellosidades son escasas, pero rdpidamente proliferan y
alrededor de la cuarta o quinta semana de gestacion cubren en su totalidad el saco coridnico,
dandole aspecto de un pequeino arbusto. Las vellosidades coridnicas presentan una serie de
cambios durante su desarrollo y reciben el nombre de vellosidades primarias, secundarias y
terciarias. Las primarias se forman por la proliferacion de las células del citotrofoblasto bajo
la induccion del mesodermo extraembrionario somatico; estan formadas unicamente por el
citotrofoblasto cubierto por el sincitiotrofoblasto. Las vellosidades secundarias surgen
cuando en el interior de las vellosidades coridnicas primarias aparece un centro de
mesénquima que tiene su origen del mesodermo extraembrionario; asi, las vellosidades
secundarias quedan formadas por este centro de mesénquima rodeado de las células del
citotrofoblasto y por fuera, rodeando toda la vellosidad, el sincitiotrofoblasto. Finalmente,
las vellosidades se convierten en terciarias cuando en su centro de mesénquima se forman los
vasos sanguineos corionicos, lo que sucede al terminar la tercera semana de gestacion. Los
vasos permiten el intercambio entre la sangre materna (situada en la red lacunar) y la sangre
del embrion (que circula por los vasos coridnicos) (40).

Entre la semana quinta y octava de la gestacion, las vellosidades terciarias recubren todo el
saco corionico, pero las que estan en relacién con la decidua capsular se comprimen, se
reduce su riego y luego se degeneran formando un area desnuda avascular, el corion liso.
Por el contrario, las vellosidades que estan en relacion con la decidua basal aumentan su
nimero, se ramifican y crecen, formando el corién frondoso, el cual constituye la porcion

fetal de la placenta(112).



Entre los cambios histologicos se encuentran: nodos sincitiales, depdsitos de fibrina y
calcificaciones (109,110). La calcificacion placentaria es fisiologica al final de la gestacion
para provocar el parto; sin embargo, los estudios son consistentes en indicar que dichos
depositos de calcio pueden aumentar incluso antes de la semana 32 de la gestacion y
desencadenar procesos patologicos como desprendimiento prematuro de la placenta, bajo
peso al nacer (BPN), mortinatos, hemorragia postparto, entre otros, que a su vez, sugieren
que este hallazgo histolégico en placentas pretérmino podria funcionar como un predictor del
flujo sanguineo utero-placentario deficiente(113).

Depositos de fibrina e infarto son comunes en placentas a término. La clasificacion de estos
hallazgos, al igual que muchos otros, ha sido subjetiva y, por eso, problematica, pues cada
estudio plantea sus propios criterios de diagndstico histologico(114). Algunos autores
sugieren que el aumento en los depositos de fibrina e infarto en placenta se asocian con RCIU
y muerte fetal(114). Ademads, aunque se ha tratado de determinar la etiologia de ambos
hallazgos, no se ha podido llegar a un acuerdo. Algunas hipdtesis etioldgicas incluyen
procesos autoinmunes(112), infecciones(115) y citotoxicidad(114). El infarto por su parte,
es un hallazgo histolégico que cuando se encuentra aumentado, también se ha asociado con
vasculopatias placentarias, trombosis materna y desprendimiento de la placenta a
término(114).

Se ha investigado la asociaciébn entre lesiones placentarias, citoquinas y factores
angiogénicos, pero esas investigaciones se han centrado en gestantes con preeclampsia(116).
En estos casos fue frecuente el aumento de nodos sincitiales, de depositos de fibrina en la
vellosidad y vellosidades terminales avasculares, comparado con placentas normotensas.
Ademas, se encontr6 un aumento en TNF, factor de crecimiento transformante B1 (TGF-p1)
y de VEGFR-1 y una disminucién en los niveles de IL-10, VEGF y factor de crecimiento
placentario (PIGF) en placentas con preeclampsia, frente a placentas normotensas(116).

En general los hallazgos histologicos de la placenta sana se han encontrado en menor
frecuencia y cantidad cuando se comparan con los hallazgos de placentas con vasculopatias
como la preeclampsia. Son inexistentes los estudios que correlacionen los hallazgos
histologicos placentarios con la expresion de marcadores asociados con procesos

inflamatorios, angiogénicos, entre otros, en entidades diferentes a la preeclampsia.



3.1.9 Descripcion del problema de la malaria

La malaria es un importante problema de salud publica en el mundo, lo cual se evidencia en
el nimero de personas afectadas, el riesgo de muerte que representan sus complicaciones y
las dificultades para su control. Es una enfermedad infecciosa causada por parasitos del
género Plasmodium, del cual se han descrito cinco especies que pueden infectar al hombre;
P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariaey P. knowlesi, de estas, P. vivax 'y P. falciparum
se asocian con mayor morbilidad y mortalidad (117). En el 2016 se presentaron cerca de 216
millones de casos y 445.000 murieron por esta causa en todo el mundo, la mayoria de los
casos se reportaron en Africa, seguido de Asia y el Mediterraneo. Los nifios menores de 5
afios y las gestantes son las poblaciones mas susceptibles de enfermar por malaria(118).

Se estima que, en zonas de alta transmisién como Africa, 25 millones de gestantes estan en
riesgo de tener la infeccion por P. falciparum, especie mas frecuente en estas zonas(1). En
2017 se presentaron 231 millones de casos y 416.000 muertes y en 2018 hubo 228 millones
de casos de malaria y 405.000 muertes por esta causa en todo el mundo(118). La malaria es
endémica en zonas tropicales y subtropicales, donde las personas con insuficientes recursos
econdémicos, que limitan su acceso a bienes y servicios como la salud, vivienda, educacion,
entre otros, se ven desproporcionadamente afectadas por esta enfermedad, siendo, ademas,
las gestantes y los nifios menores de 5 anos los grupos mas vulnerables y con mayor riesgo
de presentar manifestaciones graves(119).

En zonas de baja transmision como Asia y América Latina, se estima que 77,4 y 4,3 millones
de gestantes estan en riesgo de adquirir la infeccion respectivamente(119), las especies que
prevalecen en estas zonas son P. falciparum y P. vivax(119). La prevalencia de la infeccion
en las gestantes difiere en las zonas endémicas para malaria, cerca del 28% en Africa (120),
alrededor de 15% en Asia y menor al 10% en América latina (Figura 3.3).

En un estudio multicéntrico de corte prospectivo, realizado en zonas endémicas para la
malaria (Guatemala, Colombia, Brasil, India y Papua nueva Guinea), se estimd una
prevalencia de MG por P. vivax de 0,4% por microscopia y de 7% por PCR. En el caso de P.

falciparum, se encontr6 una prevalencia de 0,5% por microscopia 'y 10% por PCR (21).
y p



Yanow y colaboradores, en una revision de los estudios realizados en Latinoamérica sobre
malaria en el embarazo, describi6 una prevalencia de MG entre 1% y 14% y entre <1% a 9%
de infeccion placentaria, ambas medidas por microscopia, de estas infecciones, 59% fueron

causadas por P. vivax y cerca del 35% por P. falciparum(121).

PREVALENCIA DE MALARIA EN EL EMBARAZO A NIVEL MUNDIAL

I Ata transmisién (Africa). Prevalencia 28%

- Baja transmision (Asia y América Latina). Prevalencia 15% y <10% respectivamente

Figura 3.3. Prevalencia de malaria en el embarazo en el mundo.

En zonas de alta transmision (Africa), la prevalencia de infeccion detectada por microscopia, es
alrededor del 28%, lo que es equivalente a que una de cada cuairo gestantes estd en riesgo de
iniectarse. En zonas de baja transmision (Asia y América Latina), la prevalencia de infeccion en las
maternas es menor a la reportada en zonas de alta transmision; en la region asidtica se estima una
prevalencia de 15% y en América Latina menor al 10%. Tomado de: Dellicour S, et al. (120) , Yanow
et al. (113).

Fuente: Imagen modificada de:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:A large blank world map with oceans marked in
blue. gif#filelinks




En Colombia, la malaria en la gestacion ha sido estudiada principalmente en la zona
noroccidental del pais, en los departamentos de Antioquia y Cordoba (29,30,33,34). En esta
zona, entre los afios 2005-2013, se estimo que la prevalencia de la infeccion en las gestantes
oscil6 entre 9,1%-13% por microscopia (30,33,34) y 14% a 32% por la PCR (29,34). En el
caso de la malaria placentaria, la infeccion detectada por microscopia oscild entre 3,3%-
11,7% (29,33,34) y por PCR oscil6 entre 16,5% a 26% (29,34). La proporcion de especies
en las infecciones en las gestantes fue 78,3% para P. vivax y de 21,7% para y P. falciparum
(30).

En un estudio de vigilancia pasiva en tres zonas endémicas para malaria en Colombia, un
total de 582 mujeres presentaron infeccion por malaria, de las cuales 34 tenian la infeccion
en el embarazo (5,8%) y 24/34 (70%) estaban infectadas por P. falciparum (122). Vasquez y
colaboradores, estimaron la frecuencia de la infeccion por microscopia y PCR en gestantes
de cuatro regiones de Colombia y reportaron que la frecuencia de MG detectada por
microscopia fue 3,7%, y por la PCR fue 4,7% (123). Los datos en este estudio fueron
similares a los encontrados por Badarji y colaboradores en el 2017, quienes reportaron una
frecuencia de MG de 4,5% por PCR(21). Estos datos muestran una disminucion de los casos
de malaria desde 2010 en las diferentes regiones de Latinoamérica (113), posiblemente esto
se deba a la introduccion de terapias combinadas con derivados de artemisininas, el uso de
toldillo impregnado con insecticida y otras estrategias implementadas por los programas de
malaria durante este tiempo.

En las gestantes infectadas son frecuentes las parasitemias submicroscopicas, estas tienen
relevancia dado su dificil diagnostico y su posible efecto deletéreo en la gestacion. Se ha
demostrado por ejemplo, que los niveles de factores inflamatorios estdn alterados en
infecciones submicroscopicas de gestantes infectadas con Plasmodium spp (21,124,125).
En 2017 se presentaron 231 millones de casos y 416.000 muertes y en 2018 hubo 228
millones de casos de malaria y 405.000 muertes por esta causa en todo el mundo. La malaria
es endémica en zonas tropicales y subtropicales, donde las personas con insuficientes
recursos econémicos, que limitan su acceso a bienes y servicios como la salud, vivienda,
educacion, entre otros, se ven desproporcionadamente afectadas por esta enfermedad, siendo,
ademas, las gestantes y los nifios menores de 5 afios los grupos més vulnerables y con mayor

riesgo de presentar manifestaciones graves (114).



En América, la transmision de la malaria ocurre desde el sur de México hasta el norte de
Argentina (114), pero mas de 93% de todos los casos de malaria americana se concentran en
Brasil, Guyana, Haiti, Pert, Venezuela y Colombia, siendo P. vivax la especie que
predomina, pues causa aproximadamente 75% de los casos (119).

Entre 2010 y 2016, uno de cada 100 casos de malaria reportados se presentb en mujeres
embarazadas y hubo 14 muertes en este grupo poblacional (120). Entre 2013 y 2017 hubo un
aumento en el nimero de casos en poblacion gestante e indigena y la mayoria de los casos
notificados se presentaron en personas de 15 a 24 anos(114). En 2017 los casos de malaria
en América aumentaron 26% con respecto al 2016, pasando de 569.203 a 776.444(114).
Colombia se ubica en la region noroccidental de América del Sur, situado al norte de la linea
ecuatorial, en una zona intertropical (entre los tropicos de Cancer y de Capricornio), donde
70% del territorio se encuentra en una altitud por debajo de los 1.600 metros sobre el nivel
del mar (msnm), con condiciones ecoldgicas y sociales favorables para la transmision de esta
enfermedad (121,122).

Las tres especies de Plasmodium que se ha comprobado que circulan en Colombia estan
distribuidas de manera especial: en la Costa Pacifica, por debajo de la rama occidental de la
Cordillera de los Antes, predomina (75-80%) P. falciparum; en la Costa Atlantica predomina
(80%) P. vivax; en la Orinoquia y la Amazonia (oriente y sur del pais) predomina (90%) P.
vivax. En la region donde confluyen la Costa Pacifica, la Costa Atlantica y la Region Andina,
zona llamada Urabd Antioquefio-Cuencas altas de los rios Sint y San Jorge-Bajo Cauca
Antioquefio, P. vivax contribuye con 65-70% del total de casos nacionales y P. falciparum
aporta 30-35%. Esta area genera 60% de los casos colombianos. P. malariae existe en
pequetios focos en la Costa Pacifica y en la Amazonia y causa menos de 0,1% anual de los
casos del pais(123).

Los vectores primarios de la malaria son aquellos que tienen mayor participacion en la
transmision de Plasmodium debido a su gran densidad poblacional y amplia distribucion
geografica, mientras que los vectores secundarios tienen una participacion menor en la
transmision de la infeccion (124). Los vectores primarios de malaria en Colombia son tres:
An. albimanus, An. darlingi y An. nuneztovari, y los vectores secundarios son siete: An.
puntimacula, An. pseudopunctipennis, An. lepidotus, An. neivai, An. neomaculipalpus, An.

rangeli 'y An. oswaldoi (119,124).



En Colombia la transmision de la malaria es principalmente inestable (nlimero de casos muy
variable de afio a afno) y de baja intensidad (100-250 casos por 1.000 habitantes expuestos
por afio) (125), pues hay gran variacion en la incidencia de casos entre lugares y periodos,
no solo durante la época de transmision, sino de un afio a otro (121). Ademas, la mayoria de
los casos de malaria (85%) (122) —pero no todos— ocurren en zona rural, definida como
aquella que “se caracteriza por la disposicion dispersa de viviendas y explotaciones
agropecuarias existentes en ella. No cuenta con un trazado o nomenclatura de calles,
carreteras, avenidas, y demas. Tampoco dispone, por lo general, de servicios publicos y otro
tipo de facilidades propias de las areas urbanas” (126). En tales zonas, se estima que vive
23% de la poblacion colombiana (122), es decir, 11,5 millones de personas,
aproximadamente.

En 2016, Colombia fue el segundo pais con mayor aumento en el nimero de casos de malaria
(49% mas casos que en 2015) (120). Segin la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS),
en 2017, hubo una poblacion en riesgo de malaria de 10°792.295 personas, de los cuales
8°053.412 vivian en zonas de riesgo alto (indice parasitario anual (IPA) > 10 casos por 1.000
habitantes) y 2°738.883 en riesgo bajo (IPA < 1 caso por 1.000 habitantes) (Tabla 3.1); en
total se reportaron 51.929 casos de malaria no complicada en 2017 (Tabla 3.2) y hubo un

numero significativo de casos de malaria en personas menores de 14 afios (119).



Tabla 3.1. Poblacién en riesgo de malaria en Colombia, 2001-2017

Ao | En riesgo bajo | En riesgo medio | En riesgo alto Total p?blac10n
en riesgo

2001 16.750.000 831.000 4.900.000 22.481.000
2002 18.333.000 1.358.000 2.713.000 22.404.000
2003 4.821.000 1.278.000 2.185.000 8.284.000
2004 7.150.000 1.809.000 2.457.000 11.416.00
2005 4.312.000 2.045.000 2.128.000 8.485.000
2006 7.150.000 1.809.000 2.456.000 11.415.000
2007 3.987.449 1.429.604 1.942.104 7.359.157
2008 | 22.324.557 2.240.685 1.727.953 26.293.195
2009 3.965.233 3.136.753 3.055.365 10.157.351
2010 3.513.165 4.149.388 2.581.767 10.244.320
2011 6.487.397 2.407.197 1.357.690 10.252.284
2012 6.442.774 2.098.099 1.062.711 9.603.684
2013 6.966.293 1.780.733 944.375 9.691.401
2014 8.448.674 1.318.588 829.735 10.596.997
2015 5.303.863 - 4.873.073 10.176.936
2016 5.894.118 - 4.898.177 10.792.295
2017 2.738.883 - 8.053.412 10.792.295
total | 134.588.406 27.691.047 48.165.362 210.444.815

Fuente: tomado de estadisticas interactivas sobre paludismo, OPS. Informes anuales de los paises a la OPS.
http://www.paho.org/hg/index.php?option=com_content&view=article&id=2632:2010-interactive-malaria-

statistics&ltemid=2130&lang=es



Tabla 3.2. Casos de malaria no complicada en Colombia entre 2009-2019

Total Poblacion Semana
Afo P. vivax | P. falciparum | Otro X IPA | epidemiolog
casos en riesgo ica
(pg.)
2009 52.028 19.297 611 71.936 10.157.351 7,1 52 (4-5)
2010 81.947 32.446 1.491 115.884 10.244.320 11,3 52 (11-12)
2011 46.188 15.662 866 62.716 10.252.284 6,1 52 (13-14)
2012 41.817 13.733 625 56.175 9.603.684 5,8 50 (10-11)
2013 38.512 19.832 878 59.222 9.691.401 6,1 51 (15-16)
2014 18.704 18.346 533 37.583 10.596.997 3,5 51 (27-29)
2015 24.420 27.173 823 52.416 10.176.936 5,2 52 (35-39)
52
2016 32.329 46.799 2.734 | 81.862 10.792.295 | 7,6 (106-113)
2017 21.829 28.991 1.109 51.929 10.792.295 4,8 52 (17-20)
2018 30.063 290.122 1.200 60.385 7.903.795 7,6 52 (18-20)
2019 37.288 39.058 826 77.172 7.890.797 9,8 52 (15-18)
Media 38.648 26.405 1.063 66.116 9.827.469 6,8
Minimo 18.704 13.733 533 37.583 7.890.797 3,5
Miéximo 81.947 46.799 2.734 115.884 | 10.792.295 11,3

Otro: infeccion mixta y/o P. malariae. IPA (indice parasitario anual) = nuevos casos de malaria x
1.000/poblacion en riesgo. Alto riesgo (IPA >10), mediano riesgo (IPA 9,9 a 1,0) y bajo riesgo (IPA <1). Pg:
paginas. Fuente: boletines epidemiologicos 2009-2019 del Instituto Nacional de Salud de Colombia.
https://www.ins.gov.co/buscador-eventos/Paginas/Vista-Boletin-Epidemilogico.aspx

Colombia presenta cuatro areas con alto riesgo de transmision de malaria: 1) Uraba
Antioquefio-Altos Sintl y San Jorge-Bajo Cauca Antioquefio, que se encuentra en la region
noroeste del pais (departamentos Antioquia y Cérdoba), 2) Costa Pacifica, que se encuentra
en la region occidental (zona costera infraandina de los departamentos de Chocd, Valle del
Cauca, Cauca y Narifo), 3) Orinoquia, que se encuentra en la region oriental (departamentos
de Arauca, Casanare, Meta, Guaviare zona norte, Guainia, Vichada), y 4) Amazonia, que se
encuentra en la region meridional (departamentos de Caqueta, Guaviare zona sur, Putumayo,
Amazonas, Vaupés) (122); sin embargo, solo en las dos primeras regiones se concentra
alrededor de 80% de los casos de malaria del pais (Figura 3.4) y en ellas vive casi toda la

poblacion en riesgo del pais.
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Figura 3.4. Casos de malaria no complicada por departamento y especie parasitaria.

Fuente: tomado de Informe de Evento Malaria, Colombia, 2017. https:/www.ins.gov.co/buscador-

eventos/Informesdeevento/Malaria%202017.pdf

La zona del Uraba Antioquefio-Altos Sintl y San Jorge-Bajo Cauca Antioquefio cuenta con
grandes planicies y al menos cuatro niveles de intensidad pluviométrica; se encuentra
integrada por 11 municipios en Urabd Antioquefio, 10 en Bajo Cauca Antioquefio y cuatro
en sur de Cordoba, para un total de 25 municipios(123); tiene 34.848 km?(123) y 1.006.339
habitantes (2018) (Tabla 3.3) (127); presenta alta incidencia paltdica (IPA > 14,8 por 1.000
expuestos) (Tabla 3.4), transmision estable (no tiene marcadas fluctuaciones en casos anuales

de malaria) y predominio de P. vivax (60-70% del total) (123).



Tabla 3.3. Habitantes de la regiéon Uraba Antioquefio-Altos Sint y San Jorge-Bajo
Antioquefio Cauca en 2018

Uraba Antioqueiio “Nuevo B 29 ~Cauca Sur de Cérdoba
Antioquefio

Municipio # Municipio # Municipio #
Apartado 113.469 | Céceres 26.460 | Valencia 30.545
Arboletes 26.289 | Caucasia 84.717 | Montelibano 71.824
Carepa 45936 | El Bagre 47.642 | Tierralta 86.578
Chigorodo 55.564 | Nechi 24.066 | Puerto Libertador 35.362
Murindo 4.642 | Tarazé 22.826
Mutata 12.607 | Zaragoza 24.067
Necocli 38.420 | Valdivia 11.511
San Juan de Uraba 19.992 | Anori 14.502
San Pedro de Uraba 30.527 | Remedios 22.530
Turbo 114.434 | Segovia 33.690
Vigia del Fuerte 8.139
Total 470.019 312.011 224.309
Gran total 1.006.339

*Nuevo se refiere a la adicion de 4 municipios, los cuales, con base en criterios epidemioldgicos, se pueden
considerar del Bajo Cauca Antioquefio.

Fuente: adaptado de Carmona-Fonseca (123) y construido con datos del censo nacional de poblacion y vivienda

2018. httpS://www.daneA gov.co/index.php/estadisticas-por-tema/demografia-y-poblacion/censo-nacional-de-poblacion-y-vivenda-

2018/cuantos-somos

Tabla 3.4. indice parasitario anual de la regién Uraba Antioquefio-Altos Sina y San Jorge-
Bajo Cauca Antioquefio en 2018

Region Departamento Casos POblfwi()n IPA
en riesgo
Uraba Antioquefio-AltosSini y San Antioquia 5.415 782.030 6,9
Jorge-Bajo Cauca Antioquefio
Cordoba 9.488 224.309 423
Total region 14.903 1.006.339 14,8

Casos de malaria no complicada en la region. IPA (indice parasitario anual) = nuevos casos de malaria x 1.000
/ poblacion en riesgo. Alto riesgo (IPA >10), mediano riesgo (IPA 9,9 a 1,0) y bajo riesgo (IPA <1).
Los casos de malaria no complicada en Colombia entre 2009 y 2019, oscilan entre 37.583 y

115.884, con una media de 66.116 casos (Tabla 3.2). En Antioquia y Cérdoba, entre 2011 y
2019 hubo entre 7.673 y 34.817 casos. En 2019, Cérdoba aport6d 12% (9.083/77.172) de los
casos de malaria en el pais, de los cuales 80,5% (7.321/9.083) fueron por P. vivax, 19%
(1.711/9.083) por P. falciparum y 0,5% (51/9.083) a infecciones mixtas por estas dos
especies (Tabla 3.5) (128).



Tabla 3.5. Casos de malaria no complicada en Antioquia y Cérdoba entre 2011-2019

Total LICLE LK Semana
Afio Dpto. P.vivax | P. falci- Otro A+C pais
parum €asos (pg)
Antioquia Dato no disponible 25.271
2011 Cordoba Dato no disponible 9.546 34.817 62.716 52 (13-14)
Antioquia Dato no disponible 24.320
2012 Cordoba Dato no disponible 5.478 29.798 >6.175 50 (10-11)
Antioquia Dato no disponible 23.453
2013 Cordoba Dato no disponible 3.211 26.664 | 59.222 >1(15-16)
Antioquia 7.052 2.068 64 9.184
2014 Cordoba 1346 2 7 1435 10.619 | 37.583 51(27-29)
Antioquia 4.872 1.499 35 6.406
2015 Cérdoba 1129 129 ) 1267 7.673 52.416 52 (35-39)
Antioquia 4.746 2.228 52 7.026
2016 Cordoba 1222 308 1 1751 8.777 81.862 52 (106-113)
Antioquia 3.734 961 53 4.748
2017 "Cordoba | 2.843 | 899 | 44 | 3786 | o3 | 51929 >2 (17-20)
Antioquia 4.360 975 80 5.415
2018 " Cordoba | 7.511 | 1920 | 57 | 9.4sg | (4903 | 6038 >2 (18-20)
Antioquia 5.676 1.307 93 7.076 52 (15-18)
2019 ~Cordoba | 7.321 | 1711 | 51 | 9083 | (619 | 77172
Media 4.334 1.174 47 8.775 17.549 59.940
Minimo 1.129 82 7 1.267 7.673 37.583
Maximo 7.511 2.228 93 25.271 34.817 81.862

Dpto: departamento. A+C: sumatoria de los casos de Antioquia y Coérdoba. Otro: infecciéon mixta y/o P.
malariae. Semana epi: Semana epidemiolédgica. Pg: paginas.

Fuente: Dboletines epidemiologicos 2009-2019 del Instituto Nacional de
https://www.ins.gov.co/buscador-eventos/Paginas/Vista-Boletin-Epidemilogico.aspx

Salud de Colombia.

3.1.10 Infecciéon plasmodial submicroscopica

El diagnéstico certero de la malaria se ha basado siempre en la visualizacion del parasito en
sangre periférica usando los exdmenes de gota gruesa (GG) y extendido delgado (ED), que
se realizan con microscopio de luz (129). Sin embargo, su sensibilidad no es de 100%, aunque
ello no ha sido impedimento para que se considere la “prueba de oro” para el diagndstico de
la enfermedad (130). Con el avance de la biologia molecular, se han disefiado diferentes
técnicas para el diagndstico de la infeccion plasmodial, que han permitido detectar
parasitemias tan bajas que no son detectadas por la microscopia (130,131). La parasitemia
que no puede detectarse con microscopia, pero si con otros procedimientos es llamada
parasitemia submicroscopica o infeccion plasmodial submicroscopica (IPS). Los otros

procedimientos mas frecuentemente usados son los de amplificacion de acidos 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 paltidica
(132,133).

Un metanalisis 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 (134). Una revision sistematica, con
44 estudios transversales y de diagnodstico de personas sospechosas de tener malaria, halld
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%,
seguida del Pacifico Sur (Papua Nueva Guinea e Islas Solomon) y de Asia con alrededor 60%
de prevalencia (135).

En Colombia, un estudio realizado en 2008 y basado en poblacién con sintomas malaricos,
en seis lugares de cinco departamentos del pais (Antioquia, Cordoba, Valle del Cauca, Chocéd
y Vichada) mostré una prevalencia promedio de IPS de 1,0%(136). Otro estudio colombiano,
efectuado en octubre de 2011 a enero de 2012, en tres localidades (Tierralta, Cordoba;
Buenaventura, Valle del Cauca; Tumaco, Narifio), evalud 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 (qQPCR), una prevalencia global de infeccion malarica de 9,7%; la prueba
molecular detectd 26 veces mas casos que la microscopia de luz y la prevalencia de IPS varié
mucho por lugar y por presencia-ausencia de sintomas (137).

3.1.11 Respuesta inmune durante la malaria en humanos

El sistema inmunitario es capaz de proteger eficazmente contra las enfermedades que causan
muchos agentes patdgenos tras una unica infeccion, pero en el caso de la malaria, éste no es
capaz de desarrollar una inmunidad completamente eficaz. Esta descrito que la inmunidad

que se adquiere de forma natural contra la infeccion por P. falciparum en humanos es de



corta duracion y no esterilizante (134); y que solo pueden adquirirla individuos adultos tras
afios de repetidas infecciones (138), excepto mujeres embarazadas, que sufren una
inmunomodulacion natural durante la gestacion (139). Estudios adicionales han mostrado
que tampoco la inmunidad frente a P. vivax persiste un largo tiempo en ausencia de
reexposiciones al parasito (140).

Se han descrito diferentes categorias de inmunidad contra Plasmodium en humanos: anti-
enfermedad, que confiere proteccion ante los sintomas clinicos; anti-parésito, que defiende
de la parasitemia; y la premunicion, que es la proteccion inmunoldgica contra nuevas
infecciones al mantener un bajo nivel de parasitemia generalmente asintomatica (138). El
riesgo de padecer malaria, asi como sus manifestaciones clinicas, est4 altamente influenciado
por numerosos factores relacionados con el hospedador entre los que se encuentran aspectos
genéticos, el género, la edad, las medidas de defensa ante las picaduras de los mosquitos, asi
como la prevalencia de polimorfismos en los eritrocitos y las coinfecciones por helmintos
(138,141,142) (Figura 3.5).

Por otro lado, hay numerosos mecanismos que contribuyen a que el parasito evada la
respuesta inmunologica del hospedador, entre los que se encuentra su complejo ciclo
bioldgico que incluye etapas de crecimiento intracelulares. El contacto entre el parasito y el
sistema inmune sucede tedricamente en el bazo, sangre periférica y los nodulos linfaticos
durante la fase intraeritrocitica, y en la sangre periférica e higado durante la fase
exoeritrocitica. A pesar de ello, el parasito es capaz de dificultar su eliminacion (141,143—
145) a través de su adherencia en la microvasculatura de distintos tejidos del hospedador
como la placenta(146), el bazo(147) y el cerebro (148,149). Por otro lado, el parésito ha
evolucionado para presentar una gran diversidad de antigenos. El sistema inmune humano ha
seleccionado mediante presion evolutiva a los genes que codifican los antigenos
inmunodominantes mas polimoérficos durante el ciclo bioldgico (150,151).De esta manera,
los genes conservados probablemente no son dianas de una inmunidad protectora. Ademas,
debido a que las fases infectivas del parasito en el hospedador humano son haploides, las
mutaciones son expresadas inmediatamente y los clones més resistentes son seleccionados y
se expanden rapidamente protegidos en el interior de los eritrocitos lo que permite su
transmision a los mosquitos. Esta seleccion se potencia atin mas en el interior del mosquito,

donde sucede una extensiva recombinacion genética durante la fase sexual del parasito (151).



Una respuesta inmune protectora puede estar dirigida contra diversas dianas del Plasmodium,
como son los antigenos de superficie de los esporozoitos y las células hepaticas infectadas
en la etapa exoeritrocitica, y de los merozoitos y eritrocitos infectados en la fase
intraeritrocitica. Cada estadio se caracteriza por la expresion de proteinas especificas,
requiriéndose mecanismos efectores inmunologicos con especificidades diferentes para
eliminar las distintas formas parasitarias (152). Por otro lado, aunque la infeccion paltdica
es capaz de estimular cada componente del sistema inmune desencadenando una respuesta
que puede contribuir a eliminar el parasito, también puede contribuir a la patogénesis y al
desgaste del hospedador dependiendo de la naturaleza y extension de esta respuesta.
Desafortunadamente, el estudio de perfiles seroldgicos en la poblacion humana tras la
infeccion por malaria ha revelado que la especificidad de la respuesta inmunoldgica ante el
pardsito es muy variada entre individuos con un mismo estado clinico (153,154) por lo que
la identificacion de respuestas efectoras asociadas a cada estado clinico es, hasta el momento,
muy complicada.

3.1.12 Inmunidad durante la fase exoeritrocitica

La primera fase de la infeccion plasmodial en el humano tiene lugar en el higado, es
asintomatica y dura pocos dias(155). Sin embargo, no se explica en gran medida por qué la
respuesta inmunologica frente a formas exoeritrociticas no es imprescindible para el
desarrollo de inmunidad malarica ya que la infeccion con formas uUnicamente
intraeritrociticas de una persona inmune es capaz de evitar el desarrollo de la parasitemia y

de los sintomas consecuentes (156).

A diferencia de la fase intraeritrocitica, los esporozoitos y estadios hepaticos de manera muy
discreta inducen la respuesta innata de una forma natural, debido probablemente a que
carecen de antigenos capaces de inducir la respuesta innata ,estan secuestrados o simplemente

son muy poco numerosos (157).
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Figura 3.5. Indices de inmunidad a la malaria por P. falciparum en poblaciones de areas de
transmision endémica.

La prevalencia de iniecciones asinfomdticas, de casos clinicos no graves y de casos graves dependen de la
exposicion a la infeccion y la susceptibilidad del individuo; todos muestran la evidencia de una adquisicion de
resistencia a la enfermedad al incrementarse la edad de la persona, pero es notable que cada indicador tiene
distinta relacion con cada edad. Los datos han sido normalizados y se presentan como el porcentaje maximo de

casos para el indice de cada poblacion. Datos tomados de estudios en Kilifi (Kenia) (155,158).

Alrededor de 95% de los linfocitos T circulantes presentan receptores de antigenos (TCR,del
inglés T cell receptor) con cadenas off e incluyen dos subpoblaciones mayoritarias
dependiendo de la molécula de superficie que requieren para su activacion, CD4 en el caso
de los llamados linfocitos T cooperadores y CDS8 en el caso de los linfocitos T citotoxicos.
La escasa respuesta inmune inducida por los esporozoitos es mediada principalmente por los
linfocitos T citotoxicos que pueden reconocer los antigenos parasitarios asociados a
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad de clase I (MHCI). Estos linfocitos
T citotoxicos pueden ser activados por células dendriticas (CDs) que hayan capturado
esporozoitos o antigenos de éstos en los ganglios linfaticos que drenan el lugar donde el
mosquito los inocul6. Asi, una vez que los linfocitos T CD8 son activados por las CDs en los
ganglios, migran al higado donde destruyen directamente a las células infectadas y pueden
quedar como células de memoria durante meses, preparadas para ser reactivadas en pocas

horas ante una nueva invasion de esporozoitos(159). Ademas, los linfocitos T CD8 también



pueden activarse en el propio higado donde atin no se sabe con claridad si dicha activacion
estd mediada por los propios hepatocitos infectados, que actuarian como células
presentadoras de antigenos, o si son CDs reclutadas al higado que hayan fagocitado un
hepatocito infectado que haya muerto por apoptosis mediante presentacion cruzada
(fenémeno por el que las células dendriticas presentan antigenos exdgenos por moléculas
MHCI) (160,161).

Aunque no sean necesarias al inicio de la activacion de las células CDS, los linfocitos T
cooperadores contribuyen en la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos T citotoxicos
mediante la produccion de interleuquina 4 (IL-4)(162,163). Los antigenos esporozoarios
inoculados con adyuvantes potentes inducen ademas altos niveles de inmunoglobulinas
(Ig)(164,165), lo que indica que estos estadios poseen proteinas antigénicas siempre que se
presenten en un contexto inflamatorio(166). También se ha descrito que los anticuerpos son
capaces de impedir la invasion de hepatocitos por P. falciparum in vitro(167,168).

3.1.13 Inmunidad durante la fase intraeritrocitica

En la respuesta inmunologica frente a la fase intraeritrocitica del Plasmodium, los
mecanismos innatos constituyen la primera linea de defensa ante la primera infeccion y éstos
incluyen la activacion del sistema del complemento, monocitos, macréfagos, CDs, las células
citotoxicas naturales (en inglés natural killer,NKs) y células T citotoxicas naturales (NKT,
natural killer T cells) (169). También las células T con TCR de tipo yd (y6T), que conforman
5% del total de linfocitos circulantes, tienen un papel fundamental de puente entre la
respuesta innata y adaptativa. Estos actores limitan el crecimiento del parasito (169), pero el
control final del mismo, asi como su eliminacidn, dependen de los anticuerpos que adquieren
una eficacia creciente con el tiempo, presumiblemente gracias a la adquisicion y maduracion
de su afinidad al reconocer a los clones mas prevalentes del parasito (157) (Figura 3.6).

Sin duda, tanto la inmunidad como la patofisiologia de la malaria en humanos esta
ampliamente influenciada por las citoquinas producidas por las células que actiian en la
respuesta innata (170). Estudios in vitro han demostrado que los eritrocitos infectados
inducen la produccién de citoquinas por los leucocitos circulantes en menos de 10 horas
(171). Por otro lado, Hermsen et al. han encontrado en el suero de individuos infectados con
P. falciparum que se produce una acumulacion de citoquinas proinflamatorias cuando se

liberanlos parasitos desde el higado al torrente sanguineo (172).
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Figura 3.6. Induccion de respuestas inmunoldgicas humoral y mediada por células T contra
malaria.

las (Ds detectan a los pardsitos y a los eritrocitos infectados a través de receptores de
reconocimiento de patrones PRRs y los fagocitan para presentar sus antigenos a las células T.
Ademés, segregan citoquinas que inician una inflamacion que dirige la diferenciacion de células
Th1 'y puede llevar a la patogénesis. Las células Th1 promueven la diferenciacion de células B para
que produzcan anticuerpos y también segregan [FN-y que activa a los macrdfagos. Los macrofagos
fagocitan a los pardsitos y a los eritrocitos infectados opsonizados y los matan a través de
mecanismos dependientes de NO y 02. La inflamacion induce la expresion de moléculas de adhesion
endotelial a las que se unen los eritrocitos iniectados. La secrecion de citoquinas antiinflamatorias
de macrofagos y células Tregs reduce la inilamacion. Tregs, células T reguladoras, TCR, receptor
de células T.

Entre las citoquinas producidas en respuesta a la infeccion palidica destacan el TNF-a y el
IFN-y que, aunque se han asociado a una etapa grave de la enfermedad, también se consideran
cruciales para el control inicial de la parasitemia, tanto en la malaria murina como
humana(18). La secrecion de IFN-y por células NK, NKT y células ydT tiene efectos
citotoxicos en el crecimiento del pardsito mediante mecanismos pobremente comprendidos,

e incrementa directamente la fagocitosis por los macrdéfagos (173). EI TNF-a, producido



principalmente por macrofagos, se correlaciona tanto con la patologia de la malaria como
con la induccién de proteccion al activar distintos leucocitos, como neutroéfilos o a los mismos
monocitos/macréfagos (12,174). Asi, aunque la respuesta proinflamatoria aguda puede
limitar la replicacion inicial del parasito en los eritrocitos, ésta debe ser controlada por
mecanismos antiinflamatorios capaces de prevenir procesos inmunopatoldgicos, entre los
que cabe destacar la secrecion de IL-10 y el TGF-f por las células T CD4 (175,176). Sin
embargo, y a pesar de los indicios, aun se desconoce si la inmunidad natural a la malaria
necesita realmente de respuestas regulatorias para controlar la inflamaciéon minimizando asi
los sintomas clinicos (157).Los macrofagos y monocitos tienen un papel importante, tanto a
nivel de inmunidad innata como adaptativa, actuando a través de distintos mecanismos (169).
Como efectores de la respuesta innata, los macréfagos y monocitos pueden fagocitar
eritrocitos infectados por via no opsonica, probablemente interaccionando con antigenos de
P. falciparum a través de sus receptores de reconocimiento de patrones moleculares CD36 o
TLR y liberando citoquinas inflamatorias, destacando asi la funcién que ejercen en ausencia
de anticuerpos citofilicos u opsonizantes (177-180). Ademas, los macréfagos y monocitos
activados generan localmente altas cantidades de 6xido nitrico (NO) que actua como agente
citostatico, inhibiendo, aunque de forma reversible, el crecimiento de P. falciparum y otras
especies de Plasmodium,como como P.chabaudi'y P.berghei que afectan a roedores (169).
Respecto a su relacion con la respuesta adaptativa, los macrofagos y monocitos son capaces
de mediar una respuesta de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA) (181-
183). Esta respuesta genera el reconocimiento de los antigenos de superficie de los
merozoitos o eritrocitos infectados como principal diana de los anticuerpos y la activacion
de estas células fagociticas a través del receptor de la region Fc de los Acs (FcyR) con la
consecuente liberacion de mediadores solubles, como TNF-a que bloquea el desarrollo de
los trofozoitos presentes en su entorno (184). Ademas de haberse observado la cooperacion
de macrofagos y monocitos con anticuerpos en la inhibicion de los parasitos in vitro, se ha
relacionado la presencia de isotipos citofilicos de anticuerpos con un riesgo menor a la
malaria(185-190). Por ultimo, los macréfagos pueden activar células T CD4 presentando el
antigeno por medio del complejo principal de histocompatibildad de clase II (MHC II)
expresado en su membrana (177). A pesar de todas las funciones mencionadas, en la malaria

humana la funcién de los monocitos y macréfagos puede estar alteradapor los eritrocitos



infectados o la hemozoina (191,192). Concretamente, la expresion superficial de MHC II en
los monocitos humanos estimulados con IFN-y se ve disminuida en presencia de eritrocitos
infectados por P. falciparum (193).

La interaccion entre los parésitos en fase intraeritrocitica y las células que conforman la
respuesta inmune innata influye en la elaboracion de la respuesta adaptativa(194). En este
sentido, las CD, en comparacion con otras células presentadoras de antigenos profesionales
como cé¢lulas B y macrdfagos, son las principales responsables en presentar antigenos a las
células T CD4 colaboradoras y estimular la produccién de citoquinas inflamatorias (194).
Las CD residen en casi todos los tejidos donde juegan un papel esencial en la vigilancia de
antigenos extrafios, gracias a que poseen receptores de reconocimiento de patrones
moleculares como receptores TLR, de tipo Nod, de lectina tipo C 0 CD36 (195,196). Tras la
interaccion con un antigeno, las CD maduran incrementando la expresion de MHC 1I, de
moléculas coestimuladoras (CD40, CD80, CD86) y de moléculas de adhesion (173,196—-198)
y son capaces entonces de polarizar la diferenciacion de células T CD4 virgenes hacia las
subpoblaciones Thl, Th2, Th17, T foliculares o Treg(199,200). Ademads, las CD son
importantes en la activacion de células NK, y su produccion de citoquinas puede regular la
funcion de otros tipos celulares con el fin de regular y amplificar las respuestas innatas y
adaptativas. En la malaria humana aun se desconoce si la infeccion por Plasmodium induce
un efecto inhibidor o activador sobre las CD, aunque se ha sugerido que el efecto final
depende de la especie y cepa del parésito, la gravedad o intensidad de la infeccion, del
hospedador, del tiempo desde la infeccion, y del tamafo del in6culo (201,202).

Las células NK se encuentran fundamentalmente en sangre periférica, bazo y médula dsea
(203). A menudo son las primeras células en responder a los eritrocitos infectados por P.
falciparum al producir IFN-y tras el contacto directo con el parasito, como han demostrado
estudios in vitro (204,205), y al lisar los eritrocitos infectados por P. falciparum mediante la
secrecion de granzima A y B (172,206). Recientemente, se ha sugerido que la produccion de
IFN-y por las células NK en respuesta a la infeccion por P. falciparum in vitro depende de
las de células T de memoria, lo que cuestiona el papel de aquellas en la respuesta innata

(207).



También las células NKT participan en la defensa contra Plasmodium, aunque se desconoce
si forman parte esencial de la respuesta a la malaria y los antigenos parasitarios que son
capaces de reconocer (169,208). Se caracterizan por presentar marcadores caracteristicos de
células NK, como el receptor NK1.1, y de células T, como el receptor TCR tipo af, a través
del cual detectan antigenos lipidicos asociados con CD1 (174). Se activan tanto durante fase
hepatica como intraeritrocitica de la malaria y producen grandes cantidades de IFN-y e IL-4
(169,204).

Las células yoT, a pesar de ser linfocitos T, parecen ostentar un papel en la respuesta innata.
A diferencia de las T af, las células ydT proliferan rapidamente en etapas tempranas de la
infeccidn y, aunque provengan de un individuo nunca expuesto a malaria, son capaces de
activarse al entrar en contacto con antigenos del parasito e inhibir su replicacion mediante
exocitosis de granulos (209,210). Son activadas por citoquinas como IL-2, IL-4 y producen
fundamentalmente citoquinas proinflamatorias, como IFN-y de una forma temprana
(174,204).

La habilidad de las células presentadoras de antigenos para capturar y procesar el antigeno
parasitario determina la magnitud y la calidad de la respuesta de células T. Aunque el
conocimiento de la respuesta inmune celular adaptativa que se desarrolla durante la malaria
es todavia escaso, se ha demostrado mediante modelos de experimentacion animal que las
células T CD4 son esenciales en el desarrollo de una inmunidad protectora (211-213).
Las células T CD4, tanto Th1 como Th2, son células colaboradoras que se diferencian segiin
las citoquinas que secretan y la funcion que desempefian. Las Thl producen IFN-y, IL-2 y
linfotoxina y son responsables de activar a los macrofagos; por el contrario, las Th2 producen
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 y IL-13 y contribuyen a la maduracion de las células B hacia células
plasmaticas y al cambio de isotipo y maduracion de la afinidad de las Ig (214). El tercer tipo
de células efectoras T CD4 son las Th17, inducidas por IL-6, IL-21, IL-23, and TGF-f (215),
cuyo papel en malaria es desconocido (216,217). Los pacientes con VIH, que presentan
menor niumero de células T CD4, presentan mayores parasitemias y sintomas clinicos, lo que
evidencia el importante papel de las células T CD4 (218).

Se debe considerar la contribucion de subpoblaciones de células T CD4 minoritarias, como
las células Treg, que juegan un papel esencial al mantener la homeostasis inmunolédgica y

controlar una excesiva respuesta inmune (219). Las células Treg humanas estan definidas por



la expresion de CD25 (cadena a del receptor de IL-2 de alta afinidad) y Foxp3 (un factor de
transcripcion). Recientemente, se ha determinado mediante ensayos in vitro que eritrocitos
infectados por P. falciparum inducen dos tipos de poblaciones de células Treg: unas expresan
niveles intermedios de Foxp3 y producen citoquinas como IFN-y, IL-4 yIL-17, mientras otras
tienen altos niveles de Foxp3, no producen citoquinas proinflamatorias y necesitan TGF-1
e IL-10 para su generacion. Ademas, ninguna de ellas es capaz de activarse a través del TCR
in vitro, lo que sugiere que no es un mecanismo especifico de antigenos (220). In vivo, las
células Treg se asocian con altas parasitemias de P. falciparum, considerandose por ello un
factor de virulencia (221,222).

La otra gran familia de células Taf, las células T CDS8, reconoce antigenos presentados por
MHC I por lo que su papel no estd muy definido en las fases intraeritrociticas del parasito.
Se ha demostrado que se encuentran activados durante la malaria cerebral, aunque atn se
desconoces i participan en su patogénesis(223). Sin embargo, no parecen estar involucrados
en la proteccion frente a estadios intraeritrociticos del Plasmodium(224).

Las principales dianas de la respuesta inmune durante la fase intraeritrocitica de la malaria
son los merozoitos libres y los parasitos intraeritrociticos que, al no presentar moléculas
MHC I ni MHC II en su membrana (225), no pueden ser dianas directas de linfocitos T CD4
o CD8 efectores(175). Los anticuerpos desempefian un papel protector ante la malaria por P.
falciparum, al haberse demostrado que los ensayos de transferencia de suero de individuos
adultos inmunes a nifios infectados no inmunes son una estrategia eficaz de tratamiento (226).
Si bien esta estrategia no se puede desarrollar a gran escala, demuestra la facilidad de inducir
inmunidad frente a la malaria mediante la transferencia de la inmunidad humoral (227).
Ademas, modelos de raton carentes de células B revelan la importancia de estas células en el
paludismo, ya que éstos son incapaces de eliminar definitivamente infecciones de P. yoelii
(228) y P. chabaudi (229). Las células B, ademas de ser productoras de anticuerpos, tienen
otros papeles importantes en la inmunorregulacion, incluyendo la secrecion de citoquinas y
la presentacion de antigenos. Las células B residen en diferentes tejidos y presentan distintos
fenotipos segun el nivel de maduracién y activacion. Los linfocitos B inmaduros se originan
en la médula 6sea y se transforman en células B transitorias 1 (T1) al abandonar dicho 6rgano,
llegando por el torrente sanguineo hasta el bazo donde dan lugar a las células B transitorias

2 (T2). En estos estadios, solo son capaces de expresar [gM en su membrana. Las células T2



contintan su desarrollo para formar, tanto células maduras que recirculan en busqueda de un
antigeno permanecen en los ganglios linfaticos (230) o en la zona folicular del bazo y se
denominan células B foliculares (FO), como células B de la zona marginal, conocidas como
células B marginales (MZ) (230,231). Las células B maduras pueden expresar IgM y IgD en
su membrana, pero el reconocimiento de un antigeno inicia su activacion con una serie de
cambios genéticos, llamados “mutaciones somaticas”, que implican el cambio de isotipo de
los anticuerpos de membrana, que suele ser el IgG en el caso de una infeccidon por malaria.
Las respuestas dependientes de células T llevan a la formacion de centros germinales (CGs)
en los foliculos, en donde se generan células plasmaticas y células B de memoria (232).

Las células B marginales generan por su parte células plasmaticas de vida corta, responsables
de anticuerpos de baja afinidad que constituyen una primera linea de defensa (233).

Existe ademads otra familia de células B, llamadas B-1, que se localiza principalmente en el
peritoneo y forman variablemente alrededor de 5% de las células B del bazo, pero estan
ausentes de los ganglios linfoides. Las células B-1 se diferencian de las B-2 (que incluyen
las células B FO, MZ, CGs, T1 y T2) en que su funcion principal es la produccion de IgM
como una fuente primaria de anticuerpos frente a diferentes infecciones y no sufren
mutaciones somaticas (234,235).

Los anticuerpos ayudan en la eliminacion del parasito mediante distintos mecanismos que se
describen a continuacion:

¢ Bloqueo de la invasion de los globulos rojos por los merozoitos (236).

¢ Inhibicién de la citoadherencia de eritrocitos que contienen esquizontes (174).

e Opsonizacion de los merozoitos o eritrocitos infectados para ser fagocitados por
células efectoras que son activadas mediante receptores FCR(237).

e CCDA: respuesta inmune en la que los anticuerpos opsonizan al patdogeno haciéndolo
diana de la liberacioén de productos de lisis por monocitos, macrofagos, neutréfilos,
eosinodfilos y células NK (238).Conecta la inmunidad celular con la humoral
promovida por respuesta Thl, esta Gltima estimulada por patdgenos acumulados
dentro de vesiculas de macrofagos y células dendriticas.

e Inhibicién celular mediada por anticuerpos: respuesta de tipo CCDA que inhibe el
crecimiento de las formas sanguineas en el interior de los eritrocitos a través de la

liberacion de factores solubles, como TNF-a, por monocitos y macrofagos (181,182).



La colaboracion de las inmunoglobulinas con la respuesta celular adquiere un papel
importante en la respuesta a la malaria en humanos ya que se ha demostrado que la proteccion
frente a P. falciparum depende de la proporcion entre los niveles de anticuerpos citofilicos
(IgG1 e IgG3) y no citofilicos (IgG2 y 1gG4)(188). Los citofilicos son aquellos anticuerpos
que tienen una afinidad adicional hacia distintos tipos de células que no esté relacionada con
la afinidad especifica hacia los antigenos que los han inducido. La inmunidad adquirida a la
malaria implicala adquisicion de anticuerpos especificos de un amplio espectro de antigenos
del parasito(239), pero a su vez, Plasmodium da lugar a una temprana activacion policlonal
de células B que genera elevadas cantidades de anticuerpos no especificos de Plasmodium
en sangre cuya implicacion en la inmunidad innata atin se desconoce(174).

Durante la infeccion paludica también se ha detectado un aumento en la produccion de IgE,
aunque ésta se ha asociado a la patogénesis ya que la concentracion de IgE es mayor en
pacientes con malaria grave o cerebral que con malaria no complicada, quizd debido a que
provoca, a través de sus inmunocomplejos, la producciéon de TNF-a y NO por monocitos y
células endoteliales en la microvasculatura (174). Ademas, Plasmodium es capaz de
promover la activacion policlonal de los linfocitos e induccion preferencial de anticuerpos
que no tienen funcion protectora (240). Un elevado nimero de estudios defienden que la
respuesta de los anticuerpos contra antigenos especificos de Plasmodium es de corta duracion
y puede depender de la continua presencia de parasitos en el organismo (239,241), lo que
sugiere que la generacion de la memoria inmunolodgica y la longevidad de la respuesta
inmune mediada por células B y/o T estaria alterada.

3.1.14 Infeccion y enfermedad plasmodial en gestante, placenta y neonato

La infeccion plasmodial humana es causada por cinco especies de Plasmodium, con o sin la
aparicion de signos o sintomas. Si la infeccion se acompaia de sintomas como fiebre,
escaloftrios, cefalea y sudoracion, entre otros, corresponde a malaria o enfermedad paltdica
(33); en contraste, si no hay sintomas acompafiantes es una infeccion asintomatica.

3.1.15 Infecciones plasmodiales gestacional (IPG) y placentaria (IPP)

Una poblacion particularmente susceptible a la infeccion y a la enfermedad plasmodiales son
las mujeres gestantes; en ellas sucede la infeccion plasmodial asociada al embarazo (IPAE)

o MAE (33), que puede aparecer como:



1) Infeccion plasmodial gestacional (IPG) o malaria gestacional (MG): demostrada por la
presencia de Plasmodium en sangre periférica materna mediante gota gruesa u otra prueba
diagnostica positiva.

2) Infeccion plasmodial placentaria (IPP) o malaria placentaria (MP): demostrada con la
presencia de Plasmodium o de Hz en sangre placentaria o en tejido placentario. La [PP- MP
depende de que se presente MG, pero ambas no siempre ocurren en forma simultanea.

3) Infeccion plasmodial congénita (IPC) o malaria congénita (MC): es el estado que afecta al
producto de la gestacion, demostrada por la presencia de Plasmodium en el cordon umbilical
en el momento del parto o en sangre periférica del neonato en alguno de los 30 dias siguientes
al parto. La IPC-MC es la consecuencia de la IPP-MP y esta lo es de la [IPG-MG.

Soélo los cuadros de IPAE-MAE causados por P. falciparum han sido ampliamente estudiados
pero solo en Africa; poco se conoce de P. vivax y su efecto en las tres entidades mencionadas
y casi nada se sabe sobre las otras tres especies plasmodiales (P. ovale, P. malariae y P.
knowlesi).

3.1.16 IPAE y MAE como problemas de salud publica

MAE es un problema importante de salud ptblica tanto por la cantidad de casos como por la
gravedad de sus efectos (16).En Africa predominan los casos por P. falciparum, mientras que
en la region de Asia-Pacifico y América las infecciones por P. vivax son mayores
(6,115,242).

En Colombia las infecciones y las enfermedades por P. vivax o P. falciparum son endémicas,
pero no se tiene informacion adecuada de la prevalencia o la incidencia en las gestantes(114).
Los pocos y recientes estudios e informes sobre frecuencia de MAE que existen, se han
realizado en Uraba Antioquefio, en sur de Cordoba (28,29,243), en Choc6 y en Narifio(122).
Los estudios han demostrado que P. vivax es la especie predominante, excepto en Choco y
Narifio, donde la mayoria de los casos fueron por P. falciparum(122), esos datos indican que
un porcentaje importante de embarazadas y sus placentas tienen infeccion plasmodial,
porcentajes que varian, entre otras cosas, en funcién de la prueba diagnodstica usada
(21,24,244).

Si MAE es problema, también lo es la infeccion plasmodial asintomatica e, inclusive, la
submicroscodpica, es decir la que no se detecta con la microscopia de luz que examina la gota

gruesa y el extendido periférico para buscar plasmodios. Tanto las infecciones asintomaticas



como las submicroscopicas que usualmente coinciden(245,246), causan deterioro de la salud
de los infectados y actian como reservorio de transmision para mosquitos vectores y, por
ende, para otros humanos.

Ahora mismo, los desarrollos cientifico-técnicos apoyan el concepto de que la MAE es
susceptible de prevencion casi completa por parte de las gestantes que residen en zonas de
endemia(247) . Si eso no sucede en la realidad, se debe a las inadecuadas condiciones de vida
de las personas y a las politicas y practicas de los gobiernos y las clases dominantes de los
paises con el problema. En efecto, la asistencia mensual a los controles prenatales en los que
se practique el examen de gota gruesa, el uso de tratamiento intermitente preventivo con
sulfadoxina-pirimetamina durante el embarazo (2 a 4 tratamientos completos, de un dia, en
dosis Unica, como si tuviese malaria), el uso de toldillos impregnados con insecticidas de
larga accion, la aplicacion de insecticidas residuales a las viviendas, la practica de medidas
personales para evitar la picadura de anofelinos, la tenencia de viviendas protegidas con
paredes y anjeos, el manejo apropiado del ambiente peridomiciliario, y la educacion en salud
para la gestante, su familia y la comunidad sobre ese problema y otros similares, garantizan
un elevado control y prevencion del problema malérico gestacional(248,249). Sin embargo,
no todas las recomendaciones y medios preventivos son implementados por la comunidad y
es alli, donde permanece la infeccién plasmodial afectando a las personas expuestas,
principalmente a las gestantes. A lo anterior debe sumarse la falta de garantia de un
diagnostico pronto y certero, junto con el adecuado tratamiento basado en la(s) especie(s)
causal(es), cuando suceda un episodio de la gestante o sus convivientes(248,249) para evitar
que el problema afecte a la embarazada o se repita.

3.1.17 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 poblacidon expuesta a malaria es
de aproximadamente 10,5 millones de personas, puede pensarse que los nacimientos en zonas
de endemia palidica fueron 135.450, hacia 2016, por lo que se esperarian, entonces, no

menos de 13.000 casos de malaria en mujeres embarazadas en ese afo.



En Colombia “Es responsabilidad del Instituto Nacional de Salud a través de la Subdireccion
de vigilancia y control en salud publica, emitir los pardmetros para realizar la vigilancia a
través de este documento y de los actores del sistema” (122). 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
andlisis de los datos, que permita generar informacion oportuna, véalida y confiable para
orientar medidas de prevencion y control del evento” (122).

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(23,31). Los estudios en la region de Uraba antioquefio han reportado,
con el uso de microscopia de luz, frecuencias de infeccion 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% (29,33). La frecuencia
de MG, de MP y de MC, medida con GG y con qPCR, en la region Uraba Antioquefio-Altos
Sinu y San Jorge Cordobeses-Bajo Cauca Antioquetio fue asi: MG 12,6% vs 49%; MP 8,4%
vs 57,3%; MC (en cordon umbilical) 0% vs 13%, respectivamente (34). Varios hallazgos en
los citados estudios, reportan que la frecuencia de MG fue significativamente mayor en las
mujeres con mas de dos gestaciones y que el peso al nacer fue significativamente mas bajo
en mujeres con historia de MG, comparado con las embarazadas sin historia de MG (27,33).
3.1.18 Infeccion plasmodial submicroscopica en gestantes

En 2008 se informo6 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 vari6 entre 1,7 y 35% con microscopia y entre 41,7 y 59% con
PCR(250). 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,
concluy6 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 (28).



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 encontr6 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)(251). La IPS gestacional por P. vivax no ha sido estudiada en detalle.

En Colombia, en el sur de Coérdoba y la region del Uraba Antioquefio, con el uso de qPCR,
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 parasito y 50,5% eran
submicroscopicas; a pesar de la muy baja parasitemia, se asociaron con alteraciones en la
placenta, como infiltrados celulares en decidua y (EIV)(26).

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 qPCR,
hallé aumento en la expresion de citoquinas proinflamatorias (IL1, IL8), en sangre periférica
y placentaria y de citoquinas antiinflamatorias (IL-4) en sangre periférica, en las mujeres con
infeccidn placentaria versus mujeres sin infeccion (23).

3.1.19 Presentacion clinica de la malaria en la gestacion

Las gestantes son mads susceptibles de adquirir la infeccion; comparadas con mujeres no
gestantes tienen mayor prevalencia de infeccion, densidad parasitaria y probabilidad de
desarrollar enfermedad complicada (38,252). Los principales efectos de la infeccion durante
el embarazo incluyen AM, BPN, PPT, abortos espontaneos e incremento en la mortalidad
materna y fetal (253,254). Las complicaciones materno-fetales se relacionan con la zona de
transmision, la exposicion al parasito, la inmunidad y la paridad (247).

En zonas de alta transmision para la malaria, las mujeres no gestantes adquieren una serie de
anticuerpos contra los antigenos de Plasmodium, reto inmunoldgico que se logra a través de
multiples exposiciones (255). Sin embargo, durante la primera gestacion, las mujeres no han
tenido exposicion previa a las variantes asociadas a la infeccion placentaria por P.
falciparum, especificamente al antigeno VAR2CSA, lo que las hace mas susceptibles a la
infeccion y a sus complicaciones (14,16). La inmunidad frente a los antigenos VAR2CSA se

adquiere con sucesivos embarazos, es por eso que las multigravidas que han tenido



exposiciones previas al parasito durante la gestacion, desarrollan anticuerpos anti-
VAR2CSA, que disminuyen el secuestro de parasitos en la placenta y las protege de las
complicaciones. Hay que decir que en las gestantes los sintomas de malaria son relativamente
raros, leves o incluso la infeccion puede ser asintomatica (7,256).

En zonas de baja transmision, la exposicion a los pardsitos es menor y por ende existe una
menor inmunidad adquirida, en estas zonas las mujeres de todas las paridades son
susceptibles a la infeccion y a las complicaciones (1,10,11,247). Las infecciones cursan casi
siempre con sintomas y pueden evolucionar a malaria grave con complicaciones como
hipoglicemia, anemia grave, malaria cerebral y dafio multi-orgdnico(16). En Colombia,
varios estudios han encontrado que 10%-45% de las infecciones en las gestantes son
afebriles(257,258). La mayoria de los casos sintomaticos presentaron una malaria no
complicada caracterizada por un cuadro febril agudo y 13,5% tuvieron malaria grave
(disfuncion hepatica, anemia, acidosis y trombocitopenia grave)(257).

3.1.20 Anemia materna (AM)

La malaria durante el embarazo puede causar AM. A su vez, la AM aumenta el riesgo de
BPN, PPT y mortalidad materno-fetal. La AM es multifactorial y puede estar relacionada por
los mecanismos de hemolisis (eritrocitos sanos(Es) y Eritrocitos infectados (Ei1)), el secuestro
de los Ei, la supresion de la eritropoyesis como consecuencia de la respuesta proinflamatoria
(aumento de TNF, disminuciéon de 1L-10)(9,259) y/o por la acumulacion de monocitos y
pigmento malarico en la placenta (59). En zonas de alta transmision, la anemia es un factor
de mortalidad materna, en Africa cerca del 40,7% de las muertes maternas estan relacionados
con AM y anualmente, cerca de 10 000 (entre 8%-20%) muertes son atribuidas a la AM por
malaria(259). En estas zonas, entre el 5%-10% de las gestantes con malaria desarrollan AM
grave (Hb <7 g/dL), siendo més vulnerables las primigravidas(254,256).

En zonas de baja transmision, en las gestantes infectadas por P. vivax o P. falciparum
aumenta el riesgo de anemia (Hb <11g/ dL) y la probabilidad de desarrollarla es 5 veces
mayor, comparada con las no gestantes (21), sin embargo la AM grave es menos comun en
estas zonas(254). Bardaji y colaboradores, encontraron que 53,4% (2285/4278) de gestantes
incluidas en el estudio presentaron AM y 4,5% (193/4278) tuvieron anemia grave, en ese
mismo estudio se encontrd que en Colombia 51,5% (345/669) de las gestantes incluidas en

el estudio tenian AM y anemia grave 1,07% (7/669)(21).



En Colombia se describio que el 41,8% (222/531) de las gestantes incluidas en un estudio
tenian AM y 55,6% (25/46) de las infectadas tuvieron anemia(259); otro estudio informé un
2% de AM grave en gestantes hospitalizadas con malaria(30).
3.1.21 Bajo peso al nacer (BPN)
En zonas de alta transmision, tener malaria en el embarazo contribuye de 8% a 36% de los
casos de BPN y con 3% a 8% de los casos de muerte neonatal(1,259). E1 BPN es el resultado
de la de RCIU y/o PPT. En Africa, el riesgo es mas alto si las gestantes tienen infeccion
placentaria y si son primigravidas (263). El riesgo de BPN se reduce entre 21% a 43%
(1,254), cuando se toman medidas preventivas como el tratamiento preventivo intermitente
y el uso de toldillo impregnado con insecticidas. Un mecanismo de proteccion en la malaria
durante en el embarazo, es el desarrollo de anticuerpos anti-VAR2CSA que disminuyen el
riesgo de AM y por consiguiente BPN. En zonas de alta transmision, la principal causa de
BPN es debido a la RCIU(254) y en zonas de baja transmision se le atribuye al PPT(22).
El riesgo de PPT, BPN y aborto ha sido diferente en las zonas baja endemia. En un estudio
publicado en el 2017, se caracterizo el BPN en los recién nacidos, de madres incluidas en el
estudio de zonas endémicas para malaria, se encontro que 505/4943 (10,2%) y 455/3590
(12,6%) tuvieron BPN y PPT respectivamente (21). En Colombia, datos recientes,
encontraron una proporcion de BPN de 29,1% (16/55) en las gestantes infectadas (257).
3.1.22 Eficacia terapéutica de la monoterapia con cloroquina y recurrencias-recaidas
durante la MGV
El tratamiento estandar de la malaria vivax tiene como objetivo eliminar las formas asexuales
sanguineas y también los gametocitos, para lo cual usa cloroquina (CQ); sin embargo, este
tratamiento no es capaz de eliminar los hipnozoitos, que requieren ser tratados con
primaquina (PQ) (260). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), desde hace varios
decenios, recomienda para la malaria vivax en adultos el tratamiento convencional de 1,5 g
de CQ para eliminar las formas eritrocitarias (curar el ataque agudo) y 15 mg de PQ/dia por
14 dias para controlar los hipnozoitos (evitar las recaidas); esa recomendacion continua
vigente en 2020(261). En Colombia se sigue este esquema terapéutico. En algunas zonas
endémicas, la malaria coexiste con una alta prevalencia de deficiencia de glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa (d-G6PD) (262,263), lo que condiciona el empleo generalizado de la

primaquina sin previa evaluacion de la existencia de d-G6PD (264). El no uso de la



primaquina o su empleo en dosis subterapéuticas facilitan la recaida de P. vivax a partir de
los hipnozoitos (265-267).

El tratamiento de la MGV tiene por objetivo inmediato erradicar la parasitemia, sin actuar
sobre los hipnozoitos, al no dar primaquina, por el riesgo de causar hemolisis materno-fetal,
si la gestante tiene d-G6PD (261). La ausencia de PQ en el tratamiento de la MGV incrementa
el riesgo de recaidas en la gestacion o posterior a ella, lo cual es un asunto grave y de mayor
significado. Es poca la evidencia sobre las opciones de tratamiento de la MG(268), y en
Colombia solo hay un estudio sobre tratamiento de MG vivax en gestantes (269).

La eficacia terapéutica de la cloroquina en el tratamiento de malaria vivax se evalua con
un protocolo de la OMS que define la falla terapéutica como la aparicion de parasitemia y
sintomas luego de suministrar un tratamiento antimalarico en forma adecuada(260). Hay
tres criterios claros y precisos para definir infeccion por P. vivax resistente a CQ: 1) haber
recibido completamente, en la forma preestablecida y con la supervision adecuada, el
tratamiento estandar con CQ (25 mg/kg en tres dias); 2) la recurrencia de la parasitemia debe
ocurrir dentro de los 28 dias de seguimiento contados a partir del inicio del tratamiento con
evaluaciones clinicas y parasitarias; 3) en el momento del recrudecimiento, los niveles de
CQ y de desetilcloroquina en sangre deben ser mayores de 90 ng/mL(270). Existen varios
informes sobre “malaria vivax cloroquino-resistente”(271-277). En Suramérica, solamente
dos informes sobre falla satisfacen tales criterios antes dichos(271,272). Sin embargo, a
pesar de estos informes, P. vivax ha permanecido sensible a la CQ en casi todas las zonas
del mundo malarico y sus formas sanguineas se eliminan con concentraciones de CQ en suero
o plasma de 30 y 15 ng/mL respectivamente(275). En Colombia, en 2013, se hall6 eficacia
de 100% de la CQ para curar el ataque agudo de malaria vivax (278).

Como se describid, la recurrencia o reaparicion de la parasitemia, con o sin sintomas
asociados, es un aspecto critico para tener en cuenta en la MGV. Esta recurrencia puede
presentarse como el recrudecimiento (recurrencia entre los dias 4 y 28 a partir del inicio del
tratamiento) o la recaida (recurrencia a partir del dia 29 en adelante); ambas son consecuencia
de la infeccion plasmodial actual (los mismos clones plasmodiales) y que debe distinguirse
de la reinfeccion (producida por una nueva infeccion, por nuevos clones) (279-281). No se
conoce la frecuencia de recaidas en gestantes colombianas tratadas con cloroquina. En

resumen, encontramos vacios del conocimiento respecto a la historia natural MGV;



hay insuficiente investigacion sobre otras opciones de tratamiento ademds de la
cloroquina, y no se conoce la frecuencia de recaidas en gestantes colombianas tratadas con
monoterapia de cloroquina.

3.1.23 El tratamiento antimalarico influencia la aparicion de recurrencias

La guia para la atencion clinica integral del paciente con malaria de Colombia dice que las
recrudescencias se presentan especialmente por fallas en la adherencia al esquema de
tratamiento, por problemas de absorcion y por vomitos, pues en nuestro pais los parasitos de
P. vivax siguen siendo sensibles a la CQ. Las recrudescencias se presentan dentro de los 28
dias posteriores al inicio del tratamiento; si en este periodo de tiempo se confirma la
persistencia o reaparicion de formas asexuales del parasito en sangre periférica y hay
sospecha de una ingesta inadecuada de antimaléricos, lo indicado es repetir nuevamente la
administraciéon de CQ (dosis total: 25 mg/kg en tres dias) con controles de seguimiento los
dias 3, 7, 14, 21 y 28; ademas, se recomienda repetir la administracion de PQ (dosis total: 3,5
mg/kg en 14 dias) (282).

En cuanto a las recaidas, la referida guia dice que aparecen en aproximadamente 60% de los
pacientes no tratados o inadecuadamente tratados; ademds es importante anotar que las
gestantes no reciben PQ y que los pocos trabajos colombianos indican una frecuencia de
recaidas de minimo 29% en este grupo poblacional y de 24% en no gestantes (283). Las
recaidas se presentan después del dia 28 de haberse iniciado el tratamiento para la cura
radical; si se presenta una recaida, lo indicado es administrar CQ y repetir PQ en las mismas
dosis descritas anteriormente; en caso de una segunda o tercera recaida, se administrara la
misma dosis de CQ y el doble de PQ (dosis total: 7 mg/kg en 14 dias) (282).

En cuanto a las reinfecciones, estas no dependen del tratamiento suministrado sino de la
presencia de Anopheles infectado con Plasmodium spp.; en zonas endémicas no es posible
diferenciar entre una reinfeccion y una recaida, esto solo es posible en zonas donde no circula
el vector infectado, es decir lugares no endémicos.

3.1.24 El fenotipo de la recurrencia de P. vivax

1. Intervalos de la recaida seguin la region geogridfica: se ha descrito que el intervalo entre
la infeccidn inicial y la recaida puede cambiar segiin el parasito sea de zona tropical,

caracterizada por tener un corto periodo de latencia o templada/subtropical, caracterizadas



por tener largos periodos de latencia(284—-286). Por tanto, se han identificado diferentes
fenotipos de la recaida, los cuales dependen de la ubicacion geografica(284).

El trépico es la zona limitada por los Tropicos de Cancer y Capricornio en la latitud 23,5°
norte y sur. El subtropico o region subtropical es cada una de las zonas de la Tierra
inmediatamente al norte y al sur de la zona tropical. El término "subtropical" indica la region
climatica ubicada adyacente a los tropicos, generalmente entre 20° y 35° de latitud en ambos
hemisferios, pero ocasionalmente se encuentra en latitudes ligeramente mas grandes. Region
templada es cada una de las dos zonas latitudinales de la Tierra que se extienden desde los
tropicos hasta los circulos polares. En las regiones templadas y partes de los subtrdopicos, las
recaidas se caracterizan por una larga incubacion o un largo periodo de latencia de
aproximadamente 8 a 10 meses, mientras que en regiones tropicales el periodo de latencia
reportado es corto y va entre 8 a 10 semanas(287). Si no se administra el tratamiento para la
cura radical, una alta proporcion de infecciones agudas por P. vivax son seguidas por una
recaida, que en zonas endémicas no se distinguen de una reinfeccion (288). La recaida puede
ser una adaptaciéon evolucionada para aprovechar los cambios estacionales en la
supervivencia del vector y, por lo tanto, optimizar la transmision(289).

2. Periodicidad de las recurrencias segun el tratamiento antimaldrico: las infecciones por
P. vivax recurren a intervalos de aproximadamente 3 semanas si los antimalaricos usados
para el tratamiento se eliminan rapidamente (ejemplo: quinina, tetraciclinas, clindamicina,
artesunato y, en general, derivados de artemisinina) y de 7 semanas si se usan antimalaricos
de eliminacion lenta (ejemplo: cloroquina, mefloquina, sulfadoxina, pirimetamina). Ademas,
hay una alta frecuencia (30-50%) de recurrencias por P. vivax después de una infeccion por
P. falciparum, pero los antimalaricos de eliminacion lenta reducen el riesgo de recurrencia
temprana por P. vivax(288,290,291). Colombia, pais situado en el tropico, presenta un patron
de recurrencia (recaida o reinfeccion) corto. Un trabajo realizado en 2004 en personas que
recibieron diferentes esquemas de tratamiento antimaldrico de zonas endémicas del
departamento de Antioquia encontrd que el periodo de tiempo que hay entre la infeccion
inicial y la primera recurrencia estuvo entre 53 y 129 dias(292). Ademas Carmona-Fonseca
y colaboradores informaron en 2009 que 91% de las recurrencias en este mismo

departamento ocurrieron entre los dias 29 y 90(293).



3. Numero de recaidas: trabajos realizados con P. cynomolgi, una de las especies mas
estrechamente relacionadas con P. vivax, plantean que el numero y la integridad de los
esporozoitos inoculados determinan el nimero de recaidas(284,294). Esto sugiere que
factores del parasito pueden determinar la latencia y la frecuencia de las recaidas. Asimismo,
la aparicion de la infeccion por P. vivax después del tratamiento de la infeccion por P.
falciparum, cuando no es probable la reexposicion a los mosquitos infectados, sugiere que
un desencadenante mas general, como la enfermedad o el tratamiento farmacolégico, puede
ser responsable de la activacion de los hipnozoitos(295). Es asi como un estudio propone que
el desencadenante de la activacion de los hipnozoitos y su consecuente recaida en intervalos
regulares es la enfermedad febril sistémica como la producida por la malaria falciparum, lo
que explicaria las altas tasas de infecciones por P. vivax después de una infeccion por P.
falciparum (284).

3.1.25 El genotipo de la recurrencia de P. vivax

1. Recurrencias homologas vs heterdlogas: genotipicamente, las recurrencias pueden ser
homologas o heterdlogas. En las homologas, el genotipo parasitario en la infeccion inicial es
igual al genotipo parasitario encontrado en la recurrencia; en las heterdlogas, el genotipo
parasitario de la infeccion inicial es diferente al de la recurrencia (288,296).

Segtin Markus las recurrencias tipo recaida son probablemente el producto de la activacion
de hipnozoitos, sin embargo, algunas recaidas de P. vivax genéticamente homologas y
atribuidas a la activacion de hipnozoitos, posiblemente no se deban al hipnozoito sino a
parasitos albergados en medula 6sea y bazo(297). Agrega el autor que la evidencia indirecta
sobre la validez de la hipdtesis del hipnozoito como fuente de la recaida en infecciones por
P. vivax es convincente, aunque la teoria sigue sin ser probada parasitologicamente en los
seres humanos (297). A pesar del gran impacto que tienen las infecciones por P. vivax en el
mundo, es poco lo que se sabe acerca del hipnozoito.

Diversos trabajos sugieren que las recaidas genéticamente homologas son en general
monoclonales y ocurren en dreas no endémicas de malaria, en personas que han realizado
viajes a areas endémicas en las tltimas semanas (298) y en infantes que no tienen un historial
de exposicion a la picadura del vector y por tanto sus recaidas se deben a la activacion de los
hipnozoitos que se generaron a partir de la misma inoculacién que caus6 el episodio inicial

(288,299). En contraste, las recaidas genéticamente heterélogas son en general policlonales



y ocurren en residentes de areas endémicas de malaria y en adultos que pueden albergar en
el higado multiples hipnozoitos adquiridos en inoculaciones previas (300,301). Las recaidas
genéticamente heterdlogas suelen compartir algunos alelos, lo que sugiere que los parasitos
tienen un ancestro comun (300). Sin embargo, la policlonalidad y la alta diversidad genética
que caracteriza las infecciones por P. vivax dificultan la evaluacion de su relacion genética
especifica (302). La incapacidad de diferenciar con confianza entre las recaidas y las
reinfecciones en areas endémicas imposibilita dar estimaciones precisas de la prevalencia de
los hipnozoitos y dificulta el estudio directo de este estadio parasitario.

2. Comportamiento de las recurrencias homaologas vs heterologas: hay multiples trabajos
que comparan los parasitos de P. vivax de las infecciones recurrentes con las iniciales:

a) En 1996, un trabajo en Canadé, con un pequefio nimero de pacientes que se habian
infectado con P. vivax en diferentes regiones endémicas de malaria en el mundo, encontr6
que 83% de los aislamientos recurrentes fueron idénticos a la infeccion inicial, usando la
técnica de polimorfismo de conformacion de cadena simple (SSCP, en inglés) y analisis de
secuencia de los genes de la proteina de superficie del merozoito 1 (MSP1, en inglés) y
circumsporozoito (CSP, en inglés), concluyendo que la mayoria de las recaidas se generaron
por los mismos parasitos que causaron la infeccion inicial y no por una subpoblacion distinta
(303).

b) En Brasil, una investigacion realizada en 1998 con personas residentes de zonas no
endémicas de malaria de Sao Paulo que habian viajado a zonas endémicas del Amazonas,
us6 a MSP1 como marcador genético y encontr6 que los parasitos de la infeccion inicial eran
idénticos a los de la recaida (304).

c) En 1998, otro trabajo realizado en Tailandia evaludé en cinco pacientes, la disparidad
antigénica de los parasitos que causan sintomas clinicos en episodios iniciales y recaidas,
usando un panel de anticuerpos monoclonales (AcM) contra las estadios sanguineos de P.
vivax y encontrd que la infeccion inicial y de recaida en tres pacientes tenian respuestas
similares con todos los AcM y en dos pacientes tenian respuestas diferentes con algunos de
los AcM evaluados (305).

d) En 2007, una investigacion en Asia en zonas donde la transmision de la malaria era baja
o ausente, concluyd que los pardsitos causantes de las recaidas eran diferentes a los de

episodios iniciales, proponiendo la activacion de hipnozoitos heterélogos como la causa mas



comun de las recaidas; sin embargo, los autores mencionan que no habian datos recientes
oficiales acerca de la intensidad de la infeccion en los lugares de estudio (300).

e) En 2012 se publicé un informe sobre un trabajo realizado en un area de transmision de
malaria baja y estacional en Tailandia con infantes y sus madres, concluyd que la primera
recaida-Reinfeccion de la vida con P. vivax es con frecuencia genéticamente homologa al
episodio inicial, mientras que los adultos presentan recaidas/reinfecciones genéticamente
heter6logas que resultan de la activacion de hipnozoitos adquiridos de inoculaciones previas,
encontrando ademas que todos los genotipos parasitarios de las infecciones infantiles fueron
diferentes de las maternas (302).

f) En 2014 pareci6 una publicacion que analizé datos de secuenciacion del genoma completo
de P. vivax de un paciente que presentd dos recaidas maldricas poco después de llegar a
Canada desde Africa (Sudan), lugar donde ocurrié la infeccion inicial y que fue tratada con
CQ por 3 dias y PQ por 14 dias; encontrando que las dos infecciones de recaida eran clonales
y los parésitos probablemente eran hermanos meioticos, es decir, clones resultantes de la
recombinacion de dos clones parentales no relacionados en el mosquito y que compartian
50% de su genoma (306). Aunque con los datos de secuenciacion se demostrd que los
hipnozoitos albergados en el higado estaban estrechamente relacionados, éstos no eran
idénticos(298).

En Colombia se conoce esto:

1- Una investigacion en Turbo (Antioquia) suministrd tratamiento supervisado para la cura
radical de la infeccidén por P. vivax a pacientes no gestantes y realizé seguimiento durante
180 dias, encontrando una frecuencia de recurrencia minimo de 24% y estas infecciones
recurrentes fueron genéticamente homologas al episodio inicial en 93% de los casos, lo que
muestra una alta frecuencia de recurrencia por P. vivax después del tratamiento recomendado
y permite inferir que gran parte de los episodios recurrentes se deben a recaidas generadas
por hipnozoitos producto de la infeccion inicial (283).

2- En 2011, un trabajo realizado con pacientes residentes en Turbo (zona endémica de
malaria) y en Medellin (zona no endémica de malaria), usando marcadores moleculares tipo
microsatélite (MS14,297, MS1,501, MS3,502), report6 un alto polimorfismo genético en los
aislamientos de infecciones recurrentes, tanto en la zona endémica como en la no endémica,

y que al ser comparados con los aislamientos de la infeccion inicial eran diferentes, lo que



sugiere que las recurrencias pueden deberse a la activacion de hipnozoitos heter6logos; sin
embargo, se observd mayor diversidad genética en los aislamientos de la zona endémica de
malaria comparados con los de la zona no endémica. Los autores concluyeron que el analisis
con estos microsatélites es una herramienta Util para establecer caracteristicas genéticas de
parasitos de P. vivax (307).

En resumen, en nuestro pais son muy pocos los trabajos que comparan el genotipo de P. vivax
en el episodio inicial y en la recurrencia y ninguno de estos ha sido realizado en poblacién
gestante que tiene mayor riesgo a presentar infecciones recurrentes.

3.1.26 Malaria placentaria

La malaria por P. vivax afecta principalmente a Asia, América Central y América del Sur y
Pacifico sur. Es responsable de 100 millones de casos anuales en todo el mundo con un costo
de 1400 a 4000 millones de dolares 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 cloroquina 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 (308-310).

La malaria placentaria (MP) es una de las principales consecuencias de la malaria asociada
al embarazo (MAE) y se define como la presencia de parasitos del género Plasmodium en
este 6rgano, demostrada por distintas metodologias diagnosticas posparto (33).

Los informes de MP producida por P. vivax son pocos en el mundo y alin més escasos son
los estudios histopatologicos realizados a placentas infectadas que determinen las
modificaciones que puede causar el parasito en este 6rgano.

3.1.27 Malaria placentaria y citoadherencia plasmodial

La citoadherencia en P. vivax se ha estudiado muy poco y se han reportado casos de ella en
lineas celulares de pulmon, cerebro y criosecciones de placenta. Debido a que en sangre
periférica se ven todas las formas del parasito, se ha pensado que las complicaciones de la
malaria por P. vivax no son debido al secuestro (311). Se plantea que P. vivax genera una
respuesta inmune diferente a la que genera P. falciparum y que, debido a esto, hay

inflamacion organo especifica; adicionalmente, la tormenta de citoquinas inflamatorias



generada por la infeccion podria promover la activacion endotelial y contribuir al desarrollo
de cuadros graves de la enfermedad (312,313).

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 se demostré con
30 aislamientos de P. vivax que los parasitos realizan citoadherencia a condroitin sulfato A
(CSA) y a acido hialurénico (AH), que son ligandos que se expresan de forma abundante en
placenta (314). 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 infeccién 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 atin menos estudios
histopatologicos realizados a placentas infectadas que determinen las modificaciones que
puede causar el parasito en este organo. Se ha demostrado por histopatologia cambios
placentarios como incremento de células inflamatorias, depdsitos de fibrina, citotrofoblasto
prominente y agrupamiento sincitial, aunque en nivel significativamente menor que en las
infecciones por P. falciparum (315).

La frecuencia de infeccion plasmodial durante la gestacion aumenta cuando se usan pruebas
moleculares para el diagnostico, en lugar de la convencional gota gruesa(26,29). Tanto la
infeccidn por P. falciparum como por P. vivax, se asocian con disminucion significativa del
peso de los recién nacidos (26,27,33) y con un estado inflamatorio de la placenta reflejado
por aumento de leucocitos en las vellosidades y el EIV(21). Adicionalmente, un estudio
reciente que determind el efecto de P. vivax en el balance de citoquinas pro-
inflamatorias/antiinflamatorias y quimioquinas, reporté que las citoquinas proinflamatorias

estan 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 (23).

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 (314). 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 desempenar 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(316-318).

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 complicacion mas frecuente de la malaria vivax en Brasil es la anemia, que
causa una mayor morbimortalidad en nifios y mujeres embarazadas (319). 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 (320).

Los modelos in vitro para el estudio de la fisiopatologia y la citoadherencia de P. falciparum
estan 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 (321-323). Todavia se desconoce el mecanismo por el cual P.
vivax perdura en la placenta, activa la respuesta inmune, causa inflamacién y dafio en el
tejido. Existen grandes vacios en el conocimiento de la relacién entre la epidemiologia
observada y la patogénesis o consecuencias de la enfermedad en la gestante y en el producto
de la gestacion.

3.1.28 Respuesta mediada por citoquinas en la infeccion plasmodial placentaria

Los efectos de la MG descritos hasta el momento van mads alld de la infeccion durante la

gestacion porque varios autores sefialan que sus consecuencias se extienden al neonato hasta



los primeros afios de vida (324,325). 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 (325-327) y hay estudios que asocian
las infecciones maléricas con menor eficiencia en la respuesta inmune a otros tipos de
infecciones, asi como con tolerancia a la malaria (328) e incluso con menor eficiencia en la
respuesta a la vacunacion (329).

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
inmunomodulacién que aumenta la susceptibilidad de mujeres embarazadas a algunas
infecciones, incluida las producidas por Plasmodium (330).

La infeccion por Plasmodium en la gestante cambia el equilibrio en la respuesta de las
citoquinas, 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 macrofagos y todo ese acimulo de células
también genera alteraciones de la funcion placentaria (331). La infeccion placentaria por
Plasmodium spp lleva a la acumulacion de células inflamatorias, particularmente macrofagos
y monocitos, en el EIV. Como consecuencia, tanto la morfologia trofoblastica como la
produccion de citoquinas placentarias estdn afectadas (332). 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 (333).

Las citoquinas mas estudiadas son TNF, IFNy e IL-10, pero existen muchas otras citoquinas
y quimioquinas, tales como IL-8, IL-13, IL-18, que han sido menos estudiadas pero se ha
demostrado su importancia (331,333—-335) Algunos estudios focalizados en citoquinas tanto
de tipo Th1 como Th2 y quimioquinas, han encontrado que su alteracién puede resultar en
patogénesis durante malaria gestacional y placentaria, asociandolas con BPN, retardo en el

crecimiento intrauterino y parto pretérmino, entre otras(336). 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 TGFp, 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 pardsito durante la infeccion malérica (222,337). En un estudio
reciente, que compard la frecuencia de los diferentes grupos de células T, incluyendo las
Treg, en dos poblaciones con diferente endemia maldrica (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 observo 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 asociacidon 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 MIP1f, IL-8 y TNF se han asociado con BPN
y las dos tltimas; 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
(9,331,333,338,339).

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 (334,340). No es claro si la respuesta inmune placentaria a los antigenos
malaricos se refleja en las respuestas inmunes en sangre periférica o si esas respuestas son
predictivas de vulnerabilidad en la gestante.

3.1.29 Infeccion plasmodial placentaria o malaria placentaria por P. falciparum

Se sabe que el secuestro placentario de los Ei conlleva el aumento en los depositos de fibrina,
similar a lo que ocurre en la intervillositis cronica masiva, una entidad anatomopatologica de
posible origen inmunoldgico asociado con retrasos en el crecimiento fetal, abortos a
repeticion y otros resultados adversos en el embarazo (341). El secuestro de Ei también

conlleva a modificaciones angiogénicas placentarias asociadas con alteracion vascular aguda



de las vellosidades de la placenta, reduciendo la superficie disponible para el intercambio de
flujo sanguineo feto-placentario. Ademas, se ha indicado que las alteraciones angiogénicas
placentarias a largo plazo, pueden contribuir con la presentacion de BPN, muerte fetal en
utero y ser una importante causa de morbi-mortalidad perinatal (342).

Algunos hallazgos histologicos de placentas infectadas con Plasmodium, como el
engrosamiento de la membrana basal y la infiltracion de monocitos en los espacios
intervellosos de la placenta, han sido mecanismos propuestos que actiian como barrera para
el transporte de oxigeno a través de la placenta. Durante esta infeccion, el aumento de nodos
sincitiales se considerd una causa importante de hipoxia (343). Igualmente, el aumento en el
grosor de la barrera placentaria y el porcentaje de monocitos en espacio intervelloso de la
placenta se ha correlacionado, con el nimero de infecciones plasmodiales durante el
embarazo (344). Ademas, se ha observado que tanto la expresion de factores angiogénicos
como de citoquinas es mayor en tejido placentario que en sangre periférica y que esto, es
independiente de la infeccion por Plasmodium, lo que muestra que, ambos compartimentos
se comportan de forma diferente y, por lo tanto, algunos autores recomiendan que si se quiere
estudiar los parametros de la placenta, el objetivo sea la placenta y no la periferia (344).
Adicionalmente, se ha propuesto que la acumulacion de células inflamatorias en el EIV junto
con los Ei 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 (343). Ademas, en placentas con infeccion
plasmodial se encontré incremento en la expresion de HIF-1a, VEGF, VEGFR-1 y sVEGFR-
1 y un decrecimiento en la expresion de PIGF (343).

Igualmente, estudios recientes coinciden con que la activacion del complemento parece ser
importante mediador para las complicaciones de la MP(345,346). Existen cambios
histologicos, angiogénicos y moleculares (de citoquinas y quimioquinas) en la MP, en los
cuales se ha evidenciado el papel del complemento. Entre los cambios histologicos
observados en placentas infectadas con P. falciparum estan el aumento de células
mononucleares (MN) (monocitos, macréfagos y linfocitos) (347), de células
polimorfonucleares (PMN), de depdsitos de fibrina, de nudos sincitiales, de trofozoitos en

los eritrocitos maternos y fetales y de depdsitos de Hemozoina (Hz) (348).



3.1.30 Infeccion plasmodial placentaria o malaria placentaria por P. vivax

Una vez que Carvalho y colaboradores demostraron in vitro que los reticulocitos infectados
con P. vivax pueden citoadherirse a diferentes células endoteliales y criosecciones
placentarias (311), el estudio de P. vivax en MP comenzé a tener mayor importancia en
aquellas regiones donde predomina esta especie. Sin embargo, son pocos los estudios que
han dirigido su atencion a la histopatologia placentaria presente en casos de infeccion por P.
vivax. Por ende, los mecanismos exactos del dafio placentario y fetal no estan completamente
claros aun para estas infecciones.

Respecto a los cambios histologicos placentarios que se han descrito en infecciones por P.
vivax, un estudio reciente indicd que mujeres con multiples infecciones tienen un incremento
significativo en el espesor de la barrera placentaria y en la cantidad de células MN en el EIV
comparado con placentas de mujeres no infectadas (349). El primer estudio que se hizo en
un area de baja transmision y que incluy6 tanto placentas infectadas con P. falciparum como
con P. vivax, indic6 que las infecciones con P. vivax no presentan necrosis y tienen
disminucioén de los depositos de fibrina, comparado a lo que ocurre en las infecciones con P.
falciparum (315). En contraposicion a lo anterior, otro estudio de MP en Colombia detallo
que los hallazgos histologicos méas comunes en infecciones por P. vivax son aumento en los
depositos de fibrina y en las células MN en el espacio intervelloso (31). Lo anterior refleja
que aun es controversial el papel especifico que juega P. vivax en el dano histologico
placentario por lo que se requieren otros estudios que ayuden a orientar especificamente la
fisiopatologia de esta especie en la MP asi como en IPP. Para poder establecer posibles
mecanismos fisiopatologicos de P. falciparum y de P. vivax en IPP es necesario conocer
aspectos basicos de ambos.

Hay que resaltar que son escasos los estudios de estos cambios histologicos en IPP causada
por P. vivax y aquellos que correspondan a zonas de baja e inestable transmision de la
infeccion, donde existe poca o ninguna inmunidad adquirida(315); algunos pocos reportes de
IPP se han realizado en el continente de América y pertenecen a Colombia(31), Pert (350) y
Brasil (349). Otros estudios en el mismo continente se refieren solo a casos de IPG en Brasil

(351), Venezuela(352), Ecuador (353) y Guayana Francesa(354).



3.1.31 Modelos placentarios experimentales en células BeWo

Los modelos experimentales propuestos para el estudio de los mecanismos fisiopatologicos
de la gestacion, se han basado principalmente en el establecimiento de cultivos primarios o
lineas celulares de origen trofoblastico, implicando la disgregacion de las poblaciones
celulares presentes en la placenta. El desarrollo de estos modelos ha permitido caracterizar
algunas proteinas expresadas en la matriz extracelular y su importancia como ligandos
moduladores del reconocimiento antigénico. Sin embargo, estos métodos alin siguen
teniendo limitantes en el estudio de las interacciones del trofoblasto con otros tipos celulares
como las células sanguineas que irrigan las vellosidades placentarias. En este sentido,
surgieron las células BeWo, una linea celular de coriocarcinoma, de origen trofoblastico con
capacidad de diferenciarse con forscolina hacia la formacién de sincitios (células
multinucleadas o trofoblasto fusionado), simulando lo que sucede en las vellosidades
placentarias. Este modelo se ha empleado para investigar los cambios que ocurren a nivel de
proteinas membranales durante la diferenciacion(355).

Para el estudio de la malaria placentaria, inicialmente se usaron modelos animales; sin
embargo, las dificultades de extrapolar resultados entre especies, hace dificil establecer un
paralelo en el momento del analisis de los resultados de los experimentos, debido al uso de
especies de Plasmodium diferentes a las que infectan al humano. Se ha demostrado que las
células BeWo son adecuadas para modelar procesos fisiopatogénicos placentarios en la
interaccion patdgeno—células BeWWo y para hacer ensayos de adherencia en malaria
placentaria, lo que permite abrir caminos hacia nuevas preguntas de investigacion con
respecto a dicha enfermedad (356,357). Nosotros empleamos esta linea celular para evaluar
la capacidad de citoadherencia de eritrocitos infectados con P. vivax.

3.1.32 Diversidad genética de Plasmodium vivax

El conocimiento acerca de la diversidad genética de P. vivax es menor comparado con P.
falciparum. Algunos trabajos han genotipificado a P. vivax para conocer las caracteristicas
genéticas del pardsito y su asociacion con diversos factores patogénicos, inmunolédgicos y
epidemioldgicos en diversos contextos (358,359). Informes de distintos lugares del mundo

han usado para el estudio de la variabilidad y diversidad genética de P. vivax marcadores



moleculares tipo microsatélite altamente variables (359,360) y genes altamente polimorficos
(361,362). De estos trabajos se puede extraer lo siguiente:

e La comparacion de los genomas de P. vivax y P. falciparum reveld que el primero
presenta el doble de la diversidad de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, en
inglés) y mayor variabilidad de microsatélites y familias de genes (363).

e En Papua Nueva Guinea se encontré que P. vivax era mas policlonal y diverso
genéticamente que P. falciparum (364).

e P vivax es altamente diverso incluso en zonas de baja transmision (365).

e En Pertl se encontré que P. vivax tenian una alta variabilidad genética durante
episodios recurrentes, usando polimorfismos de la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP, en inglés) (366).

o La diversidad genética de P. vivax evaluada con microsatélites en aislamientos de
campo de cuatro continentes (América Central, Africa, el sudeste de Asia y Oceania)
parece indicar que las recaidas facilitan la propagacion del parésito a través de los
continentes (367).

e En Colombia, en Tierralta, Cérdoba, se analizaron datos de genoma completo de
aislamientos clinicos de P. vivax y se encontr6 una diversidad genética considerable
dentro de esa poblacion, contrastando anteriores resultados que sugerian una
diversidad limitada de este parasito en América (368).

Estos hallazgos son valiosos porque ponen en evidencia que en el mundo P. vivax es mas
diverso genéticamente que P. falciparum y que los programas de control enfrentan grandes
retos al encontrarse con poblaciones tan diversas (368).

Las infecciones por P. vivax son mas complejas genéticamente, lo que se traduce en mayor
recombinacion genética del parasito en el mosquito. En zonas de alta transmision de malaria
vivax, las nuevas infecciones y las recaidas aumentan la tasa de recombinacidén entre
diferentes clones y el flujo de genes por la migracion (365,369). La superinfeccion o
coinfeccién con multiples clones del pardsito es comin en zonas endémicas y es el resultado
de la picadura del mosquito infectado con mas de un clon o de multiples picaduras en un
corto periodo de tiempo; estas infecciones multiclonales facilitan la recombinacion sexual
entre diferentes clones dentro del intestino medio del mosquito (370). Las infecciones

multiclonales y la alta diversidad genética de P. vivax indican que la transmision de este



parasito es estable y que son necesarias intervenciones especificas y sostenidas para controlar
la malaria por ese agente. Adicionalmente, su alta diversidad le proporciona mayor
frecuencia de coinfeccion con multiples clones, mayor potencial evolutivo para evadir el
sistema inmune del hospedero, adaptarse a diferentes hospederos humanos y anofelinos y
desarrollar resistencia a los antimalaricos (371).
3.1.33 El uso de microsatélites en la genotipificacion de P. vivax
Genotipificar los parésitos de P. vivax aumenta la comprension de la dindmica de los clones
parasitarios en un espacio y tiempo determinados y se convierte en una herramienta valiosa
cuando se integra con datos sobre la distribucion de vectores, migracion humana, respuesta
inmune del hospedero y respuesta a los tratamientos antimaldricos. Los trabajos que
genotipifican los parasitos de P. vivax usan diferentes marcadores moleculares, como por
ejemplo genes antigénicos (MSP1, MSP2, CSP)(366) y microsatélites (3,27; 8,504; 1,501 y
3,502, entre otros) (359,372,373).
Un trabajo realizado en Asia y América contrasté la estructura genética de P. vivax usando 9
microsatélites (3,27; 13,239; 11,162; 6,34; 8,504; 3,503; 14,297; 1,501; y 3,502), de los
cuales particularmente cuatro de ellos (3,27, 1,501, 3,502, 8,504) (359) tenian el mayor
numero de alelos. Otros trabajos han usado los microsatélites para el estudio de la diversidad
genética de P. vivax en diferentes poblaciones (288,302,372) y se ha resaltado que estos
marcadores son muy Utiles para caracterizar las poblaciones de P. vivax en Colombia(360).
Los microsatélites, también llamados STR short tandem repeat o SSR simple sequence
repeat, por sus letras en inglés, son secuencias cortas y simples de ADN con tamafios de
aproximadamente 1 a 6 pares de bases (pb), que se repiten varias veces en tandem (por
ejemplo AGCAGCAGCAGC)(374). Cada secuencia es definida por el tipo de unidad
repetida (lo més frecuente mono, di, tri, tetra, penta o hexa nucledtidos) y por el sitio que
ocupan en el genoma (locus). Los microsatélites se caracterizan por:

a) estar distribuidos por todo el genoma, encontrdndose principalmente en zonas no

codificantes;

b) tener una alta tasa de mutacion, que los vuelve muy polimorficos;

¢) ser abundantes;

d) ser codominantes, es decir, permiten la distincion entre homocigotos y heterocigotos;

e) ser neutros, no estan sometidos a presiones de seleccion;



f) ser utiles en la distincién de alelos debido a las variaciones en el nimero de

repeticiones que los hace muy apropiados a la hora de evaluar la diversidad de una

poblacion(375).
Por otra parte, debido a su pequefio tamafio son de facil amplificacion por PCR y su producto
puede ser analizado por medio de geles de agarosa para confirmar la exitosa amplificacion
de la banda de interés y por medio de electroforesis capilar para analizar los tamafios alélicos
obtenidos con el uso de un programa/software(374-376). Segiin la OMS, los paises
endémicos de malaria deberian tener acceso a este tipo de metodologia para tener
informacion acerca de las frecuencias alélicas que circulan en una region determinada y
usarla en los programas de control y vigilancia estatal y en investigaciones
epidemioldgicas(377). El uso de marcadores moleculares tipo microsatélite es ideal para
estudiar las caracteristicas genéticas de P.vivax e identificar las relaciones existentes entre
las infecciones iniciales y las recurrencias, pues permite el analisis de la variacion alélica en
multiples loci independientes, siendo la forma més efectiva de evaluar la estructura de las
poblaciones de P. vivax(367,378). Asimismo, un estudio concluye que el uso de PCR seguido
de electroforesis capilar es muy adecuado para genotipificar a P. vivax, pues es rapido y facil

de usar (373).



4 Capitulo 4: Metodologia general

En este capitulo se describen aspectos metodoldgicos aplicables a varios capitulos, mientras

que en cada capitulo se describen los aspectos especificos del mismo.

4.1 Lugar y poblacion del estudio

Poblacion: el grupo “Salud y Comunidad-César Uribe Piedrahita” lleva 14 afios trabajando
en los municipios del sur de Cordoba, que son los de alta endemia paltdica. Estos cuatro
municipios albergan las cuencas altas de los rios Sint1 y San Jorge en el sur del departamento
de Cordoba; ellos, sumados a los 11 municipios del Uraba Antioquefio y a los 10 municipios
del Bajo Cauca Antioquefio, constituyen la region que genera 60% de los casos de paludismo
en Colombia desde hace al menos cinco décadas; alli, coexisten P. vivax y P. falciparum, en
razdn 3:2, en promedio; a tal zona nos referimos con “La Region”(130)

Desde hace més de 17 afios se investiga en “La Region” la MAE y todos esos trabajos aportan
un nimero de varios miles de mujeres evaluadas en sus etapas de embarazo, parto y puerperio
inmediato, asi como sus neonatos. Las caracteristicas demograficas y basicas de salud de las
gestantes y de las mujeres y sus recién nacidos residentes en “La Region” pueden resumirse
de esta manera, que resulta de un analisis agrupado para examinar los datos de un conjunto
de siete investigaciones realizadas en “La Region” en 2003-2019(386). En la consulta
prenatal/atencion prenatal se encontré que son mujeres muy jovenes (23 afnos en promedio)
que incluyen menores de edad (12-17 afios); 2 de cada 3 gestantes estdn bajo el régimen
subsidiado de salud y el resto no tienen vinculacion; alrededor de la mitad ha padecido
paludismo en vida y el 8% en el embarazo actual; 1 de cada 4 embarazadas esta en el primer
embarazo y lo mismo en el segundo; 40% reportd antecedentes de aborto; el estado de salud,
en general, es aparentemente normal. En trabajo de parto se encontrd ruptura de membranas
antes del parto (RMAP) ocurri6 en 35% y en ninguna mujer esta ruptura aparecio antes de la
semana 37 de gestacion, en 1.0% (6/593) dur6 18 horas o més y en 0.3% se acompaid de
fiebre. El tiempo entre la ruptura de las membranas y el parto es de 5 horas (mediana).
El inicio del trabajo de parto fue espontaneo en el 96% de los casos. Al momento del parto
se nota la presencia de algunas enfermedades o trastornos en la madre: anemia 37%, infeccion
urinaria 20%, amenaza de parto prematuro 11,0%, ruptura prematura de membranas 4,0%,

hipertension gestacional 3%, preeclampsia-eclampsia 2%, retraso del crecimiento
p g p p p



intrauterino 1,4%, hipertension arterial cronica 1,2%. El puerperio es, en general, normal. El
neonato presentd (promediotdesviacion estandar): edad gestacional (segun fum) 38.6+2.2,
peso 3170+518 gramos, talla 4913, perimetro cefalico 34+2, Apgar 1 minuto 8.1+1,0 y Apgar
5 minutos 9,8+0,6. Un recién nacido de 455 falleci6 en la sala de partos y 7 de 445 (1,6%)
fueron derivados a otro hospital con mayor nivel de atencion. El estado al alta hospitalaria
del neonato era 99% vivo, 0,8% vivo tras ordenar traslado a otro hospital y 0,2%
muerto(386).

La informacién recogida es abundante, pero se restringe a los aspectos puramente clinico-
bioldgicos y psicologicos y culturales relacionados con el proceso reproductivo (embarazo,
parto, puerperio). No conocemos un solo estudio que presente, por ejemplo, la problematica
de la vida cotidiana y los estilos de vida de las mujeres embarazadas en la region donde se
han realizado la gran mayoria de las investigaciones incluidas en este informe. La
informacion disponible es valiosa pero insuficiente porque las mujeres descritas con ella
parecen seres sin historia, sin insercion social profunda y decisiva. Las condiciones de vida
de las clases populares y grupos sociales en esa region noroccidental son muy precarias. La
urgente investigacion realizada sobre las mujeres de la referida region se refiere a los
procesos individuales/singulares en el plano psicoldgico, sociolégico y cultural de las
mujeres y sus familias, lo que permite conocer como se vinculan como personas y grupos
familiares a los planos. segundo (procesos particulares o grupales, la dimension del modo de
vida, es decir, los procesos estructurados del modo de vida caracteristicos de los diferentes
grupos/clases sociales) y tercer nivel (proceso general, que se refiere a la estructura
econémica de cada sociedad determinada por las relaciones sociales de produccion, el
desarrollo de las fuerzas productivas o de produccion y el proceso de distribucion y consumo
de bienes y servicios entre los diferentes grupos o clases sociales) de la determinacion social
de la salud-enfermedad(386).

Se concluye que el perfil clinico-epidemioldgico de las gestantes, parturientas y neonatos
descrito a partir de siete investigaciones realizadas con mujeres en gestacion, parto y
puerperio de la region noroccidental de Colombia, la mas endémica de malaria, parasitos
intestinales, desnutriciéon y muchas otras condiciones patologicas biomédicas y sociales, se
centra esencialmente en la perspectiva biomédica; Este perfil puede servir de base para

completarlo con otras investigaciones dirigidas especialmente a indagar en los procesos



individuales/singulares a nivel psicolégico, socioldgico y cultural de las mujeres y sus
familias, los cuales carecen por completo de investigaciones en esta region y estas mujeres y
familias. Se requiere que las autoridades de salud, trabajadores de la salud, empresas de
seguros de salud (EPS) y organizaciones sociales promuevan el uso de la consulta prenatal
debido a que su cobertura es limitada y la adherencia de las usuarias a la misma es baja(386).
En 2021, Carmona & Cardona hicieron una busqueda sistematica de estudios originales sobre
un conjunto de temas relacionados con la MAE sucedida en los 25 municipios de “La
Region”. La informacion se buscd en Pubmed, Lilacs y Google Scholar; la estrategia de
busqueda uso estas expresiones (malaria AND [pregnancy OR embarazo] AND Colombia).
Ademas, fueron consultados los repositorios de tesis de las universidades colombianas de
Antioquia, Cordoba, Valle, Cartagena, Norte-Barranquilla y Nacional, la archivo documental
del grupo de investigacion de los autores de este manuscrito, y las referencias de articulos y
tesis. Los estudios fueron publicados entre 1985 y 2020, todos los estudios capturados se
incluyeron independientemente de su calidad(3). Este informe contiene, en resumen, el

estudio epidemiologico més complete sobre MAE en Colombia.

4.2 Diseiio del estudio y grupos de analisis segun los Objetivos

La multiplicidad de temas que se propuso afrontar este trabajo y la relativa carencia de
informacion suficiente sobre todos ellos y, en especial, sobre la relacion entre esos temas,
plantea como necesidad esencial la obtencién de datos sobre el problema planteado y no
permite elaborar hipdtesis solidas. Por esta razon, en esta investigacion, que es de indole
cuantitativa, se aplicé un disefio descriptivo y prospectivo, que fue longitudinal (estudio de
cohorte) para algunos objetivos y fue transversal para otros; ademas, se aplicoé un disefio
experimental controlado no balanceado para un objetivo. A continuacién se presenta un
resumen sobre la relacion entre cada objetivo especifico formulado y el procedimiento de

comparacion y los grupos de andlisis involucrados:



Objetivo

Procedimiento y Grupo(s) de estudio

Describir cuadro clinico y laboratorio

Comparar porcentajes:
Grupos: MGV+ n=49 vs no MG n=30

Medir eficacia m-CQ para curar ataque
agudo y medir frecuencia de 1°. RR

Medir frecuencias absolutas y relativas.
Grupo: MGV+ n=49

Evaluar nivel de expresion de genes
asociados a mediadores inmunes en
sangre periférica y placenta

Comparar medianas/promedios.
Grupos: MGV+ n=49 vs no MG n=30 en Ingreso
y en Parto MGV+ n=26 vs no MG n=17

Medir la presencia de Ac especificos vs.
13 Ag P. vivax

Comparar porcentajes y medianas.
Grupos: MGV+ n=20 vs No gestante con infec-
cion P. vivax n=17

Evaluar diversidad genética de P. vivax
segun Ataque agudo y 1. RR y segtin
embarazo (si, no)

Comparar porcentajes.

Grupos: a) MGV+ n=41 en ataque agudo vs No
gestante con ataque agudo infeccion P. vivax

n=46 (disefio: transversal, no pareado).

b) En RR, grupos comparados son como en a):
gestante n=19 vs No gestante n=6 (disefio:
transversal, no pareado).

c) Comparar ataque agudo vs RR: gestantes n=41
vs n=19; no gestantes n=46 vs n=6 (disefo:
longitudinal, pareado).

En placentas de mujeres con y sin historia
MGV+, identificar perfiles de expresion
genes VEGF, IGF-1 e HIF-1a

Comparar medianas de expresion relativa de
genes.

Grupos: MGV+ ingreso y sin IP-parto n=21 vs
MGV+ ingreso y con IP-parto n=5 vs

no MG siempre n=17

En placentas de mujeres con y sin historia
de MGV+, identificar y cuantificar ha-
llazgos histologicos y expresion de genes
de mediadores de desarrollo fetoplacen-
tario

Comparar medianas de cantidad de cada variable
histologica y de expresion de genes de media-
dores de desarrollo fetoplacentario.

Grupos: MGV+ ingreso y sin Plasmodium en
parto (n=21) vs MGV+ ingreso y con Plasmo-
dium en parto (n=5) vs No historia MG y sin
Plasmodim en parto.

Evaluar in vitro la citoadhesion de eritro-
citos infectados con P. vivax aislados en
periferia de gestantes y no gestantes con
malaria vivax

Comparar medianas.

Grupos: MGV+ n=5 vs no MG n=39 vs Control
positivo de citoadherencia n=5 vs Controles
negativos de gestantes y no gestantes n=5 en c/u

4.3 Tamaiio de muestra

Se definié un tamafio de 30 gestantes con infeccidon por P. vivax y se lograron captar n=49.

Se tomd un grupo control de 30 gestantes sin infeccion plasmodial. Los hijos de ambos

grupos de gestantes también se evaluaron clinicamente. Varios de los objetivos se trabajaron




con estos dos grupos pero otros tuvieron grupos de menor tamano (ver flujograma de grupos
en la Figura 4.1), porque se redujeron por diversas razones; por ejemplo, al hacer el
seguimiento de 28 dias para medir la eficacia de m-CQ para curar el ataque agudo de MGV,
se descartaron 2 mujeres que presentaron falla terapéutica, quedando 47; de estas, solo 45
ingresaron al estudio para medir las recurrencias tipo recaidas (RR) porque las otras 2 no
podian venir a los controles clinicos y parasitarios requeridos; luego, en el seguimiento entre
los dias 19 y 180, no hubo pérdida de pacientes pero 15 presentaron RR, lo que redujo el
grupo a 30, pero no de todas se pudieron captar las muestras de sangre necesarias para evaluar
la diversidad genética de P. vivax y el fenotipo de las RR. Todas estas condiciones y otras
que se explican en cada capitulo, influyen en forma decidida en el analisis estadistico y en la

solidez de las conclusiones que puedan formularse.

4.4 Flujograma: grupos de estudio en cada uno de los 4 capitulos de estudio

Para brindar mayor claridad al lector sobre los grupos de estudios conformados en los
capitulos 5-8 de este trabajo, se presenta a continuacion un flujograma que muestra la relacion
de los grupos en cada capitulo. Ademads, es pertinente aclarar aqui que el grupo al que
llamamos gestantes Sin inf plasmodial, son gestantes a quienes al momento del ingreso se
les determind por GG y qPCR que no tenian infeccion plasmodial en su sangre, el grupo que
llamamos gestantes con malaria vivax MGV[+] se refiere a gestantes que ingresaron al
estudio con signos y sintomas de malaria y que por GG y qPCR se les determind
monoinfeccidon en sangre periférica por P. vivax y por ultimo, usamos la abreviatura IP-p
para referirnos a las gestantes que en el parto, al ser evaluadas por GG y qPCR, presentaron
infeccion plasmodial en alguno de los tres compartimentos evaluados: sangre periférica

materna, placenta y sangre de cordon.



Grupo 1

Ingreso:(n=49)= gestantes con malaria vivax (MGV[+])

Parto (n=26) = madres con historia de MGV[+]

l

Grupo 2
Ingreso:(n=30)= gestantes Sin inf plasmodial

Parto (n=17) = madres sin historia de MG
0

=) Sangre periférica materna, placentas e hijos en ambos grupo!
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Figura 4.1. Flujograma: grupos de estudio en cada uno de los 4 capitulos




4.5 Evaluacion clinica y toma de muestras y datos de las pacientes

La toma de muestras para gota gruesa y qPCR para diagnostico de malaria estuvo a cargo de
personal entrenado para ese fin por el Ministerio de Salud de Colombia y que tuvo
adiestramiento adicional por los investigadores para la toma de muestras de sangre para
qPCR.

Todo el trabajo de evaluacion de sintomas y signos de las pacientes en el momento del ingreso
al estudio, en el momento de evaluar la RR, en el momento del parto y en cualquiera otro,
fue realizado directamente por personal de salud del respective municipio, bien fuese en el
puesto de diagndstico de malaria (personal entrenado para ese fin por el Ministerio de Salud
de Colombia), personal que atiende a las gestantes en la consulta prenatal (enfermeras
profesionales y auxiliares), personal que atiende a las parturientas en las salas de parto
(enfermeras profesionales y auxiliares y médicos generales).

Los controles para evaluar la eficacia de m-CQ y para evaluar las RR fueron ejecutados por
personal vinculado por la investigacion y fueron enfermeras auxiliares capacitadas de manera
especifica para buscar sintomas, signos y tomar muestras para gota gruesa y qPCR para
Plasmodium.

La toma de muestras para el estudio histopatoldgico de placenta fue ejecutada por personal
de enfermeria que atendia el parto y que fue capacitado para tomar estas y otras muestras
bioldgicas.

La recoleccion de datos en formularios precodificados y sometidos a prueba con anticipacion
fue realizada por personal vinculado por la investigacion y capacitado de manera especifica
por los investigadores. Ese mismo personal extrajo de las historias clinicas y del formulario
CLAP los datos requeridos, todo eso con autorizacion de la direccion de cada hospital y solo
para ser usado en la investigacion, con la garantia de conservar el anonimato y codificar los

datos, codigos conocidos solo por los investigadores.

4.6 Diagnostico de malaria

4.6.1 Gota gruesay extendido delgado
Las gotas gruesas fueron tefiidas con la coloracion de Field y leidas por un microscopista
experimentado en cada hospital local. La elaboracion, coloracion y lectura de gotas gruesas

se hizo de acuerdo al procedimiento recomendado por la OMS. La parasitemia se calcul6 en



un total de 200 leucocitos y se tuvo en cuenta la constante de 8000 leucocitos/pL, para hallar
el nimero de parasitos/puL de sangre. Una gota gruesa se considerd negativa cuando no se
observo ninguna forma parasitaria en un minimo de 200 campos microscopicos.

4.6.2 Diagnostico molecular

EL ADN parasitario fue extraido con el método Saponina-Chelex (404), a partir de las
muestras de sangre en papel de filtro. Para esto se usé un circulo de 6 mm de diametro (~25
uL de sangre) y el ADN obtenido fue resuspendido en 50 pL. de agua destilada estéril.

Para el diagnostico molecular de la infeccion plasmodial se uséd el protocolo de PCR
cuantitativa Tagman en tiempo real (QPCR) estandarizado por nuestros colaboradores en
Alberta, Canada (405). Para las reacciones de amplificacion se uso el equipo One Step Plus
(Applied Biosystems) 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 pL. de master mix universal
Tagman (Applied Biosystems) y 5 pL de ADN molde. La lista de cebadores y sondas con
sus respectivas concentraciones finales se presenta en la Tabla 4.1.

Este ensayo cuenta con dos reacciones, una para la determinacion del género Plasmodium y
otra para la determinacion de la especie plasmodial. En la primera reaccion se usan los
cebadores Plasmol-Plasmo2 y la sonda Plasprobe que permiten la amplificaciéon de una
region del 18S (rARN) especifica del género Plasmodium. Luego, en las muestras con un Ct
<45, se determind la especie en una segunda reaccion multiplex que combina el cebador
Plasmo2 con los cebadores Viv y Fal y las sondas Vivprobe y Falprobe, especificos de P.
vivax y P. falciparum, respectivamente. Las muestras fueron consideradas positivas para
infeccion con Ct <40. Solo se consideraron positivas aquellas muestras que resultaron
positivas tanto en la reaccion de género como en la de especie. Cada reaccion de PCR incluy6
al menos tres controles negativos en los que se usé agua y un control positivo para vivax

(ADN de la cepa Salvador 1) y otro para falciparum (ADN de la 3D7).



Género, Especie Nombre Tipo [nM] Secuencia 5- 3"

GTTAAGGGAGTGA
AGACGATCAGA

Plasimo 2 R 200 AACCCAAAGACTTT
Plasmodium spp asmo GATTTCTCATAA

FAM-ACCGTCGTAA

Plasprobe S 50 TCTTAACCATAAACTA
TGCCGACTAG-TAMRA

CCGACTAGGTGTTGG

Fal F 200 ATGAAAGTGTTAA
P. falciparum Quasar 670-AGCAATCTAAA
Falciprobe S 80 AGTCACCTCGAAA
GATGACT-BHQ2
CCGACTAGGCTTTGG
ATGAAAGATTTTA

P. vivax TAMRA-AGCAATCTA
Vivprobe S 80 AGAATAAACTCCGAAGAGA
AAATTCT-BHQ2
Tabla 4.1. Cebadores y sondas para el diagnostico molecular de la infeccion plasmodial

Plasmo 1 F 200

Viv F 50

Secuencia de cebadores y sondas empleadas para el diagndstico molecular de la infeccion plasmodial
(36).

[nM] concentracion en nanomolar usada en la reaccion. F: cebador sentido, R: cebador antisentido, S:
sonda
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6 Capitulo 5: Perfil clinico-epidemiologico de gestantes con malaria
por P. vivax, eficacia de la monoterapia con cloroquina y
evaluacion de recaidas

6.1 Introduccion

La malaria asociada al embarazo (MAE) impacta negativamente la salud de la madre y del
neonato, con alto riesgo de que se presenten complicaciones clinicas y mortalidad.
En las regiones de alta endemia se han caracterizado, especialmente, la anemia materna y el
bajo peso al nacer como los principales desenlaces obstétricos adversos, pero es poco
conocido el espectro clinico de la MAE en las zonas de baja endemia donde P.vivax aparece
como la especie plasmodial predominante.

Para cuantificar la morbimortalidad de la MAE por P. vivax y describir su perfil clinico-
epidemioldgico se disefio un estudio descriptivo, prospectivo longitudinal; el cual ingreso y
se siguid clinica y parasitologicamente gestantes que asistieron a los hospitales locales de los
municipios de Tierralta y Puerto Libertador, Cérdoba.

En este capitulo se presentan los datos correspondientes a las caracteristicas generales de las
gestantes, las frecuencias de infecciones microscopicas y submicroscopicas en la gestante, la
placenta y el bebé. También se describen los signos, sintomas, hallazgos de laboratorio
clinico, respuesta terapéutica, frecuencia de la primera recurrencia-Recaida y desenlaces
obstétricos adversos (anemia materna, bajo o disminucion del peso al nacer, parto pretérmino,

abortos, mortinatos, muerte materna).

6.2 Planteamiento del problema

La infeccion con P. vivax o P. falciparum durante el embarazo aumenta el riesgo de anemia
grave, parto pretérmino, bajo peso al nacer y muerte materna, fetal o neonatal (379,380). Se
estima la infeccidon con P. falciparum durante el embarazo causa aproximadamente 10.000
muertes maternas, 3-8% de las muertes infantiles y 8-14% de los partos con bajo peso al
nacer que ocurren anualmente en el Africa subsahariana, donde la transmision malarica es
alta y estable(381,382). En areas de transmision inestable, como en muchas regiones de Asia
y Latinoamérica, las mujeres embarazadas tienen 2-3 veces mayor riesgo de riesgo de
desarrollar malaria grave o anemia grave asociada a la malaria, en comparacion con las

mujeres no embarazadas (339,383-385).



La MAE se ha estudiado principalmente en la infeccion con P. falciparum en Africa
Subsahariana y en el sudeste de Asia (339,386,387). La literatura creciente sobre la infeccion
por P. vivax durante el embarazo indica un riesgo considerable y, aproximadamente, 71
millones de embarazos ocurren en areas en las que la malaria vivax es endémica
(6,383,385,388-394). Esta es la especie con mayor distribucion fuera de Africa, con
aproximadamente 2,9 millones de personas en riesgo en el mundo (20,309,394-396). La
infeccidon gestacional con P. vivax se ha asociado con manifestaciones clinicas graves,
incluyendo anemia grave, trombocitopenia, aborto espontaneo, bajo peso al nacer y parto
pretérmino (383,388,396,397). Debido a su importancia en salud publica, entender la
fisiopatologia, la epidemiologia y las manifestaciones clinicas de la MAE ha sido el enfoque
de diversas investigaciones. Sin embargo, muchos de estos aspectos, y principalmente en
regiones con riesgo de transmision medio o bajo y con mayor prevalencia de casos por P
vivax, permanecen pobremente explorados.

En Colombia, lo poco que se conoce sobre la malaria durante el embarazo, demuestra que es
un problema de salud publica, porque al menos 10% de las gestantes residentes en zonas
paludicas la padecen(28) y la cifra puede llegar a 33% e incluso hasta 49% cuando se usan
pruebas moleculares para el diagndstico, en lugar de la convencional gota gruesa(21,24).
Algunos estudios realizados en zonas malaricas colombianas, permiten concluir que los
neonatos nacidos de madres con infeccion o enfermedad plasmodial, tanto por P. falciparum
o por P. vivax, han tenido problemas como anemia y peso al nacer menor que los neonatos
nacidos de madres sin infeccion malérica(21). En esas mujeres infectadas y sus placentas hay
pruebas contundentes de estado inflamatorio, reflejado por un aumento en la expresion de
COX-2, INFy y de TNF; pero también hay un perfil inmunorregulador evidente gracias a la
expresion de IL-10 y TGFB(118).

En conclusion, los datos disponibles actualmente para afirmar que P. vivax tiene un papel
patogénico importante durante la infeccion gestacional y placentaria, son escasos y
controvertidos, principalmente en las zonas de mediana o baja intensidad de transmision de
malaria, donde predomina esta especie parasitaria, como es el caso de Colombia.

Por lo tanto, este estudio pretende obtener informacion clinica y epidemioldgica acerca del
papel patogénico de P. vivax durante la infeccion gestacional y placentaria en zonas paltdicas

de Colombia.



6.3 Objetivos especificos

En mujeres con malaria gestacional por P. vivax:
e Medir la prevalencia de signos y sintomas clinicos, hallazgos de laboratorio clinico y
desenlaces obstétricos.
e Evaluar la eficacia de la monoterapia con cloroquina (dosis estandar) para curar el

ataque agudo y medir la incidencia de la primera recurrencia.

6.4 Metodologia

6.4.1 Lugar del estudio

En los municipios de Puerto Libertador y Tierralta, en el sur del departamento de Cérdoba
(Figura 6.1). En términos ecoepidemiolédgicos, dicha region es considerada con transmision
estable y de alta incidencia paludica, donde cocirculan P. falciparum y P. vivax, pero la
especie predominante es P. vivax (123). Ademas de las caracteristicas ecoepidemioldgicas y
de transmision de la region, otro criterio para seleccionar los dos municipios de Cordoba
(Tierralta y Puerto Libertador) donde se hizo esta investigacion, fue la alta frecuencia de
MAE (49%) que se detectdé previamente con PCR cuantitativa (qPCR) en esos
municipios(21). Es importante indicar que en marzo de 2014 finalizé el Proyecto Malaria
Colombia (2010 -2014), que se llevo a cabo en 44 municipios con alta transmision de malaria,
incluidos los dos seleccionados en este estudio. El Proyecto Malaria Colombia mejoré el
acceso al diagndstico y tratamiento y ejecutd intervenciones para la prevencion y control de
la malaria en zonas criticas para el paludismo en Antioquia, Cérdoba, Choc6 y Narifio, con
lo que logré una disminucion de 48,3% de los casos de malaria en los municipios
intervenidos, que generaban 80% del paludismo en el pais (21). Sin embargo, cuando el

programa dejo de operar, el nimero de casos aument6 a partir del afio 2015 (Tabla 6.1).



Figura 6.1. Ubicacion geografica de los municipios del estudio

Tierralta

— Puerto
Libertador

Se muestra el mapa de Colombia y en él se destaca en negro el mapa del departamento de (drdoba. Ademds, en
un zoom del mapa del departamento de (drdoba se seiialan con flechas los dos municipios en donde se realizo
este estudio: Tierralta y Puerto Libertador.

Tabla 6.1. Casos e indices de malaria en Tierralta y Puerto Libertador, 2008-2018-1

. Tierralta Puerto libertador
Ao Casos IPA IFA IVA Casos IPA IFA IVA
2008 5040 59,6 19,7 394 4856 127,5 42,1 84,1
2009 4414 51 13,2 37,3 4120 103 17,2 854
2010 6255 70,6 233 46,6 7177 176,8 58,3 117
2011 3162 34,8 11,5 22,9 2416 57,6 19 38
2012 1791 19,2 1,7 17,4 1408 32,5 4,6 27,9
2013 974 10,2 0,4 9,7 1218 27,2 5,6 21,3
2014 737 7,5 0,5 7,1 180 3.9 0,4 3.4
2015 712 7,1 1 6 186 3 0 2,8
2016 804 7,8 2,6 5,2 392 7.9 2,6 5,2
2017 2047 19,5 6,4 12,9 706 13,9 4,6 9,2
2018-1 2433 26,2 8,4 17,5 1235 23,6 7,7 15,6

IPA: Indice parasitario anual; IFA: indice falciparum anual; IVA: indice vivax anual.
la tabla representan la magnitud de las frecuencias en cada variable, siendo el gris mas oscuro la magnitud

mayor y el blanco la magnitud menor.

Los colores en



6.4.2 Poblacion de estudio y diseio

Se defini6 un tamafio de muestra de 30 gestantes con infeccion por P. vivax y se logrd captar
n=49. Se tomd un grupo control de 30 gestantes sin infeccion plasmodial. Los hijos de ambos
grupos de gestantes también se evaluaron clinicamente.

Para obtener informaciéon clinica, epidemioldgica y fisiopatologica acerca del papel
patogénico de P. vivax durante la infeccion gestacional y placentaria en zonas palidicas de
Colombia se conformaron a conveniencia los siguientes grupos de estudio:

e MGV][+]: gestantes con infeccidon microscopica por P. vivax e infeccidon unica por
esta especie confirmada por qPCR en sangre periférica en el momento del ingreso al
estudio (n=49).

e Gestantes sin infeccion plasmodial: sin infecciéon microscopica plasmodial y
confirmacion de ausencia de infeccidn submicroscopica plasmodial por qPCR en
sangre periférica en el momento del ingreso (n=30).

6.4.3 Fuentes de datos y muestras

Las gestantes procedieron de los programas de control prenatal (CPN), los puestos de
diagnostico de malaria y los servicios de obstetricia de los hospitales locales de cada
municipio de estudio. La muestra de placentas se obtuvo a partir de las gestantes ingresadas
a la cohorte y las muestras de sangre de cordon se obtuvieron de los hijos de estas gestantes.
En cada dia de seguimiento y control (Figura 6.2) se tomd una muestra de sangre periférica
materna en papel de filtro Whatman® No. 3 dos laminas de gota gruesa y un extendido de
sangre periférica, que se usaron para el diagnostico de infeccion plasmodial por microscopia
y qPCR. Ademas, se tomaron muestras de sangre para la realizacion de los exdmenes basicos
de laboratorio. En el parto las gestantes se evaluaron clinica y parasitologicamente. Se
tomaron muestras de sangre periférica materna y placentaria para hacer gota gruesa,
extendido delgado y disponer en papel de filtro Whatman® No. 3. Ademas, en el momento
del parto, inmediatamente después de seccionar el cordon y ligar el mufion en el neonato se
tomo muestra de sangre de cordon umbilical en papel de filtro Whatman® No. 3 y se
realizaron las gotas gruesas correspondientes, para realizar los diagnosticos de infeccion
plasmodial congénita. Para la toma de muestra de sangre placentaria, primero se limpi6 la
placenta con solucion salina y después se hicieron cortes profundos en la cara materna, para

formar pozos y tomar la muestra de sangre por aspiracion con pipeta Pasteur(401).



6.4.4 Criterios de inclusion

o Tener infeccion exclusiva por P. vivax segun gota gruesa 'y qPCR.
o No tener malaria complicada/grave.

J Ser residente permanente del municipio de estudio.

o Estar en el programa de control prenatal (CPN) del hospital.

J Comprometerse a asistir a los controles mensuales.

o No tener enfermedad general grave.

o Firmar el consentimiento informado.

6.4.5 Criterios de exclusion

o Presentar infeccion plasmodial durante el estudio por una especie diferente a P. vivax.
J Presentar complicacion malérica durante el estudio.

o Aparicion de cualquier comorbilidad durante el tratamiento.

J Aparicion de efectos adversos graves debidos a la droga antimaldrica o a otros
medicamentos.

o No cumplir los controles clinicos y parasitologicos pactados

o Retiro voluntario del consentimiento informado.

6.4.6 Busqueda y seguimiento de gestantes

En cada municipio un equipo de campo conformado por un médico y una bacteridloga
invitaron a las gestantes a participar en el estudio en respectivo orden de consulta. A cada
una se le explico los pormenores de su participacion y se le ley6 y explicé el consentimiento
informado (Ver en Anexos). Aquellas que cumplieron con los criterios de inclusion,
comprendieron, aceptaron y firmaron el consentimiento informado fueron ingresadas.

Los equipos de campo fueron estandarizados por el personal de investigacién en: 1)
diligenciamiento de encuestas; 2) evaluacion clinica de CPN; y 3) toma de muestra de sangre
periférica, placentaria y de corddn, coloracion y lectura de gota gruesa. Ademads, se
entrenaron en la recuperacion, procesamiento y conservacion de los fragmentos de placenta
destinados a los estudios histologicos y de expresion génica.

En el ingreso cada gestante fue evaluada y se le aplico la historia clinica prenatal propuesta
por el Centro Latinoamericano de Perinatologia (CLAP) de 2005 (Ver en Anexos), con el
cual se indagd por: 1) caracteristicas demograficas, 2) antecedentes gineco-obstétricos,

patoloégicos y familiares, 3) estado clinico, y 4) peso y talla(402). Ademas, se tomaron



muestras de sangre para exdmenes de laboratorio basicos: hemograma completo, pruebas
bioquimicas para la evaluacion de la funcion hepatica (Bilirrubinas y transaminasas) y la
funcién renal (creatinina sérica), y de gota gruesa para el diagnostico de malaria. En la Figura
5.2 se detallan los dias de seguimiento y las evaluaciones realizadas a cada gestante segun su
grupo de pertenencia. Cada gestante fue seguida hasta por 120 dias y hasta el parto con el fin
de llevar a cabo controles clinicos y parasitoldgicos, con el propdsito de cumplir los objetivos

propuestos en este capitulo.

(Grupo 1) (Grupo 2)
MGV[+] Sin infecciéon plasmodial

pcoyeck | |
Tratamiento con
cloroquina (CQ) _
Exdmenes de .
laboratorio clinico*

Bt Biscamco. || [
Estudio IRR/Recaida _

Datos clinicos,
simocicosy | I |

obstétricos

Seguimientos clinicos

¥ parasitologicos DO D1 D2 D3 D7 D14 D28 D60 D30 D120 PARTO C1C2C3C4C5C6C7C8 PARTO

Figura 6.2. Grupos de estudio, seguimientos y evaluaciones

Los dos grupos de estudio y las evaluaciones realizados en cada uno de ellos. En el grupo 1 los
seguimientos se van desde el dia 0 (D0) o ingreso hasta el dia 120 y en el grupo 2 los seguimientos
se llaman controles (C1-C3). En ambos grupos se hace seguimiento hasta el dia del parto.

*Los exdmenes de laboratorio clinico de las gestantes en el momento del ingreso son repetidos en
cada recurrencia-recaida (RR).

66: Gota gruesa; m-((): monoterapia con cloroquina.

6.4.7 Evaluacion de la eficacia de la monoterapia con cloroquina para curar la MGV
y medicion de la frecuencia de recurrencia-recaida (RR)

Aqui se entiende eficacia como la capacidad para producir el efecto deseado o de ir bien para

determinada cosa (DRAE), es decir la capacidad de la m-CQ para curar el ataque agudo de

malaria vivax en las gestantes.



Tal como lo hicieron Carmona-Fonseca y colaboradores 2008, la respuesta terapéutica
antimaldrica (RTA) “se midio con criterios clinicos (desaparicion de los sintomas y los signos
hallados en la evaluacion de ingreso) y parasitarios (eliminacion de la parasitemia, segin la
gota gruesa y extendido de sangre). La curacion del paludismo se evalud durante una fase de
seguimiento [de 28 dias], al final de los cuales, si no habia manifestaciones clinicas ni
parasitemia, se consideraba curado. La presencia de manifestaciones clinicas, de parasitemia
o de ambas implic6 la declaracion de no curado. Se aplico el protocolo de la «Red de
Farmacovigilancia en Malaria en Colombia. Evaluacion in vivo» (septiembre 2002), para
evaluar la RTA tanto en malaria por P. falciparum como por P. vivax. Este protocolo esta
basado y es adaptado del protocolo «Evaluaciéon de la eficacia terapéutica de los
medicamentos para el tratamiento del paludismo por Plasmodium falciparum sin
complicaciones en las Américasy», creado por la OMS. El protocolo aplicado concuerda, en
esencia, con el protocolo de la OMS para evaluar la RTA en malaria por P. vivax. La RTA
de los pacientes al tratamiento cloroquina-primaquina clasifica en falla precoz (la encontrada
hasta 24 horas después de terminar la toma de cloroquina), falla tardia (la que ocurre después
y hasta el dia 28) y respuesta adecuada (exitosa). Para declarar la falla tardia se requirié
siempre la presencia de parasitos en la gota gruesa de sangre periférica, acompanados o no
de sintomas y signos clinicos” .

Para evaluar la eficacia terapéutica de la m-CQ para curar el ataque palidico agudo
causado P. vivax y no complicado, se estim¢ un tamafio de muestra de 40 pacientes
con base en los siguientes parametros: n=N Z? p(1 —p)/ [N € )+ (Z>p(1 - p)](31);
prevalencia (p) de la falla terapéutica (FT): 1% (1), que corresponde al promedio bruto de
falla de la m-CQ en ocho estudios colombianos en no gestantes, que es 0,9% (1, 3, 19, 20,
26-29); tamafio (N) promedio anual de la poblacion de gestantes: 719/afio, que corresponden
a (n=144) en Puerto Libertador y (n =575) en Tierralta, en 2015 (calculos nuestros con base
en datos del Departamento Administrativo Nacional de Estadisticas [DANE] sobre
nacimientos y defunciones en cada departamento y municipio de Colombia (37), en 2015);
error alfa de 0,05 (corresponde a un nivel de confianza de 95%, con valor Z = 1,96) y un
error de muestreo (e) de 0,03.

Las gestantes infectadas fueron tratadas de acuerdo con la gravedad de la infeccion y la

especie parasitaria segun el esquema antimaldrico recomendado por el Ministerio de



Proteccion Social de Colombia en el momento en que se realizé el estudio (38). Ninguna
paciente recibi6 primaquina por estar contraindicada durante el embarazo (39): las gestantes
con infeccidén no complicada por P. vivax recibieron tratamiento con difosfato de cloroquina,
en tabletas de 250 mg (contenido de base: 150mg), en dosis diarias de 10mg/kg la inicial y
7,5 mg/kg a las 24 y 48 horas, para una dosis total de 25 mg/kg. El tratamiento fue entregado
a cada paciente por el funcionario encargado del programa de malaria, sin intervencion de
los investigadores.

Las pastillas de cloroquina se administraron junto con una porcién de torta y un vaso de jugo,
para disminuir los efectos secundarios gastrointestinales. Los investigadores hicieron
seguimiento a la paciente para asegurarse de que tomaba el medicamento en la forma
indicada y la vigilaron durante los 30 minutos siguientes a su administracion para descartar
la presencia de eventos adversos. En caso de vomito, se inform¢ al funcionario del programa
antimalarico y el medicamento se administrd por segunda vez; si el vomito continud, la
participante fue remitida al hospital. El tratamiento de rescate previsto fue quinina sulfato
mas clindamicina.

Seguimiento de 28 dias para evaluar la respuesta terapéutica a la m-CQ: se buscé detectar el
resultado de eficacia y los efectos adversos graves del medicamento los dias 1, 2, 3,4, 14, 21
y 28 después de iniciar el tratamiento, dias en los que se hicieron evaluaciones, en el puesto
de malaria, mediante interrogatorio clinico y con GG y qPCR. Si la paciente no acudia, se
buscaba y se procuraba su asistencia. La evaluacion se hizo por alguno de los investigadores.
Seguimiento entre los dias 29 y 120 para evaluar RR: las pacientes que no presentaron
sintomas ni parasitemia del dia 4 al 28 de tratamiento, consideradas como curadas de su
ataque agudo, ingresaron al estudio de RR. Estas pacientes fueron citadas al puesto de malaria
los dias 60, 90 y 120, cuando se hizo examen de GG y qPCR. A cada paciente se le midi6 la
cantidad de dias de seguimiento que aporto al estudio. A parte de los controles programados
se llevd a cabo una vigilancia pasiva del estado de salud de las gestantes durante todo el
estudio; monitoredndolas de forma remota via telefénica y solicitandoles a ellas que
acudieran a los puestos de control en caso de presentar signos o sintomas de malaria o algiin

comportamiento extrafio relacionado con el embarazo.



6.5 Resultados

6.5.1 Caracteristicas de las gestantes, controles prenatales y partos

En marzo 2016 a marzo 2019 se hizo el ingreso de gestantes al estudio y 79 cumplieron los
criterios de inclusion; de estas, 49 ingresaron con gota gruesa positiva para P. vivax'y 30 con
gota gruesa negativa. Las muestras de sangre periférica de estas 79 gestantes se examinaron
con qPCR y todas las 49 que tuvieron gota gruesa positiva para P. vivax presentaron infeccion
unica por esta especie (Grupo 1). Para las 30 gestantes que ingresaron con gota gruesa
negativa para infeccion plasmodial, la qPCR fue negativa en todas ellas (Grupo 2). Este
ultimo grupo, durante la gestacion y hasta antes del parto se conservo negativo para infeccion
plasmodial por ambas pruebas. Se logrd el seguimiento exitoso hasta el momento del parto

en 26 gestantes del Grupo 1 y 17 del Grupo 2 (Figura 6.5.1).

Momento: Gestacion

Unidades de analisis y momentos:

Gestantes con MGV+ Gestantes Sin infeccion plasmodial

Grupo 1-2:n=49 Grupo 2-2:n=30
1 Momento: Parto l
Grupo 1-2:n=26 Grupo 2-2:n=17
Hijos de ambos grupos

Grupos de estudio: Grupo 1 con MGV+ y Grupo 2 sin infeccién plasmodial.

Figura 6.5.1. Flujograma de ingreso de gestantes al estudio descriptivo longitudinal

En promedio, las gestantes fueron seguidas por 15 semanas (tiempo minimo: 0 semanas y
tiempo maximo 37 semanas); 95% (n=75) de ellas tuvieron datos que permitieron calcular el

tiempo de observacion.



6.5.2 Caracteristicas sociodemograficas de las gestantes
La Tabla 6.5.1 resume las principales caracteristicas sociodemograficas de las gestantes

estudiadas. Algunos datos no pudieron ser recuperados de la historia clinica. Todas las

variables cuantitativas tuvieron una distribucién no paramétrica.

Tabla 6.5.1. Caracteristicas sociodemograficas de las gestantes estudiadas

. Grupo 1 Grupo 2
Varla:).ie " MGV[+] sin infeccién plasmodial P
(cuantitativas) n|Me| RIC |Min-Méx|n|Me| RIC | Min-Max
Edad (afios) 491 20 16,5-25,0 | 14,0-42,0 {30| 20 16,0-27,0 | 13,0-37,0 0,835*
Meses residencia 49| 60 | 23,5-168,0 | 0,0-300,0 |30| 108 | 23,0-180,0 | 1,0-396,0 | 0,470%
zona maldrica
Variable o N Total
(cualitativas) " %o n %o n (%) P
Residencia
Tierralta 28 57 24 80 52 (66) 0,038
Puerto Libertador 21 43 6 20 27(34)
Zona de residencia
Urbana 10 20 15 50 25 (32) 0,006%
Rural 39 80 15 50 54 (68)
Régimen de salud
Contributivo 0 0 0 0 0(0)
Subsidiado 46 94 30 100 76 (96) 0230 F
Otro 2 4 0 0 2(2.,5)
Ninguno 1 2 0 0 1(1,5)

* Prueba de U de Mann Whitney para comparar medianas, ¥ X para diferencia de proporciones, ¥ Ji-cuadrado de la
razon de verosimilitudes. Me: Mediana; ZM: Zona Malarica; RIC: Rango intercuartilico.

La poblacion estuvo conformada por mujeres jovenes, 68% residentes en zona rural, 96% de
ellas pertenecientes al régimen de salud subsidiado por el Estado en el Sistema General de
Seguridad Social en Salud. Las gestantes presentaron una mediana (RIC 25-75) de edad de
20 (16-42) afos: 46,0% de ellas fueron adolescentes (menores de 20 afios) y 4,0% fueron
mayores de 35 afios. El 5,0% (4 de 79) fueron adolescentes extremas (menores de 15 afos)
y 1,0% (1 de 79) tuvieron mas de 40 anos. Entre las gestantes se calcul6 una mediana de 72
(RIC: 24-180) meses para el tiempo de residencia en la zona malérica (ZM). El 40% refiri6
residir en ZM por mas de 10 afios, 22% un afio o menos y 27% 5 afios 0 menos.

Entre los dos grupos de estudio solo se observaron diferencias estadisticas significativas para

las variables sociodemograficas municipio de residencia y zona de residencia.



6.5.3 Antecedentes gineco-obstétricos y de malaria

La Tabla 6.5.2 resume antecedentes gineco-obstétricos de las gestantes.

Tabla 6.5.2. Antecedentes gineco-obstétricos de las estantes con y sin MGV

Variable Grupo 1: MGV[+] Grupglz;s;i:) :;::f ccion "
(cuantitativas) n | Me | RIC |Min-Mix| n | Me | RIC | Min-Max

Peso corporal (kg) 42 | 55 52-63 44-99 24 57 | 49-63 39-82 0,913%*
Semanas gestacién 25 17-30 4-39 32 | 23-35 15-36 0,003*
Nro gestaciones 2 1-3 1-11 2 1-3 1-10 0,630%*
Nro partos 49 0 0-2 0-10 30 1 0-2 0-9 0,770%*
Nro abortos 0 0-0 0-3 0 0-0 0-1 0,890*
Nro mortinatos 0 0-0 0-2 0 0-0 0-1 0,851%*
X?ll:l?::teivas) n % n % : (():/ao; p
Trimestre gestacién

1° (1-12 semanas) 10 20 0 0 10 (13)

2° (13-28 semanas) 26 53 11 37 37 (47) 0,002¥
3° (29-40 semanas) 13 27 19 63 32 (41)
Gestaciones

1: primigestante 24 49 12 40 36 (46)

2: secundigestante 11 22 9 30 20(25) | 0,683¥
>2: multigestante 14 29 9 30 23 (29)
Paridad/Partos

0: nulipara 25 51 14 47 | 3949

1: primipara 10 20 7 23 17 (22) 0.983F
2: secundipara 6 12 4 13 10 (13)

>2: multipara 8 17 5 17 | 13(16)

* Prueba de U de Mann Whitney para comparar medianas, ¥ Prueba de X para diferencia de proporciones, ¥ Ji-cuadrado
de la razén de verosimilitudes. Me: Mediana; ZM: Zona Malérica; RIC: Rango intercuartilico.

La edad gestacional al momento del ingreso al estudio se establecio en todas las gestantes, y
estuvo entre 4 y 39 semanas (media=25; DE=9; mediana=27). En 68 de estas gestantes se
establecid por ecografia y, en las restantes, segun la fecha de la Giltima menstruacion. Segin
suvalor, 10 (13%) se encontraban en el primer trimestre de gestacion, 37 (47%) en el segundo
y 32 (41%) en el tercero. Las mujeres ingresadas reportaron una mediana de 2 (RIC: 1-3)
antecedentes de embarazos previos. El 46% se clasificaron como primigestantes; el 25%

secundigestantes y el 29% tuvieron mas de 2 embarazos previos (multigestantes). Ademas,



se logro obtener informacion relacionada con la paridad, los antecedentes de abortos y
mortinatos. Las mujeres ingresadas reportaron una mediana de 2 (RIC: 1-3) antecedentes de
partos previos, 51% nuliparas, 20% primiparas, 12% secundiparas y 17% tuvieron mas de 2
partos (multiparas). Cinco por ciento (4 de 79) refiri6 haber tenido un aborto y 4% (3 de 79)
refiri6 haber tenido mortinatos. De las gestantes, 51% refirio al menos un antecedente de

malaria en el ultimo afio y 73% manifest6 usar toldillo a la hora de dormir (Tabla 6.5.3).

Tabla 6.5.3. Antecedentes de malaria de las gestantes.

Grupo 1 Grupo 2 Total

Variable (cualitativas) MGV|[+] Sin infeccion plasmodial p

n % n ‘ % n (%)
Antecedente malaria ultimo aiio
Si 32 65 8 27 40 (51) 0,001%
No 17 35 22 73 39 (49)
Usa toldillo para dormir
Si 38 78 20 67 58 (73) 0.288%
No 11 22 10 33 21 (27)

W Prucba de X° para diferencia de proporciones.

6.5.4 Infecciones microscopicas y submicroscopicas

En el momento del ingreso al estudio se evaluaron por gota gruesa muestras de sangre
periférica de 79 gestantes en busca de infeccion plasmodial, detectandose 49 infecciones por
P. vivax (Grupol) y 30 sin infecciéon plasmodial (Grupo 2). Estos diagndsticos fueron
confirmados molecularmente mediante qPCR y se halldé 100% de concordancia. Se
descartaron infecciones mixtas o submicroscopicas.

El nivel de infeccion plasmodial (parasitemia), cuantificado con gota gruesa (parasitos/puL de
sangre) en el grupo con infeccion (Grupo 1) en el momento de ingreso al estudio (dia 0) y
antes de recibir CQ (dia 1) fue en promedio de 6.717+7.629 parasitos/uL (mediana: 3.542
minimo: 63, maximo: 33.400; RIC:1.611-8.032).

De las 30 muestras negativas para infeccion plasmodial por gota gruesa y qPCR el dia del
ingreso, se obtuvo el resultado de gota gruesa para 17 muestras de sangre periférica materna
en el momento del parto, mostrando todo un resultado negativo para infeccion plasmodial, el
cual fue confirmado en concordancia con la qPCR. 17 placentas de las gestantes incluidas
en este grupo pudieron recuperarse en el momento del parto y todas mostraron un resultado

de gota gruesa negativa para infeccion plasmodial. En todos los recién nacidos, hijos de estas



17 gestantes, se obtuvo un resultado de gota gruesa negativo para infeccion plasmodial, el
cual coincidi6 totalmente con los resultados de la qPCR (Datos no presentados).

La Tabla 6.5.4 resume el numero de infecciones plasmodiales en el momento del parto para
el Grupo 1 detectadas con gota gruesa (GG) y qPCR en cada compartimento. De las 49
gestantes que ingresaron al estudio con gota gruesa positiva para P. vivax y con confirmacion
molecular por qPCR de infeccion unica por esta especie, se logrd tener resultado de gota
gruesa en sangre periférica materna para 26 de ellas en el momento del parto, hallindose una
muestra positiva para P. vivax, la cual pudo ser confirmada con la qPCR. Ademas, 3 de ellas
mostraron infeccion submicroscopica (2 por P. vivax y 1 por P. falciparum). Para este grupo,
en el momento del parto se tuvo resultado de gota gruesa para todas las placentas, donde solo
una de ellas mostraba un resultado positivo y por la especie P. vivax, resultado que pudo ser
confirmado por la qPCR. En este compartimento ademds se detectaron 4 infecciones
submicroscopicas (3 por P. vivax y una mixta por P. vivax y P. falciparum). En los 26 recién
nacidos de estas gestantes se observo un resultado de gota gruesa positiva para P. vivax, el
cual se confirmé por qPCR. Ademads, se observaron infecciones submicroscopicas en 2 de
estos recién nacidos (1 por P. vivax y 1 por P. falciparum). Solo dos de las madres de estos
tres neonatos presentaron algin tipo de infeccion plasmodial (microscopica o
submicroscdpica) al momento del parto, ya fuera en sangre periférica, placenta o ambos

compartimentos (Tabla 6.5.5).

Tabla 6.5.4. Infecciones plasmodiales en el parto en el grupo MGV+ detectadas con

gota gruesa (GG) y qPCR en cada compartimento

Sangre (n= 26 en cada compartimento) 3 compartimentos
Especie periférica placentaria cordén (n=78)
GG gPCR GG qPCR GG gPCR GG gPCR
P. falciparum 0 1 0 0 0 1 0 2
P. vivax 1 3 1 4 1 2 3 9
Mixta 0 0 0 1 0 0 0 1
Total positivos 1 4 1 5 1 3 3 12

Total negativos 25 22 25 21 25 23 75 66




Tabla 6.5.5. Infeccion plasmodial segun GG y qPCR por compartimento en tres neonatos y sus
madres

Prueba y resultado

Neonato GG qPCR Tipo de infeccion
1 P. vivax P. vivax Microscopica
2 Negativa P. falciparum Submicroscopica
3 Negativa P. vivax Submicroscopica
Placenta Prueba y resultado Tipo de infeccion
GG qPCR
1 P. vivax P. vivax Microscopica
2 Negativa Mixta Submicroscopica
3 Negativa Negativa Ninguna
Madre (l;gleba Y result:g(éR Tipo de infeccion
1 Negativa Negativa Ninguna
2 Negativa P. falciparum Submicroscopica
3 Negativa Negativa Ninguna

GG: Gota gruesa

En la Figura 6.5.2 se muestran las frecuencias de infeccion plasmodial gestacional y malaria
placentaria al momento del parto de las 43 gestantes evaluadas en ese momento (26 del Grupo
1 y 17 del Grupo 2), asi como la frecuencia de infeccion plasmodial congénita en sus hijos.
Estos resultados discriminados por el tipo de evaluacion (gota gruesa: GG o qPCR) y la

especie plasmodial detectada en las 43 gestantes, sus placentas e hijos.
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Figura 6.5.2. Frecuencias de infeccion plasmodial estacional (IPG), Malaria placentaria e Infeccion
plasmodial congénita segin GG y qPCR



En total se observaron 4 combinaciones de especies detectadas por qPCR en los tres
compartimentos (Tabla 6.5.6). De las 5 mujeres que presentaron infeccion en dos o mas
compartimentos simultdneamente, en 4 se detectd la misma especie (P. vivax), mientras que
en una de esas mujeres las especies fueron discordantes entre los compartimentos; pero esta
discordancia se debi6d principalmente a que en la placenta se detectd infeccion mixta,

mientras en sangre periférica se detect6 una sola especie (P. falciparum).

Tabla 6.5.6. Combinaciones de especies detectadas por qPCR en los tres compartimentos

Sangre
Frecuencia
Combinacion periférica placentaria cordon %)
1 P. vivax P. vivax Negativa 3 (50)
2 Negativa P. vivax P. vivax 1(16)
3 P. falciparum Mixta P. falciparum 1(16)
4 Negativa Negativa P. vivax 1(16)

De acuerdo con los resultados de la gota gruesa todos los compartimentos presentaron la
misma frecuencia de infeccion plasmodial. Sin embargo, al hacer este analisis con base en
los resultados de qPCR es la placenta el compartimento con mayor frecuencia de infeccion
plasmodial (19%), seguido por sangre periférica (15%) y la menor frecuencia de infeccion
se encontro en cordon umbilical (12%) (Figura 6.5.3).

De las 5 infecciones placentarias detectas por qPCR, en 4 se detectd infeccion Unica por P.
vivaxy en 1 de ellas acompafiada por P. falciparum. Ademas, en una mujer que era negativa
en sangre periférica, se detectd infeccion plasmodial placentaria y en la sangre del cordon de
su hijo, con concordancia de las especies detectadas en ambos compartimentos. Por otro lado,
se detectd infeccion plasmodial en la sangre del cordon de un recién nacido cuya madre era
negativa tanto en sangre periférica como en sangre placentaria. En contraste, no se detectd
infeccion plasmodial en la sangre del cordon de un recién nacido cuya madre habia mostrado
infeccion plasmodial tanto en sangre periférica como en sangre placentaria. Para el caso del
tercer recién nacido con qPCR positiva para P. falciparum en la sangre de su cordon, se halld
que la madre estaba positiva para esta especie en sangre periférica, pero se detecté una

infeccion mixta en la sangre obtenida de su placenta (Tabla 6.5.6).
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Figura 6.5.3. Porcentaje de infeccion plasmodial por compartimento en el parto segiin GG y qPCR

Se muestran los porcentajes de muestras positivas por compartimentos, las lineas rojas representas
los resultados de GG y las moradas los resultados de qPCR. Los nlimeros en negrita representas los
porcentajes de muestras positivas para los tres compartimentos segin el resultado de qPCR.

La Tabla 6.5.7 resume la frecuencia y tipo de infeccion plasmodial al momento del parto
segun el compartimento. En ella se observa que al momento del parto se detectaron 12
infecciones entre los compartimentos estudiados y que la monoinfeccion por P. vivax estuvo
presente en 67% (9 de 12) de ellas. En cuanto a las infecciones submicroscopicas por
compartimento en el momento del parto, se pudo establecer que su frecuencia fue mayor
(75%) que las infecciones microscopicas (25%). La monoinfeccion por P. vivax se observo
en 67% (6 de 9) de todas las infecciones submicroscopicas en estos compartimentos. No se
observo diferencias en la frecuencia de infeccion microscopica por compartimento y la
monoinfeccion por P. vivax estuvo presente en todos. Sin embargo, al comparar la frecuencia

de infeccidon submicroscopica por compartimento se hallé que la placenta presentd la mas

alta (44%: 4 de 9).



Tabla 6.5.7. Frecuencia y tipo de infeccion plasmodial en el parto seglin el compartimento

Tipo Infecciones microscopicas Infecciones submicroscépicas
Total
n(%)
Periferia  Placenta Cordon Total Periferia Placenta Cordon Total
. n (%) n (%)
Especie
P. falciparum 0 0 0 0(0) 1 0 1 2(22) 2(22)
P. vivax 1 1 1 3(100) 2 3 1 6 (67) 9(67)
Mixta 0 0 0 0(0) 0 1 0 1(11) 1(11)
12
Total 1 1 1 325 3 4 2 9 (75) (100)

En total, de las 5 mujeres diagnosticadas con malaria gestacional y/o placentaria al momento
del parto (Tablas 6.5.6 y 6.5.7), 3 de ellas presentaron infeccion plasmodial en algin
compartimento diagnosticada por qPCR, pero no por gota gruesa, por lo tanto 60% (3 de 5)
de las infecciones diagnosticadas en las gestantes al momento del parto en este estudio fueron
submicroscopicas. Este porcentaje cambia cuando se analiza usando como denominador el
total de mujeres evaluadas en el parto, es decir que 3 de 46 mujeres tuvieron infecciones

submicroscdpicas en el parto, lo que representa una frecuencia de 6,5%.

6.5.5 Manifestaciones clinicas de la MGV

Los sintomas mas frecuentes desde el inicio de la enfermedad fueron la cefalea (100%), los
escalofrios (90%) y la fiebre (82%); la triada de estas manifestaciones clinicas se presentd en
el 76% de casos. Estas y otras manifestaciones clinicas referidas desde el inicio de la
enfermedad se presentan en la Figura 6.5.4. Los signos hallados con mas frecuencia fueron
palidez palmar (20%), palidez conjuntival (24%) y dolor abdominal a la palpacion (24%) .
Tres mujeres con MGV informaron uno o mas de los siguientes sintomas asociados con el
embarazo: reduccion del movimiento fetal, signos de preeclampsia o dolor abdominal y
pélvico (repentino e intenso) sin signos de parto prematuro. Ninguna gestante tuvo infeccion
maldrica asintomatica.

Los valores de la mediana de los signos vitales al ingreso fueron: temperatura de 38 °C (rango
intercuartilico, RIC=37,5-38), tension arterial sistolica de 90 mm Hg (RIC=90-100), tensién
diastolica de 60 mm Hg (RIC=60-70) y frecuencia respiratoria de 20 por minuto (RIC=18-

20); el promedio del pulso fue de 84 latidos por minuto (desviacion estandar, DE=9).
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Figura 6.5.4. Sintomas en gestantes con malaria gestacional por P. vivax (n=49)

Se muesiran los porcentajes de gestantes que presentan cada manifestacion clinica. Todas las
gestanies presenfaron mis de una. la manifestacion Triada corresponde a mujeres que
simultineamente presentaron fiebre, cefalea y escaloirios.

6.5.6 Hallazgos de laboratorio en la MGV
En la Tabla 6.5.8 estan los resultados de los examenes de laboratorio en el momento del
ingreso con MGV+ (Grupo 1) y sin infeccion plasmodial (Grupo 2) y la Tabla 6.5.9 presenta

los grados de alteracion en cada uno de ellos de acuerdo con los valores de referencias.



Tabla 6.5.8. Examenes de laboratorio en el ingreso en gestantes con y sin MGV

Grupo 1 MGV+) Grupo 2 (Sin infeccion plasmodial)
Examen - - ; - p*
n Me RIC Min-Max n Me RIC Min-Max
Hemoglobina (g/dL) 10,3 9-12 7-13 11,3 10-12 9-13 0,032
85.500-  9.400- 210.750-  130.000-
Plaquetas (por mm3 ) 131.000 171.000  333.000 231.500 261.500 355000 0,000
- 0,70- 0,54- 0,68- 0,50-
Creatinina (mg/dL) 0,90 0,90 1.08 0,80 0.83 0.90 0,014
e 0,40- 0,08- 0,40- 0,25-
Bilirrubina T (mg/dl) 0,60 0.82 5.0 0,50 0.60 0.80 0,021
e 49 0,20- 0,02- 30 0,10- 0.07-
Bilirrubina D (mg/dL) 0,25 0.35 8.0 0,20 0.20 0.33 0,000
e 0,20- 0,04- 0,20- 0,18-
Bilirrubina I (mg/dL) 0,35 0.60 3.80 0,30 0.60 0,60 0,538
14,5- 7- 23,7- 12-
ALT (UI/L) 25 32 65 31 45 45 0,017
16- 11- 19- 12-
AST (UI/L) 20 8 96 24 30 40 0,445

Grupo 1: con MGV, Grupo 2: sin MGV.

ALT Alanina aminotransferasa, AST Aspartato aminotransferasa, Bilirrubina T Bilirrubina total, Bilirrubina
D Bilirrubina directa, Bilirrubina I Bilirrubina indirecta, VR valor de referencia,

Me: Mediana; RIC: Rango intercuartilico; * Prueba de U de Mann Whitney para comparar medianas

A continuacion, se destacan los resultados de los exdmenes de laboratorio para el Grupo 1y
se comparan con los del Grupo 2. A 49 gestantes de este grupo se les practicé hemograma
durante el episodio de malaria y la mediana de hemoglobina (Hb) fue de 10,3 g/dl (RIC:19-
12), siendo menor este valor que la mediana del Grupo 2 (11,3 g/dl; RIC:10-12). Estas
diferencias fueron estadisticamente significativas (p=0,032). 46 (94%) gestantes de las
gestantes sin infeccion plasmodial presentaron algin grado de anemia (Hb <12g/dl), siendo
este mayor que el porcentaje observado para el Grupo 1 (87%). En ninguno de los dos grupos
se observd anemia grave (Hb<7g/dl); el menor valor de hemoglobina cuantificado fue de
7g/dl, reportado en una mujer del Grupo 1. El recuento de plaquetas se hizo en las 79
gestantes, con una mediana de 131.000 plaquetas/mm3 (RIC=85.500- 171.000) en el Grupo
1 y de 231.000 plaquetas/mm3 (RIC: 210.750-261.500) para el grupo 2; el mayor porcentaje
de gestantes con trombocitopenia (menos de 150.000 plaquetas/ pl) se observé en el Grupol
(67% vs 7%), en 2 (4%) de ellas la trombocitopenia fue grave (menos de 50.000
plaquetas/pl).



Tabla 6.5.9. Alteracion de los resultados de laboratorio en gestantes con MGV y sin

infeccion plasmodial

Alteracion Examen
YMGV (si,n0) “Hemoglobina Plaquetas Creatinina | Bilirrubina | ALT | AST
Total
g/dL por mm3 mg/dL mg/dL UI’L UI/L
Sin alterar y [si] 3;6 16; 33 49; 100 40; 82 | 46,94 | 45;92
Sin alterar y 4;13 28;93 30; 100 30; 100 | 29;97 | 29;97
[no]
Referencia >12 >150.000 0,5-1,0 <1,0 | 9a43 | 10a35
Leve y [si] 36; 73 29; 59 0;0 9; 18 3,6 4; 8
Leve y [no] 25; 83 2;7 0;0 0;0 1;3 1;3
Referencia 9,1-12,0 | 50.000-150.000 1,1-1,5 1,1-1,5 | 44-80 36-80
Media y [si] 10; 20 2;4 0;0 5,1 81- 0;0
120
Media y [no] 1;3 0;0 0;0 50 81- 0;0
120
Referencia 7,0-9,0 | 25.000-50.000 1,6-3,0 1,6-3,0 | >120 >120
Grave y [si] 0;0 2;4 0;0 2;4 81- 0;0
120
Grave y [no] 0;0 0;0 0;0 0;0 81- 0;0
120
Referencia <7,0 <25.000 >3,0 >3,0 | >120 >120

Grupo 1: con MGV, Grupo 2: sin infeccion plasmodial.
ALT Alanina aminotransferasa, AST Aspartato aminotransferasa, Bilirrubina T Bilirrubina total,
VR valor de referencia,

El riesgo de sufrir trombocitopenia en las gestantes con MGV fue 28 veces mas alto (OR:
29, 1C95%: 6-137) que el de las del grupo sin malaria (Tabla 6.5.11).

En todos los parametros de laboratorio evaluados se observo diferencias estadisticas
significativas entre los dos grupos, excepto para los niveles de bilirrubina indirecta y del
aspartato aminotransferasa (Tabla 6.5.10). La Figura 6.5.5 muestra los porcentajes de

alteraciones en cada parametro de laboratorio en cada grupo de estudio.



Alteraciones AST
Alteraciones ALT mum *
Alteraciones BT o *

Alteraciones Creatinina

Trombocitopenia E———————————— *

Algin grado de Anemin  — e

0 20 40 60 80 100

Grupo 2 B Grupo 1
Figura 6.5.5. Porcentaje de alteraciones de parametros de laboratorio en gestantes segiin grupo
ALT: Alanina aminotransierasa; AST: Aspartato aminotransierasa; BT: Bilirrubina total.
* Hay mayores valores, con diferencia significativa (X2 para diferencia de proporciones: p<0,05)

en anemia, trombocitopenia, alteraciones de BT y ALT en el grupo 1 con MGV. Grupo 1: con MGV+,
Grupo 2: gestantes sin infeccion plasmodial

6.5.7 Impactos de la MGV sobre la gestante y el curso del embarazo

Se evalud el impacto de la MGV sobre los niveles de hemoglobina materna, la anemia
materna, la edad gestacional en el parto, el parto prematuro y el desenlace obstétrico.

6.5.8 Hemoglobina y anemia gestacional

Se calcularon las medianas de niveles de hemoglobina en el momento del ingreso en los dos
grupos: 10,3 g/dL. en MGV (Grupo 1) y 11,3g/dL en gestantes sin infeccion plasmodial
(Tabla 6.5.12) (p= 0,032). Esta diferencia persistié cuando el anélisis se ajustd por edad,
nimero de gestaciones y tiempo de residencia en zona malarica (p=0,043).

Las gestantes se clasificaron en tener o no anemia (hemoglobina menor a 11,0 g/dL) y tener
o no anemia grave (hemoglobina menor a 7,0 g/dL). E1 51% de las gestantes que se infectaron
con P. vivax presentaron anemia materna y ninguna presentd anemia materna grave.
Se identificaron diferencias porcentuales en los casos de anemia materna segun el grupo con
(51%) y sin MGV (37%) y un riesgo mayor (OR: 1,80, IC95%: 0,71-4,56) de sufrir anemia
materna fue identificado al pertenecer al grupo 1(Tabla 6.5.13).



Tabla 6.5.10. Algunos efectos de la MGV en gestante y neonato. Andlisis cuantitativo

. Grupo Valores %
Variable (n) Me RIC Min-Max

Hemoglobina 1 (49) 10,3 9,1-12 7-13
. 0,032
ingreso (g/dL) 2 (30) 11,3 9-12 9-13

1(26 38,5 38-40 34-42
EG en parto (26) 0,769
(semanas) 2(17) 38,7 38-40 34-42

1 (26) 2950 2.543-3.413 2.311-3.670
Peso neonato (g) 0,117

2(17) 3100 2.900-3.430 2.550-4.540
Longitud neonato 1 (26) 49 47-50 44-52 0.052
(cm) 2(17) 50 49-51 47-54 ’
Perimetro cefalico 1 (26) 34 34 34-35

0,999

(cm) 2(17) 34 34 34

Me: Mediana; RIC: Rango intercuartilico; EG: Edad gestacional;* U de Mann Whitney medianas

Tabla 6.5.11. Efectos de la MGV en gestante y neonato. Analisis cualitativo.

. % Casos % Casos OR
Variable
Grupo 1 Grupo 2 (1C95%)
Anemia materna (Hb <11g/dL) 51 37 1,80 (0.71-4,56)
Trombocitopenia (<150.000) 67 6,7 29 (6-137)
Parto pretérmino (antes semana 37) 12 3,8 0,30 (0,025-3,6)
BPN (<2500 gramos) 23 0 0,77 (0,63-0,95)

OR: Odds ratio; BPN: Bajo peso al nacer; Hb: Hemoglobina; IC95%: intervalo de confianza de 95%

6.5.9 Edad gestacional al parto y parto pretérmino

Entre las madres derivadas de las gestantes con MGV al ingreso (grupo 1) se calcul6 una
mediana de edad gestacional al parto de 38,5 semanas que fue similar a la calculada para las
madres derivadas del grupo 2 que fue de 38,7 (Tabla 6.5.12).

La edad gestacional se categorizo en parto antes (parto pretérmino) o después de la semana
37; 12,8% de las gestantes con MGV y 3,8% de las gestantes sin infeccion plasmodial
tuvieron parto pretérmino. Sin embargo, en el analisis crudo del riesgo no se evidencié una

asociacion significativa entre este evento y MGV (Tabla 6.5.13).



6.5.10 Desenlaces obstétricos adversos

En las 79 gestantes ingresadas al estudio descriptivo no hubo abortos ni mortinatos.

Una de las gestantes con MGV en el ingreso (con la parasitemia mas alta observada: 33.400
parasitos/ul), presentd, durante los seguimientos, recurrencia de la infeccion, anemia y
trombocitopenia grave; luego del parto presentd hemorragia grave segun la historia clinica y
fallecio a las pocas horas; no pudo recuperarse informacion del estado de salud del neonato.
6.5.11 Impactos de malaria sobre el recién nacido

6.5.12 Peso al nacimiento, disminucion y bajo peso al nacer

De las 43 gestantes observadas en el momento del desenlace obstétrico se obtuvieron datos
sobre el peso de su recién nacido en 100% de ellas, con mediana de peso neonatal de 2.950 g
para hijos de gestantes del Grupo 1 o MGV+ y de 3.100 g para los de madres sin infeccion
plasmodial en el ingreso (Grupo 2). La diferencia de 150 g entre las medianas de estos grupos
no fue estadisticamente significativa (p Mann Whitney=0,117) (Tabla 6.5.12). En el Grupo
1 se encontraron 6 (23%) neonatos con peso inferior a 2.500 g.

Cuando se analizaron los pesos neonatales de los recién nacidos de las 5 mujeres
diagnosticadas con malaria gestacional y/o placentaria al momento del parto (Tabla 6.5.6) y
teniendo en cuenta el tipo de infeccién plasmodial segiin el compartimento, se observo que
todos superaban los 2.500 g (Tabla 6.5.14).

Aunque 23% de los hijos nacidos de las madres pertenecientes al grupo 1 presentaron peso
inferior a 2500 g, en el analisis de riesgos no se encontrd asociacion estadistica entre haber

nacido de una madre del grupo 1 y BPN (Tabla 6.5.13).

Tabla 6.5.12. Pesos de 5 recién nacidos hijos de gestantes con malaria gestacional y/o
placentaria en el momento del parto

Sangre periférica . Sangre placenta .
Gestante Tipo Tipo Peso RN (g)

GG qPCR GG qPCR

1 P. vivax P.vivax M Negativa  P. vivax S 2.950

2 Negativa P. vivax S Negativa  P. vivax S 2.824

3 Negativa P.vivax S Negativa  P. vivax S 3.500

4 Negativa Negativa S P. vivax P. vivax M 2.970

5 Negativa P. falciparum S Negativa Mixta S 3.400

GG: Gota gruesa; RN: recién nacido; g: gramos; tipo: tipo infeccion; M microscdpica; S submicroscopica



6.5.13 Longitud al nacer

La mediana de los hijos de madres del grupo 1 no fue estadisticamente menor a la de los hijos
de madres del grupo 2 (49 cm vs. 50 cm, valor de p de la prueba Mann Whitney= 0,052). Una
longitud menor a 45 cm se encontrd en un neonato hijo de una madre del grupo 1, sin que se
identificase una asociacion estadisticamente significativa entre haber nacido de una madre
del grupo 1 y baja longitud neonatal (Tabla 6.5.12).

6.5.14 Perimetro cefalico

Las medianas calculadas para esta variable fueron idénticas para los hijos de madres del
grupo 1 y el grupo 2 (Tabla 6.5.12.). No se encontrd bajo perimetro cefalico al nacimiento
en ninguno de los dos grupos.

6.5.15 Infeccion congénita por Plasmodium spp.

Se recolectaron 43 muestras de sangre de cordon umbilical, de las cuales 3 (7%) resultaron
con algun tipo de infeccion plasmodial. De estas 3 infecciones de acuerdo con los resultados
de la qPCR 2 fueron monoinfecciones por P. vivax y 1 por P. falciparum (Tabla 6.5.7).

Al evaluar las medidas antropométricas (peso, longitud y perimetro cefélico) de los tres
neonatos con infeccidon plasmodial congénita, solo en uno de ellos, con infeccion por P. vivax,
se observo un peso inferior a 2500 g, sin alteracion en las otras medidas (Tabla 6.5.13).

La muestra de sangre de cordon umbilical positiva por gota gruesa para P. vivax mostrd una
parasitemia de 105 parasitos/puL. Ninguno de los tres neonatos diagnosticados con infeccion
plasmodial congénita presentaron sintomas o signos de infeccion activa ni de enfermedad
grave durante las 24 horas que pudieron ser observados el dia del parto. Sin embargo, el
neonato con gota gruesa positiva para P. vivax fue hospitalizado para recibir tratamiento con
cloroquina y egreso en excelentes condiciones de salud a los 21 dias de hospitalizacion, el
dia 23. Esta informacion acerca de la evolucion del estado de salud del neonato fue
suministrada via telefonica por la madre. En los otros dos casos de infeccion congénita no
pudimos obtener informacién posterior al dia del parto, dia en que salieron del hospital y

perdimos el contacto con sus madres y familiares.



Tabla 6.5.13. Antropometria de tres neonatos con infeccion plasmodial congénita

Neonato Sangre cordén Tipo  Peso (g) Longitud Perimetro
GG qPCR P g (cm) cefalico (cm)
1 P. vivax P. vivax M 2.970 47 34
2 Negativa P. falciparum S 3.400 51 34
3 Negativa P. vivax S 2.311 50 34

cm: centimetros; g: gramos; GG: gota gruesa; RN: Recién nacido; Tipo de infeccion.
6.5.16 Respuesta terapéutica y recurrencias
6.5.17 Eficacia de la monoterapia con cloroquina para curar el ataque agudo de
malaria gestacional por P. vivax
Ingresaron al estudio 47 gestantes con malaria gestacional, las cuales se siguieron durante 28
dias para evaluar la respuesta terapéutica antimalarica (RTA) del ataque agudo de MGV a
m-CQ. Las caracteristicas generales de estas gestantes se resumen en la Tabla 6.5.14. Fueron
mujeres jovenes, 71% residentes en zona rural, 95% de ellas pertenecientes al régimen
subsidiado por el Estado en el Sistema General de Seguridad Social en Colombia, el 81%
utilizaba toldillo para dormir. La mitad (50%) dijo haber tenido malaria en el Gltimo afio y
el 18% de ellas narrd otro episodio de malaria ademas del actual, que sucedio en el transcurso
del mes previo a su ingreso al estudio en todas las participantes. La parasitemia en el
momento de ingreso al estudio y antes de recibir m-CQ (dia 1) tuvo una media 6.446
parasitos/ulL (DE =+ 7.339). El 53% dijo haber completado el tratamiento para su ataque
malarico anterior.
La medicion de la RTA se hizo en las 47 pacientes (Tabla 6.5.15). No hubo pérdidas en el
seguimiento y ninguna paciente fue excluida del analisis. Se presentaron en total dos fallas
terapéuticas, ambas tardias (2/47 = 4,3%), una el dia 14 y otra el dia 28, para una eficacia
terapéutica de 95,8%. Las dos fallas sucedieron en pacientes asintomaticas y el resultado de

la GG (parasitemias de 984 y 1020 parasitos/ pL) concordo con el de la qPCR.



Tabla 6.5.14. Caracteristicas de gestantes con malaria vivax

Mediciones
Variable (cualitativas) n < | DE | Me RIC l\}lfizllll_ol\l;[ezx
Edad de la gestante (afios) 22,01 6,77|20,5| 16,7-26,2 | 14,0-42,0
Edad gestacional (semanas) 22,11 10,2123,4]12,6-30,3 | 4,0-40,0
Numero de gestas 47 229 1,6| 2,0| 1,0-2,5 1,0-7,0
Numero de partos 1,25 1,6/1,00| 1,0-2,0 0-6,0
Numero de abortos 0] 04 0 0 0-1,0
Numero de mortinatos 0| 0,2 0 0 0-1,0
Variable (cualitativas) n % en n=47
Regimen de salud
Subsidiado 45 95,0
Contributivo 0 0,0
Otro 0 0,0
Ninguno 2 5,0
Zona de residencia
Urbana 13 29,0
Rural 34 71,0
Malaria ultimo afio
Si 24 51,0
No 23 49,0
Ataque maldrico embarazo actual
Al menos 1 49 88,0
Mas de 1 8 18,0
Cuando aparecioé la malaria en actual embarazo
Menos de un mes 47 100,0
Tratamiento completo malaria tltimo ataque
Si 25 53,0
No 22 47,0
Usa toldillo al dormir
Si 38 81,0
No 9 19,0

X: promedio; DE: Desviacion estandar;Me. Mediana, RIC: Rango intercuartilico




En cuanto a los eventos adversos graves asociados al uso de cloroquina no se identificaron
eventos adversos serios en los tres controles de los dias 2, 3 y 4. La inmensa mayoria de
eventos adversos no graves se confunde en frecuencia e intensidad con los sintomas y signos
malaricos y cada uno varia mucho con respecto a otros. Tampoco se identificaron casos de
malaria complicada o aparicion de comorbilidad durante el tratamiento.
6.5.18 Recurrencias-recaidas (RR) de malaria gestacional vivax bajo monoterapia con

cloroquina
En total, 45 pacientes ingresaron el dia 29 a la evaluacion de RR y fueron seguidas
hasta cuando apareci6 la primera RR o méaximo hasta el dia 120. Durante todo este tiempo
se realizd seguimiento pasivo y activo a las gestantes en busca de sintomas y parasitemias.
Se presentaron 11 pérdidas durante el seguimiento y en 34 de las 45 mujeres (75,5%) se
pudo evaluar el efecto o desenlace buscado (RR). Hubo 15 RR, las cuales sucedieron
entre los dias 35y 106. La Figura 6.5.6 resume la frecuencia, parasitemias y dias de aparicion
de las RR. La mayor frecuencia de RR se observé entre los dias 44-50 (33%) y los dias 60-
106 (33%). Aunque la mediana de los valores de parasitemia al momento del ingreso fue
mayor (5.080 parasitos/ul) que la mediana de los valores de las parasitemias en el momento
de laRR (1.670), no se encontraron diferencias estadisticas significativas ( valor de p= 0,140,
prueba de Mann Whitney).
Las 15 gestantes que presentaron RR aportaron 1.230 dias-persona de seguimiento que,
sumados a los 2.280 dias-persona que aportaron las 19 mujeres con seguimiento de
120 dias y sin RR (19 x 120 = 2.280), lleva a un total de 3.510 dias-persona de
seguimiento (Tabla 6.5.16).
La proporcion o porcentaje de RR depende del procedimiento usado para medirlas, que en
este caso se hace de tres maneras(408,409):, considerandose en una de ellas el manejo de los
datos perdidos, como se indica a continuacion:

Proporcion de RR por 100 expuestas

1. Intencién de tratar: RR/poblacion inicial: 15/45 = 33,3%

2. Por protocolo: RR/poblacién final: 15/34 = 44,1%

3. Peor escenario: RR reales (observadas) + pérdidas asumidas como recaidas (peor

escenario)/poblacion inicial en la evaluacion de las RR: (15+11)/45 = 26/45 = 58%



Tabla 6.5.15. Eficacia de la m-CQ para curar el ataque agudo de MGV

Dia de falla | Con C?n . E n Fallas por control Fallas totales
sintomas parasitemia seguimiento
4 0 0 47 0 (0%)
14 0 1 46 1 (1/47=2,1%)
2 (2/47=4,3%)
21 0 0 46 0 (0%)
28 0 1 45 1 (1/46=2,2%)

m-CQ: monoterapia con cloroquina; MGV: malaria gestacional por P. vivax

Paciente Parasitemia (parasitos/ul)

1 1.622 980

2 7.264 1.670

3 5.080 3.180

4 12.800 1.216

5 684 5.241

6 1.020 1.020

7 4.180 9.800

8 15.881 286

9 21.185 21.782

10 |[H20EEN 950

11 1.800 10.076

12 1.600 1.400

13 33.400 4.440

14 7.086 1.520

15 [N 3780

Ingreso 29 35 36 41 44 47 48 S50 54 58 60 79 106 120

Dias de aparicion RR

Figura 6.5.6. Frecuencias, parasitemias y dias de aparicion de las 15RR

Parasitemias de ingreso y recurrencias-recaidas (RR) de 15> gestantes de este estudio. Cada color

representa a una gestante.
Recuadros: mimero de caso estratificados por periodos segin dias de aparicion de las RR.




Tabla 6.5.16. Dias de seguimiento aportados por las 15 mujeres con RR

caso de RR aportados
1 60 28+59=87
2 106 28+105=133
3 60 28+59=87
4 79 28+78=106
5 44 28+43=71
6 48 28+47=75
7 60 28+59=87
8 47 28+46=74
9 47 28+46=74
10 50 28+49=T77
11 54 28+53=81
12 36 28+35=63
13 35 28+34=62
14 58 28+57=85
15 41 28+40=68
Total dias persona aportados 1.230

por las 15 gestantes con RR

RR: recurrencias-recaidas
6.6 Resumen de resultados

La poblacion estuvo conformada por mujeres jovenes, 68% residentes en zona rural, 96% de
ellas pertenecientes al régimen de salud subsidiado por el Estado en el Sistema General de
Seguridad Social en Salud. Las gestantes presentaron una mediana (RIC 25-75) de edad de
20 (16-42) anos. El 46,0% de ellas fueron adolescentes (menores de 20 afios) y 4,0% fueron
mayores de 35 afios. El 5,0% (4 de 79) fueron adolescentes extremas (menores de 15 afos)
y 1,0% (1 de 79) tuvieron mas de 40 anos. Entre las gestantes se calcul6 una mediana de 72
(RIC: 24-180) meses para el tiempo de residencia en la zona malérica (ZM). El 40% refirio
residir en ZM por mas de 10 afios, 22% un afio o menos y 27% 5 afios 0 menos.

En el momento del ingreso al estudio se evaluaron por gota gruesa muestras de sangre
periférica de 79 gestantes en busca de infeccion plasmodial, detectandose 49 infecciones por

P. vivax (Grupol) y 30 sin infeccion plasmodial (Grupo 2).



Estos diagnosticos fueron confirmados molecularmente mediante qPCR y se hallo 100% de
concordancia. Se descartaron infecciones mixtas o submicroscopicas.

El nivel de infeccion plasmodial (parasitemia), cuantificado con gota gruesa (parasitos/puL de
sangre) en el grupo con infeccion (Grupo 1) en el momento de ingreso al estudio (dia 0) y
antes de recibir CQ (dia 1) fue en promedio de 6.717+7.629 parasitos/ pL (mediana: 3.542
minimo: 63, maximo: 33.400; RIC:1.611-8.032).

En todos los parametros de laboratorio evaluados se observo diferencias estadisticas
significativas entre los dos grupos, excepto para los niveles de bilirrubina indirecta y del
aspartato aminotransferasa.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes desde el inicio de la enfermedad fueron la
cefalea (100%), los escalofrios (90%) y la fiebre (82%); la triada de estas manifestaciones
clinicas se present6 en el 76% de casos.

Al momento del parto se detectaron 12 infecciones entre los compartimentos estudiados y
que la monoinfeccion por P. vivax estuvo presente en el 67% (9 de 12) de ellas. En cuanto a
las infecciones submicroscOpicas por compartimento en el momento del parto, se pudo
establecer que su frecuencia fue mayor (75%) que las infecciones microscopicas (25%).
La monoinfeccion por P. vivax se observo en el 67% (6 de 9) de todas las infecciones
submicroscdpicas en estos compartimentos. No se observd diferencias en la frecuencia de
infeccidon microscopica por compartimento y la monoinfeccion por P. vivax estuvo presente
en todos. Sin embargo, al comparar la frecuencia de infeccion submicroscopica por
compartimento se hall6 que la placenta present6 la mas alta (44%: 4 de 9).

En total, de las 5 mujeres diagnosticadas con malaria gestacional y/o placentaria al momento
del parto, 3 de ellas presentaron infeccion plasmodial en algiin compartimento diagnosticada
por qPCR, pero no por gota gruesa, por lo tanto 60% (3 de 5) de las infecciones
diagnosticadas en las gestantes al momento del parto en este estudio fueron
submicroscopicas. Este porcentaje cambia cuando se analiza usando como denominador el
total de mujeres evaluadas en el parto, es decir que 3 de 46 mujeres tuvieron infecciones
submicroscodpicas en el parto, lo que representa una frecuencia del 6,5%.

En los 26 recién nacidos de estas gestantes se observé un resultado de gota gruesa positiva
para P. vivax, el cual se confirmé por qPCR. Ademads, se observaron infecciones

submicroscopicas en 2 de estos recién nacidos (1 por P. vivax y 1 por P. falciparum).



Solo dos de las madres de estos tres neonatos presentaron algun tipo de infeccion plasmodial
(microscOpica o submicroscopica) al momento del parto, ya fuera en sangre periférica,
placenta o ambos compartimentos.

No se observaron desenlaces obstétricos adversos. Solo se hall6 bajo peso al nacer en 6 recién
nacidos, no se observaron mortinatos ni muertes maternas.

En cuanto a la evaluacion de la eficacia de la m-CQ y la apariciéon de RR, se captaron 47
gestantes; en el seguimiento de 28 dias no hubo pérdidas y hubo 4,2% (2/47) de falla
terapéutica. En el seguimiento de 45 mujeres entre los dias 29 y 120 hubo 11 pérdidas (24,4%
=11/45) y 15 RR con frecuencia que vari6 entre 33,3 y 58% segun el tipo de analisis.
Destacan la baja frecuencia de malaria gestacional, el espectro clinico de la infeccion, la
focalizacion de los impactos de malaria en los neonatos y el curso del embarazo y la
identificacion de aspectos maternos y epidemioldgicos asociados a la enfermedad que

determinan una exposicion diferencial de la gestante a la infeccion.

6.7 Discusion

La malaria es un problema importante de salud publica, especialmente en las mujeres
gestantes, debido a su asociacion con efectos adversos maternos y neonatales. El cuadro
clinico caracteristico de la malaria corresponde a un sindrome febril precedido de escaloftios,
el cual se acompafia de sintomas inespecificos como cefalea, dolor osteomuscular
generalizado y debilidad. La progresion a malaria grave estad condicionada por diversos
factores del pardsito y del huésped, y se caracteriza por una falla multisistémica cuyas
principales complicaciones incluyen malaria cerebral, edema pulmonar, falla renal aguda,
anemia grave, acidosis metabolica e hipoglucemia(388). Las mujeres gestantes representan
un importante grupo de riesgo por tener mayor propension a adquirir la infeccion y
desarrollar malaria complicada. Las consecuencias de la malaria gestacional mas informadas
incluyen infeccion placentaria, anemia materna, bajo peso al nacimiento, parto prematuro,
infeccion congénita e incremento en la mortalidad materno-neonatal(410—412). En contraste
de los numerosos estudios que hay sobre la malaria falciparum en la gestante en paises
Africanos y de Asia, existe la necesidad de describir esta enfermedad por P. vivax en América
Latina, en donde esta especie prevalece en las principales zonas paludicas del pais y donde

la dindmica de transmision difiere de las africana, coexisten las dos especies de Plasmodium



y las mujeres tienen poca inmunidad para malaria; aunque este estudio no explica
ampliamente los diferentes aspectos que involucran la infeccion por P. vivax en la gestante,
aporta en describir las caracteristicas generales de las gestantes, las frecuencias de
infecciones microscopicas y submicroscopicas en la gestante, la placenta y el bebé. También
se describen los signos, sintomas, hallazgos de laboratorio clinico, respuesta terapéutica,
frecuencia de la primera recurrencia-Recaida y desenlaces obstétricos adversos (anemia
materna, bajo o disminucion del peso al nacer, parto pretérmino, abortos, mortinatos, muerte
materna).

Esta es la primera investigacion clinico epidemiolégica sobre MGV en Colombia en la que
se hacen seguimientos clinicos y parasitologicos de hasta 120 dias, y se incluye ademads el
parto. Otro rasgo diferencial de este trabajo es la evaluacion de la eficacia terapéutica de la
monoterapia con cloroquina para curar el ataque agudo de la infeccion gestacional por P.
vivax en esta region de Colombia y una de los primeras realizados en la region de la
Américas. El principal resultado fue determinar con alta precision la magnitud de la MGV y
sus efectos en la morbimortalidad materna, fetal y neonatal. Esto fue posible por el tamafio
de muestra que se calculd con base en criterios demograficos, epidemiologicos y estadisticos
precisos. Aunque el muestreo fue de base hospitalaria, centrado en los programas de CPN,
los puestos de diagnostico de malaria y las salas de parto, este resultado puede inferirse a la
poblacion de gestantes en general, debido a que en la region algo més de 90% de las gestantes
accedieron a CPN y 98% tuvieron parto institucional, en la misma época en que se obtuvo la
muestra (Gobernacién de Cordoba, Planeacion, 2016-2019).

Las caracteristicas demograficas y epidemiologicas de la muestra fueron similares a las de
las gestantes de la region y de otras regiones endémicas confirmando asi se representatividad.
La edad de las maternas ingresada presentd una media y mediana (22,0 afios y 20,0 afios)
parecidas a las de gestantes de municipios con tamafios poblacionales similares a los del
estudio (50000 a 100000 habitantes). En concordancia con la distribucion de la malaria en
Colombia, la MGV en las zonas estudiadas fue altamente rural (71%), convirtiéndose en la
poblacion de mayor exposicion para adquirir malaria, dadas las condiciones sanitarias, el
mayor numero de criaderos de anofelinos y la situacion de acceso a servicios de salud desde
estas areas, factores considerables para la contribucion adecuada del desarrollo de un

embarazo. El perfil de las embarazadas estudiadas correspondié a mujeres jovenes,



predominando aquellas con edades entre los 19 y 35 afos. Tedricamente deberian ser las
jovenes quienes tuvieran mas malaria gestacional, y mayor riesgo de infeccion por P. vivax,
explicado por la inmunidad adquirida por la edad y la gravidez, que juegan un papel
importante en el control de la infeccién durante el embarazo. Las manifestaciones clinicas
mas frecuentes desde el inicio de la enfermedad fueron la cefalea (100%), los escalofrios
(90%) y la fiebre (82%); la triada de estas manifestaciones clinicas se present6 en el 76% de
casos. Esta frecuencia de casos afebriles (18%) es superior a lo encontrado previamente
(10,2%%) en mujeres gestantes con malaria en el noroeste de Colombia(25). Tal proporcion
puede considerarse alta en el contexto epidemiologico colombiano, porque otros estudios,
aunque en poblacion general, han reportado ausencia de infecciones afebriles en regiones de
transmision activa(413).

A pesar de que las zonas de estudio estan entre las regiones mas endémicas de malaria en
Colombia(123) y que las infecciones submicroscopicas son frecuentes en la
region(23,118,401) se observo una baja prevalencia de malaria gestacional por P. vivax al
momento del ingreso al estudio al realizar el diagnéstico microscopico de la infeccion
plasmodial por esta especie (49/200;0,25%), con la posterior confirmacion molecular de
infeccion Unica por P. vivax.

Sin embargo, aunque la reduccidén general la transmision de la malaria en estas zonas es
importante, recientemente se ha sugerido que la reduccion concomitante de la inmunidad
natural contra la malaria aumenta el riesgo de consecuencias adversas para embarazadas
infectadas(414).

Estudios previos en Colombia (Cordoba y Antioquia) hallaron una mayor prevalencia (9% —
14%) de MAE(28,29,401) y resultados similares se informaron en Brasil y Bolivia, donde la
prevalencia de MAE vario entre 4 y 12%, principalmente debido a P. vivax(18,249,415).

A pesar de la ausencia de muertes maternas o neonatales por causas directas asociadas a la
MGV en este estudio, es preciso resaltar la importancia del diagndstico temprano y el
tratamiento oportuno para disminuir el riesgo de complicacién en estos entornos de baja
transmision.

Doce por ciento de las mujeres estudiadas presentaron infeccion plasmodial diagnosticada
con qPCR en al menos un compartimento (sangre periférica, placenta, cordon umbilical) en

el momento del parto. Ese dato implica que ocho de cada sesenta y seis gestantes, atendidas



en la sala de partos en esa region, tienen infeccion por Plasmodium. Adicionalmente, en el
presente estudio también se encontr6 que la placenta ,con base en los resultados de qPCR, es
el compartimento con mayor frecuencia de infeccion plasmodial (19%), seguido por sangre
periférica (15%) y la menor frecuencia de infeccion se encontrd en cordéon umbilical (12%),
que P. vivax (4 de 5) esta presente en la mayoria de infecciones placentarias y que 20% de
las mujeres infectadas, presentaron infeccion placentaria sin evidencia de infeccion en sangre
periférica. Todo esto sugiere la presencia de P. vivax en la placenta de mujeres de la region
estudiada es muy comun y que la malaria placentaria es mas frecuente de lo que previamente
se habia diagnosticado con histologia placentaria(24,416).

En total, de las 5 mujeres diagnosticadas con malaria gestacional y/o placentaria al momento
del parto, 3 de ellas presentaron infeccion plasmodial en algiin compartimento diagnosticada
por qPCR, pero no por gota gruesa, por lo tanto 60% (3 de 5) de las infecciones
diagnosticadas en las gestantes al momento del parto en este estudio fueron
submicroscopicas. Este porcentaje cambia cuando se analiza usando como denominador el
total de mujeres evaluadas en el parto, es decir que 3 de 46 mujeres tuvieron infecciones
submicroscopicas en el parto, lo que representa una frecuencia del 6,5%.

Aun es materia de discusion la utilidad clinica de las pruebas moleculares para el diagnostico
de malaria porque podrian estar detectando gametocitos o ADN parasitario remanente en la
circulacion, en lugar de los estadios eritrocitarios asexuales, que son los responsables de la
sintomatologia malérica (417,418). Sin embargo, una revision sistematica de 2010 concluyé
que las gestantes africanas con infeccidon plasmodial submicroscopica presentaron
significativamente mayor frecuencia de anemia materna y bajo peso al nacer que las mujeres
sin infeccion (23). Otros dos trabajos no incluidos en la anterior revision también apoyan
esos hallazgos(419,420); no obstante, otra conclusion de la revision sistematica fue que las
infecciones submicroscopicas durante la gestacion son muy poco estudiadas y su impacto
debe ser evaluado en cada region, porque depende de la intensidad y estabilidad de la
transmision, la edad y paridad maternas, entre otras variables, que son influenciadas por las
condiciones socioecondmicas y ambientales especificas (421).

La alta frecuencia (49/79) de gestantes que presentaron al menos un episodio registrado de
malaria vivax durante el embarazo, concuerda con el alto riesgo de transmisién maldrica por

esta especie plasmodial que presentan los dos municipios de estudio, Tierralta y Puerto



Libertador, en donde el IPA promedio reportado entre 2008 y 2018-1 fue 29 y 52,
respectivamente.

Los episodios malaricos registrados durante la gestacion fueron diagnosticados con gota
gruesa y P. vivax fue la especie mas frecuentemente encontrada en esos casos de historia de
malaria gestacional (49/79). Como ya se habia reportado previamente en Uraba(22,28), el
presente estudio muestra que la malaria gestacional por P. vivax diagnosticada por gota
gruesa, se asocia con una disminucion significativa del peso de los recién nacidos. Los
hallazgos de este estudio también permiten acumular evidencia que indica que la infeccion
por P. vivax en la gestacion también causa alteraciones en los niveles de hemoglobina y el
recuento plaquetario de las gestantes.

Por otro lado, con qPCR se diagnostico un caso de infeccion placentaria por P. vivax, sin
presencia de infeccion en sangre periférica; lo que concuerda con un ensayo in vitro reciente
que indica que los globulos rojos parasitados con P. vivax también se adhieren al tejido
placentario(311) y sugiere que P. vivax también se secuestra en la placenta, pero con mucha
menor frecuencia que en los casos de P. falciparum.

En este estudio, de acuerdo con los resultados de la gota grues se hall6 una frecuencia de
infecion plasmodial congénita del 7% y en la mayoria de los casos la especie involucrada fue
P. vivax (2/3). Lo que pone de manifiesto que este desenlace obstétrico adeverso puede
presentarse en las mujeres de estas regiones.

La respuesta terapéutica adecuada de la monoterapia con CQ sucedidé en 95,8% de las
embarazadas para curar su ataque agudo de malaria vivax no complicada, esto concuerda
con un trabajo previo en la misma zona en mujeres gestantes(269) y con otros resultados
en poblacion no gestante de este pais(278,283,422). En Colombia, tres estudios publicados
en 2001-2008, en poblacidon no gestante, registraron falla terapéutica de la monoterapia con
CQ de 4,2% (promedio de tres procedimientos de medicion)(277), 5% (423)y 12%
(424), para un promedio bruto de 7,1%. Contrario a esto, otros cinco trabajos (de 2001-2013),
hallaron eficacia de 100% de la CQ (269,278,422).

En otros tres trabajos colombianos, en poblacion no gestante, se suministraron
simultaneamente CQ y PQ desde el dia 1 de tratamiento y en ambos hubo curacion del
ataque agudo en 100%. En el primer informe(264) se dieron dosis variables de PQ a partir

del dia 1 y eso no influy6 en la eficacia para curar el ataque agudo; en el segundo trabajo



(425) se dieron dosis estandar de CQ y de PQ para malaria vivax, pero la PQ se dio en
diferente cantidad de dias (3 vs. 7 dias) y tampoco hubo diferencias en la curacion del ataque
agudo, pero si en las RR medidas en 120 dias (68% en grupo de 3 dias y 34% en grupo de 7
dias). Un informe de 2019 indica una falla terapéutica de 2,9% detectada el dia 28, en dos
pacientes de la costa Pacifica tratados con CQ-PQ (426).

Con base en lo expuesto, puede asegurarse que la CQ sigue siendo muy eficaz contra la
malaria vivax en Colombia en nifios, adultos y gestantes, y que la permanencia endémica de
ella no puede explicarse como consecuencia de resistencia del parésito al medicamento, a
pesar de unos pocos informes que narran eficacia un poco menor de 100%. Solo conocemos
un estudio sobre eficacia de CQ o de amodiaquina en gestantes colombianas, adelantado en
Puerto Libertador, con eficacia de 100%(269); este medicamento podria ser el reemplazo de
la CQ. En este estudio con gestantes, la proporcion minima de RR en 120 dias de seguimiento
fue de 33,3% seglin la intencion de tratar y 58% segun el protocolo del peor escenario. Este
trabajo permite obtener, por primera vez, en forma verificable y bajo un protocolo de la OMS,
el conocimiento sobre la frecuencia de recurrencias/recaidas en mujeres gestantes afectadas
por malaria vivax y comprueba que, como era de esperarse, su frecuencia es superior a la
observada en poblacion no gestante en Colombia. Para la evaluacion de la frecuencia de
recurrencias/recaidas de malaria parecerian ser suficientes 120 dias de seguimiento contados
a partir de la captacion de las pacientes, pues alrededor de dos de cada tres
recurrencias/recaidas suceden antes de 90 dias de seguimiento contados a partir del ataque
agudo, sea que se suministre o no primaquina.

Las gestantes de nuestro trabajo, ademas de no recibir PQ, tienen otra condicion clave que
puede ayudar a la aparicion de las RR, como es su inmunidad funcional, diferente de quienes
no estdn en embarazo. Las pérdidas en el seguimiento las atribuimos al desinterés de las
mujeres por ir a controles al sentirse en buen estado, a la distancia de sus residencias del area
urbana, a los costos de transporte, a los problemas de orden publico vigentes y a la escasez
presupuestal de la investigacion para hacer busqueda activa de las personas.

En Colombia, en nifios (<18 afios) se inform6 una frecuencia de RR de 34% con CQ-PQ en
dosis total estandar (0,5 mg/kg/dia por 7 dias) (26). La edad puede afectar la adquisicion de
algin grado de inmunidad después de residencia prolongada en area malérica endémica.

Las gestantes de nuestro trabajo, ademas de no recibir PQ, tienen otra condicion clave que



puede ayudar a la aparicion de las RR, como es su inmunidad funcional, diferente de quienes
no estan en embarazo (71-75).

Seglin una revision sistematica, el aumento de 5 mg/kg en la dosis de CQ redujo las RR en
la poblacion general y en nifios mayores de 5 afios. La adicion de PQ al tratamiento redujo el
riesgo de RR a 4,9% el dia 42, frecuencia menor que con CQ sola. Los autores concluyeron
que “el aumento de la dosis recomendada a 30 mg/kg en nifios menores de 5 afios podria
reducir sustancialmente el riesgo de recurrencia temprana cuando no se administra PQ. La
cura radical con PQ fue altamente efectiva para prevenir la recurrencia temprana y también
puede mejorar la eficacia esquizontocida contra P. vivax resistente a CQ” (72). La CQ y la
amodiaquina son relativamente seguras en gestantes (71,72) y ante la recomendacion de no
suministrarles primaquina parece légico aumentar la dosis total de cualquiera de estos dos
medicamentos a 30 mg/kg repartidos en tres fracciones iguales en los dias 1, 2 y 3 de
tratamiento, con el fin de reducir las RR, como ha sido propuesto (76). No hay que olvidar
que los riesgos por medicamentos siempre estan presentes, como ha sido sefialado hace poco
para el caso de los antimalaricos usados en el embarazo: “Los antimalaricos recomendados
por la OMS para el embarazo tienen riesgos similares con respecto a aborto, mortinato y
muerte neonatal” (77-79).

Como fortalezas del estudio resaltamos que esta investigacion se hizo en la zona colombiana
que mas casos de malaria genera cada afio, desde hace més de 20 afios, en donde coexisten
P. vivax y P. falciparum, y donde la malaria gestacional, incluida la debida a P. vivax, tiene
alta frecuencia en esa poblacion. El protocolo usado para evaluacion de falla terapéutica

es promovido por la OMS vy los resultados permiten comparaciones internacionales. Otra
fortaleza es el seguimiento completo de todas las pacientes a los 28 dias. Como debilidades
tenemos la cantidad de mujeres evaluadas, que fue relativamente baja. Los riesgos de sesgos
de seleccion y datos perdidos (25%).

Este estudio, aunque fue limitado por el nimero de muestras analizadas, indica que el
problema de la infeccion gestacional, placentaria y congénita por P. vivax en Colombia es
mucho mas frecuente de lo que se habia anticipado y demuestra la necesidad de implementar
métodos de diagndstico mas sensibles y de disefiar estrategias de investigacion que permitan
esclarecer la relevancia clinica de las infecciones plasmodiales submicroscopicas durante la

gestacion y el parto.
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7 Capitulo 6: Respuesta inmune del hospedero durante la MGV:
efecto de la infeccion sobre la expresion génica de mediadores
inmunes y niveles de anticuerpos

7.1 Introduccion

La malaria asociada al embarazo es un evento poco estudiado en América Latina, donde
predomina P. vivax. La infeccién por P. vivax durante el embarazo se ha asociado con
desenlaces obstétricos adversos, como anemia materna, bajo peso al nacer y malaria
congénita, lo que representa un importante problema de salud global.

Los abundantes trabajos sobre el problema en Africa llevan a pensar que esta infeccion genera
una modulacion de la respuesta inmune y alteraciones en el ambiente placentario, eventos
cruciales para el adecuado desarrollo del feto y el neonato. La inmunidad
contra Plasmodium spp es compleja porque involucra diversos factores que amplian las
posibilidades de desenlaces, los que finalmente conducen a los diferentes fenotipos clinicos
de la enfermedad. Uno de los desenlaces inmunolégicos en infecciones por Plasmodium spp
es la modulacion de la respuesta inmune hacia un perfil regulador. Esta regulacion inducida
por la infeccién maldrica resulta ventajosa para la persistencia del parasito en el hospedero
y, adicionalmente, podria generar eventos adversos en la respuesta inmune general de los
individuos infectados.

Por lo expuesto anteriormente, en esta parte del presente trabajo se evalud el efecto de la
infeccion gestacional por P. vivax sobre la expresion génica de mediadores inmunes
proinflamatorios y antiinflamatorios en sangre periférica y tejido placentario y medir los
niveles de anticuerpos especificos contra 13 proteinas recombinantes de P. vivax y

relacionarlos con el estado clinico de la gestante y los desenlaces obstétricos.



7.2 Planteamiento del problema

P. vivax contribuye significativamente a la morbilidad global de la malaria y sigue siendo un
gran obstaculo para su eliminacion debido a su capacidad para generar formas latentes en el
higado (hipnozoitos). Estas formas pueden activarse para causar infecciones recurrentes
(recaidas) en la etapa sanguinea. Las recaidas siguen siendo poco conocidas porque es dificil
verificar si las infecciones de la etapa sanguinea por P. vivax en pacientes se deben a nuevas
infecciones o recaidas en la mayoria de los casos.

La malaria por P. vivax es una enfermedad desatendida, particularmente durante el embarazo.
El tratamiento de la malaria gestacional por P. vivax (MGV) tiene por objetivo inmediato
erradicar la parasitemia, sin actuar sobre los hipnozoitos, al no dar primaquina, por el riesgo
de causar hemolisis materno-fetal, si la gestante tiene d-G6PD (4). La ausencia de PQ en el
tratamiento de la MGV incrementa el riesgo de recaidas en la gestacion o posterior a ella, lo
cual es un asunto grave y de mayor significado.

P. vivax es la especie de malaria humana mas comun fuera de Africa, con 2.600 millones de
personas en riesgo en Asia y América Central y del Sur(432). A pesar de la importancia de
esta enfermedad, que representa la malaria recurrente mas prevalente(433), los mecanismos
inmunoloégicos asociados con el control de los niveles de parasitos y la gravedad de la
enfermedad no se comprenden completamente.

Las respuestas inmunitarias podrian potencialmente apuntar a cualquier etapa del parasito al
que estan expuestos los humanos. Tanto los mecanismos dependientes de anticuerpos como
los mediados por células contribuyen a la proteccion inmune contra las etapas sanguineas
asexuales del parasito. Las respuestas inmunitarias del hospedero contra la mayoria de los
patdgenos infecciosos dependen principalmente del desarrollo de una respuesta inmunitaria
adaptativa mediada por la liberacién de citocinas producidas por las células T auxiliares
apropiadas(434). Las respuestas inmunes Thl activan los macrofagos como parte de la
inmunidad mediada por células requerida para la eliminacion de los patogenos intracelulares,
mientras que las respuestas inmunes Th2 regulan las respuestas inmunes humorales,
estimulan el crecimiento de los mastocitos y también actian para suprimir la inmunidad
mediada por células (434,435). Como resultado, las citocinas Th1l y Th2 funcionan de forma

antagdnica para regular las actividades de cada una(434).



La inmunidad en la etapa sanguinea en modelos experimentales y en humanos depende del
subconjunto de células T CD4 +, células B y anticuerpos, mientras que el subconjunto de
células T CD8 + se ha asociado con actividad citolitica contra el parasito en las etapas
hepaticas (436). La secrecion de anticuerpos es una parte importante de la respuesta inmune
del hospedero a la infeccion plasmodial; estos anticuerpos son de diferentes especificidades
isotipicas, por lo que ejercen diferentes capacidades funcionales.

Aunque las descripciones clinicas de la enfermedad causada por la infeccion por P. vivax
estan disponibles, los datos sobre los patrones inflamatorios son escasos y pocos estudios han
evaluado mediadores proinflamatorios, antiinflamatorios y la respuesta humoral en un solo
grupo de pacientes con muestras emparejadas.

El embarazo desencadena cambios inmunoldgicos para garantizar que el sistema inmune de
la madre no rechace al feto en desarrollo, pero el impacto de estos cambios en el desenlace
clinico de la MGV y la respuesta inmune del hospedero frente a la infeccion, ain no se conoce
bien. Por lo tanto, en este estudio, en mujeres con MGV evaluamos el efecto de la infeccion
por P. vivax sobre la expresion mediadores proinflamatorios, antiinflamatorios y medimos la

respuesta humoral frente a antigenos recombinantes del parasito.

7.3 Objetivos especificos

En mujeres con malaria gestacional por P. vivax:

e Evaluar el efecto de la infeccién por P. vivax sobre la expresion génica de mediadores
inmunes proinflamatorios y antiinflamatorios en sangre periférica y tejido placentario.

e Medir los niveles de anticuerpos especificos contra 13 proteinas y relacionarlos con el

estado clinico de la gestante y los desenlaces obstétricos.

7.4 Metodologia

74.1 Lugar y Poblacion del estudio

Ver el capitulo 4 de este trabajo



74.2 Diseiio del estudio
Se us6 un disefio descriptivo, prospectivo y longitudinal (de cohorte) para evaluar el efecto
de la infeccion por P. vivax sobre la expresion génica de mediadores inmunes
proinflamatorios y antiinflamatorios en sangre periférica y tejido placentario. Ademas,
medimos la respuesta humoral frente a antigenos recombinantes del parasito usando muestras
emparejadas de las gestantes (ingreso vs parto) e incluimos un grupo de comparacion de
poblacion no gestante con infeccion por P. vivax. A continuacidon, se describe la
conformacion de estos grupos
Para evaluar el efecto de la infeccion por P. vivax sobre la expresion génica de mediadores
inmunes proinflamatorios y antiinflamatorios en sangre periférica y tejido placentario,
se conformaron los dos grupos de estudio, descritos en el capitulo 2 , incluyendo muestras de
sangre periférica de las gestantes en momento del ingreso/ataque agudo, recurrencias y de
parto (de tejido placentario . Las muestras evaluadas y tamafios de los grupos definidos segin
tres condiciones: a) presencia de infeccion por P. vivax (con o sin), b)) momento de toma de
la muestra (ingreso, parto, recurrencia) y ¢) compartimento de origen de la muestra (sangre
periférica o tejido placentario) se presentan a continuacion:
Mujeres con MGV en ingreso + madres y placentas en parto (Grupo 1) (Figura 7.4.1):

-Sangre periférica en ingreso: n=49

-Sangre periférica en parto: n=26

-Sangre periférica en recurrencia-recaida (RR): n=15 (Grupo 1RR)

-Tejido placentario en parto: n=26
Para analizar los resultados de esta evaluacion se tuvo en cuenta las diferentes condiciones
de infeccidn por P. vivax durante la gestacion y el parto y se conformaron cuatro grupos de
analisis (0jo, no confundir con grupos de evaluacion/estudio) como indica la Figura 7.4.1.
Gestantes sin infeccién plasmodial al momento del ingreso + madres y placentas derivadas
de este grupo al momento del parto (Grupo 2): (Figura 7.4.1):

-Sangre periférica en ingreso: n=30

-Sangre periférica en parto: n=17

-Tejido placentario en parto: n=17



Para la seleccion de este grupo 2 (control) se considera: 1) negatividad en la condicion de

infeccion plasmodial microscopica y submicroscopica desde el control prenatal del primer

trimestre hasta el parto inclusive; y 2) calidad y cantidad de muestras sanguineas y tejido

placentario disponibles.

Para medir los niveles de anticuerpos especificos contra proteinas recombinantes de P.

vivax en las gestantes y relacionarlos con su estado clinico y los desenlaces obstétricos, se

seleccionaron 20 mujeres del grupo 1 del capitulo 2. MGV+, a quienes se les tomaron

muestras de sangre periférica tanto en el momento del ingreso (n=20) como en el parto(n=20).

No fue posible recuperar las muestras de plasma de las recurrencias de aquellas gestantes que

las presentaron.

Grupo 1
MGYV sin RR

—

Grupo 2
MGY con RR

Grupo 3
IP-p

Grupo 4
Negativas

1

Malaria gestacional por P. vivax en ingreso
Positivas en el
Negativas en el parto parto
No se conocid la
\ i Con RR A
\ sl on condicién de RR

No MG en ingreso. \.,

No historia de MG
y No infeccion
plasmodial en parto

o

/

/

/

Figura 7.4.1. Grupos de estudio conformados segtin distintas condiciones de infeccion plasmodial
durante la gestacion y el parto para el analisis de cambios transcripcionales de la expresion génica
de los mediadores inmunes en el parto

1.

Gestantes con MGV que no presentaron ninguna recurrencia hasta el momento del parto y fueron
negalivas en el momento del parto (MGV sin RR)
Gestantes con MGV que presentaron una recurrencia antes del parto y fueron negativas en el
momento del parto (MGV con RR)
Gestantes con MGV que presentaron o no recurrencia maldrica y que fueron positivas en el
momento del parto, bien sea en sangre periiérica materna y/o sangre placentaria (IP-p)
Gestantes sin historia de malaria gestacional y negativas en el momento del parto (Negativas)

Control (Grupo 3): n = 17: con el proposito de explorar respuestas humorales especificas

del embarazo contra los antigenos evaluados, se incluy6 un grupo control de no embarazadas

y con infeccidn por P. vivax). Este grupo esta conformado por una poblaciéon no evaluada en

el capitulo 2 de este trabajo.



De todos los participantes de estos grupos se recogi6 una muestra de sangre venosa (5-10 ml)
asépticamente en tubos con anticoagulante (E.D.T.A) de acuerdo con el momento del estudio.

El plasma se separ6 por centrifugacion y se almaceno a -80 © C hasta su uso.

7.4.3 Criterios de inclusion, recoleccion de datos y muestras y diagnostico de la
infeccion plasmodial.

Los criterios de inclusion y la recoleccion de muestras fueron descritos en el capitulo 4 y

pueden ser consultados en el capitulo 4. La infeccidon plasmodial fue determinada como se

describe en el capitulo 4.

7.4.4 Cuantificacion relativa de la expresion de mediadores inmunes proinflamatorios
y antiinflamatorios en sangre periférica.

Se tomo sangre periférica en tubos con anticoagulante, se separo la capa de leucocitos y se
transfirieron 100 pl de esta a un criovial con 900 pl de Trizol TM Reagent (Invitrogen), que
es un reactivo basado en tioisocianato de guanidina, destinado a la presenvacion del ARN.
La capa leucocitos homogenizada con Trizol (Invitrogen) fue utilizada para la extraccion de
ARN total, siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN obtenido fue cuantificado y
se valord su calidad por nanoespectrofotometria de las absorbancias de las muestras.
Para ello, se determinaron las absorbancias a 260, 280 y 230 nm de todas las muestras
extraidas en el equipo NanoDrop 2000® (Thermo Scientific). Este espectofotometro es capaz
de realizar medidas precisas con cantidades de muestra muy pequenas, del orden de 0,5 pl
Para estimar la concentracion de ARN obtenida a partir de las muestras procesadas se
utilizaron las medidas de absorbancia a 260 nm. A la vez, el equipo proporciona informacion
sobre la pureza del ARN, mediante las proporciones de absorbancia a 260-280nm y 260-230
nm que deben oscilar entre 1,65 — 2 y 2 — 2,2 respectivamente para considerar una muestra
como pura. Todas las muestras de nuestro estudio mostraron resultados favorables para estos
andlisis, se distribuyeron en volimenes de 2,0 ul y se almacenadas a -80 °C hasta ser usadas
en las reacciones de RT-qPCR.

La RT-qPCR para la cuantificacion relativa con un ensayo Tagman se hizo con el juego de
reactivos EXPRESS One-Step SuperscriptTM (Invitrogen) a partir de ARN. Para todas las
reacciones de PCR se us6 un equipo StepOnePlusTM Real-Time PCR System de Applied



BiosystemsTM con las condiciones de ciclaje sugeridas por el fabricante (50 °C por 20
minutos (sintesis de ADNc), 95 °C por 2 minutos y 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos y 60
°C por 1 minuto). El volumen final de reaccion fue de 20 uL, con 10 pLL de mezcla EXPRESS
One-Step SuperscriptTM y 2 pLL de ARN.

Por cada reaccidon se incluyeron dos controles negativos (agua libre de ARNasas), una
muestra de referencia (mezcla ARN de la capa leucocitaria de 10 mujeres sanas residentes
de la zona) y como gen de referencia para las comparaciones de expresion relativa se uso el
gen constitutivo f-actina, que fue cuantificado tanto en la muestra problema como en la
muestra de referencia. Todas las reacciones fueron hechas por triplicado. Las reacciones de
qPCR para cada molécula fueron estandarizadas con una curva estandar, teniendo en cuenta
la eficiencia y la pendiente obtenida en la curva; el estdndar empleado para hacer la curva
fue mononucleares de sangre periférica estimulados con extracto de cultivo de esquizontes
al 5% de P. falciparum. Los ensayos que obtuvieran una eficiencia entre 90 y 110%, una
pendiente entre -2,98 y -3,65 y que la linealidad del ensayo fuera igual o mayor a 0,98 (6)
fueron validados..

El analisis de la expresion génica por RT-qPCR se basa en una cuantificacion relativa
comparando la expresion del gen diana en las muestras problema respecto a la expresion del
control enddgeno (f-actina), seleccionado debido a que es un gen constitutivo que presenta
expresion estable en las muestras analizadas.

El modelo matematico empleado para la cuantificacion relativa de la expresion génica es el
propuesto por W. Pfaffl (438), que permite estimar la cantidad relativa de un gen determinado
basandose en la siguiente ecuacion: Proporcién = Eficiencia ' = 2-AACt. En eeste se
determinan los cambios en los niveles de expresion de los mediadores inmunes en relacion
con los niveles de expresion del gen constitutivo y de la muestra de referencia.

Para obtener dicha proporcion de cuantificacion relativa (RQ), en primer lugar, se calcula el
factor de normalizacion, para la muestra de referencia y la muestra problema, a partir del
promedio del valor Ct del control endégeno. El factor de normalizacion de la muestra de
referencia y la muestra problema para cada muestra sera la media geométrica del promedio
del valor Ct del gen p-actina. Esta normalizacidon es necesaria ya que si la expresion del
control endogeno varia es indicativo de variaciones en la cantidad de ARN total empleada en

la sintesis de ADNc y no a cambios en la expresion. El factor de normalizacion, tanto para la



muestra de refencia y la muestra problema, se usard como la expresion génica de referencia
a la hora de calcular la diferencia relativa de la expresion génica. La lista de cebadores y
sondas que fueron empleados para la amplificacion de los genes de los mediadores inmunes
proinflamatorios y antiinflamatorios han sido empleados previamente en trabajos del grupo
Salud y Comunidad (28,29) y se presentan en la Tabla 7.4.1.

Se considera expresion diferencial si el RQ obtenido toma valores superiores a 1,0, indicando
mayor expresion del gen diana en la muestra problema que en la muestra de referencia, o

inferiores a 1,0 en el caso de que el gen diana se encuentre menos expresado en la muestra

problema que en la muestra de referencia.

Tabla 7.4.1. Cebadores y sondas usados para amplificar los genes de mediadores inmunes

Gen Cebador F* (5°-3’) Cebador R* (5’- 3’) Sonda (5’- 3’)
TNFo GCCCAGGCAGTC GCTTGAGGGTTT FAM-CCCGAGTGACAAG
AGATCA GCTACAACA CCTGTAGCCC-TAMRA
IFN GAAGAA TTGGAA TGGACATTCAAG FAM-TTCCTTGA TGGTC
4 AGAGGAGAGTGA TCAGTTACCG TCCACACTCTTTTGG-TAMRA
L8 CAGCTCTGTGTG GGTGGAAAGGTTT FAM-AGTTTTGCCAAGG
AAGGTGC GGAGTATGTC AGTGCTAAAGAACT-TAMRA
MCPI CAG CCA CCT TCA TGC ACT GAG ATC FAM-ATC AAT GCC CCA
TTC CCC TTC CTA TTG G GTC ACC TGC T-TAMRA
MIP1 ACT ACT TTG AGA GAC ATA TTT CTG FAM-TTA GGA AGA TGA CAC
CGA GCA GC GACCCACTCC CGG GCT TGG-TAMRA
TGFR TCAGAGCTCCGA GTTGCTGTATTTCT FAM-CCGGGCAGAGCTG
GAAGCGGTA GGTACAT CGTCTGCTGA-TAMRA
IL10 CCTGGAGGAGGT CAGCGCCGTAGC FAM-CAAGGCGCATGTG
GA TGCCCCA CTCAGCC AACTCCCTG-TAMRA
COX1 AGCAGCTTTTC CGGTTGCGGTAT FAM-CTGGCCTCAGCAC
CAGACGACC TGGAACTG TCTGGAATGACAA-TAMRA
CoOX2 CCTGATCCCCA TTGGTGAAAGCT FAM-TGCCCAGCACTTC
GGGCTCAAAC GGCCCTCG ACGCATCAGTT-TAMRA
p-actin CGAGCGCGGCTA CCTTAATGTCAC FAM-ACCACCACGGCCG
CAGCTT GCACGATT AGCGG-TAMRA

*Cebador F: cebador sentido, cebador R: cebador antisentido.



Cuantificacion relativa de la expresion de mediadores inmunes proinflamatorios y
antiinflamatorios en tejido placentario

Se realiz6 la extraccion de ARN de tejido placentario con el estuche comercial RNeasy Mini
kits (Qiagen), a partir del tejido almacenado a 4°C en RNALater® (Qiagen), teniendo en
cuenta las instrucciones del fabricante. La RT-qPCR para la cuantificacion relativa con un
ensayo Tagman, se hizo con el juego de reactivos EXPRESS One-Step SuperscriptTM
(Invitrogen), a partir de ARN. El ARN obtenido fue cuantificado y se valoré su calidad por
nanoespectrofotometria de las absorbancias de las muestras, como ha sido descrito
previamente. Para todas las reacciones de RT-qPCR se us6 un equipo StepOnePlusTM Real-
Time PCR System de Applied BiosystemsTM, con las condiciones de ciclaje sugeridas por
el fabricante (50°C por 20 minutos (sintesis de ADNc), 95°C por 2 minutos y 40 ciclos de
95°C por 15 segundos y 60°C por 1 minuto). El volumen final de reaccion fue de 20 puL, con
10puL de mezcla EXPRESS One-Step SuperscriptTM y 2 pLL de ARN.

Por cada reaccion se incluyeron dos controles negativos (agua libre de ARNasas), una
muestra de referencia (mezcla ARN de 10 placentas de mujeres sanas residentes de la zona)
y el gen constitutivo (B-actina), que fue cuantificado tanto en las muestras problema, como
en la muestra de referencia. Todas las reacciones fueron montadas por triplicado.
Las reacciones de RT-qPCR para cada molécula fueron estandarizadas con una curva
estandar, teniendo en cuenta la eficiencia y la pendiente obtenida en la curva. El estandar
empleado para hacer la curva fue ARN de la linea celular de trofoblasto placentario BeWo.
Fueron validados los ensayos que obtuvieran una eficiencia entre 90 y 110%, una pendiente
entre - 2,98 y -3,65 (Broeders et al., 2014) y una linealidad igual o mayor a 0,98. Para la
cuantificacion relativa se aplicé el método de 2-AACt de Pfaffl(438), con el cual se
determinan los cambios en los niveles de expresion de los mediadores inmunes en relacion
con los niveles de expresion del gen constitutivo y de la muestra de referencia. La lista de
cebadores y sondas, que fueron empleados para la amplificacion de los genes de los

mediadores inmunes proinflamatorios y antiinflamatorios se presentan en la Tabla 7.4.1.



7.4.5 Cuantificacion de niveles de anticuerpos especificos contra 13 proteinas
recombinantes de P. vivax

La medicion de los anticuerpos IgG especificos contra 13 proteinas recombinantes de P.

vivax en plasma se realizd6 mediante un ensayo de suspension multiplex utilizando la

tecnologia Luminex como ha sido previamente descrito por Requena y colaboradores(439).

Los detalles de la generacion de las proteinas recombinantes y la ejecucion del ensayo se

presentan a continuacion.

7.4.6 Proteinas recombinantes y péptidos sintéticos largos del estadio sanguineo de P.
vivax
La seleccion de las proteinas evaluadas estuvo basada en pardmetros de importancia
bioldgica como su inmunogenicidad, su papel en la patogénesis de la malaria y su presencia
en las etapas sanguineas, algunas de las cuales son candidatas a vacuna (detalladas en la
Tabla 3.2). Los genes para las 11 proteinas de P. vivax en etapa sanguinea se amplificaron a
partir de ADN gendmico (cepa Sal I) mediante PCR y usando "PCR Supermix" (Life
Technologies). Los productos de PCR se introdujeron en el vector pIVEX1.4d (Roche)
previamente modificado mediante la insercion de glutation S-transferasa (GST) después de
la secuencia de etiqueta 6xHis. Por lo tanto, las proteinas de fusion GST contienen marcos
de lectura abiertos que codifican las proteinas predichas de P. vivax. Las proteinas se
expresaron con una etiqueta GST utilizando el sistema libre de células del germen de trigo
como ha sido escrito en un estudio previo(440). Las proteinas expresadas se purificaron en
columnas de purificacion GST SpinTrap (GE Healthcare), y las proteinas eluidas se
dializaron en solucion salina tamponada con fosfato (Tube-O-DIALYZER, GBiosciences).
La proteina GST también se expresd por separado para el control de la reactividad
inmunolégica. El disefio y la sintesis de dos péptidos sintéticos largos de P. vivax (LP) que
representan el nlicleo central conservado (LP1) y los motivos C-terminal (LP2) de motivos
de importantes proteinas variantes de superficie en P. vivax (VIR), se ha informado

anteriormente(322).



7.4.7 Medicion de respuestas IgG especificas contra 13 proteinas recombinantes de P.
vivax mediante inmunoensayo multiplex basado en microesferas magnéticas
(MBA)

La medicion de los niveles de anticuerpos IgG especificos contra 13 proteinas recombinantes
de P. vivax se realizd mediante un inmunoensayo multiplex basado en microesferas
magnéticas (MBA) utilizando la tecnologia Luminex, como se describe(440).
Las microesferas magnéticas carboxiladas MagPlex (Luminex Corporation, TX, EE. UU.) se
recubrieron de forma covalente con 3 pg de proteina/ péptido por 1,1-1,4 millones de
microesferas siguiendo las instrucciones del fabricante. Las microesferas se cuantificaron en
un citometro de flujo de Guava (Millipore) y se mezclaron en cantidades iguales. Se prepar6
un lote Unico de microesferas para todo el estudio. Se incubaron alrededor de 1.000
microesferas por analito y fueron incubadas con los plasmas (dilucién 1: 100) por duplicado,
y posteriormente con IgG-biotina antihumana (Sigma-Aldrich), seguido de una incubacion
con el conjugado R-PE-estreptavidina (Fluka, Madrid, Espafia). Se adquirieron las
microesferas en el sistema BioPlex100 (Bio-Rad, Hercules, CA), y los resultados se
expresaron como la intensidad de fluorescencia media (MFI) de los duplicados. El valor
contra GST solo se restd para las MFI de las proteinas recombinantes y péptidos sintéticos
de P. vivax. La reactividad cruzada se descartd en un estudio piloto que analizd un
subconjunto de 12 plasmas en singleplex y multiplex . Para estabilizar la varianza, el analisis
de los resultados se realizd con valores transformados en log10 de las mediciones de MFI.

La mayoria de las variables analizadas no presentaron distribucion normal, segun la prueba

de Kolmogorov—Smirnov y Shapiro—Wilk aplicadas segiin correspondié de acuerdo al

nimero de muestras por grupo; por tal razon, las pruebas no paramétricas Kruskal-Wallis,

Mann-Whitney y Wilcoxon fueron empleadas para evaluar las diferencias entre los grupos.

Cuando se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos con la

prueba de Kruskal-Wallis, se hicieron comparaciones multiples con la prueba de Dunn.

El coeficiente de correlacion no paramétrico rho de Spearman fue usado para medir la

correlacion entre los diferentes mediadores inmunes. La prueba de Chi-cuadrado o la prueba

exacta de Fisher se empleo para evaluar las diferencias en los porcentajes de individuos con
una respuesta de anticuerpos positiva valores superiores a la media méas 3 desviaciones

estandar [DE] con respecto a los controles, punto de corte).Para estudiar la asociacion entre



los niveles de anticuerpos y las variables del embarazo, se estimaron modelos de regresion
lineal univariados y multivariados con las variables edad, edad gestacional y peso al nacer.
La correlacion entre respuestas de IgG a diferentes antigenos se evalud con la prueba de
rango de Spearman. La asociacion entre respuestas de anticuerpos en el ingreso y la anemia,
parasitemia y trombocitopenia se analizaron con modelos de regresion lineal.

El andlisis estadistico fue realizado con el programa IBM SPSS Statistics, version 24. Se uso
un intervalo de confianza de 95%. Los valores brutos de probabilidad se interpretan para la
coherencia interna, la consistencia de los resultados y la plausibilidad bioldgica.

Tabla 7.4.2. Descripcion de proteinas recombinantes y péptidos sintéticos del estudio

Nombre del Estadio ciclo

antigeno Tipo de vida Descripcion
VIR5(318)
Variacion antigénica y parecen
VIR14(441) estar involucrados en la
citoadherencia de eritrocitos

VIR24(318) infectados por P. vivax a

receptores endoteliales??
VIR25(326)

MSP1-19(442
(442) Interacciones iniciales entre el

Proteina g N
MSP3(444) recombinante parasito y los eritrocitos
fusionada a GST
Pv-fam-A2(443) Merozoitos ) .
Interacciones parasito-
hosped
Py-fam-D2(443) OSpedero
Proteina exportada, funcion
Hypol(443) desconocida
. Remodelamiento de la célula
Phist(444) hospedadora
Vias de trafico de transporte de
Secy(443) proteinas
Péptidos sintéticos conteniendo
LP1(330) Péptidos secuencias conservadas de
sintéticos antigenos variables de
LP2(330) superficie (VIR)

GST Proteina de fusion y control en los ensayos de recombinacion y expresion




Resultados

74.8 Expresion génica (RNAm) de mediadores inmunes proinflamatorios y

antiinflamatorios en sangre periférica de mujeres con MGV Yy sin infeccién

plasmodial en el ingreso
Se comparan los grupos MGV (grupo 1) y gestantes sin infeccion plasmodial (grupo 2) en
cuanto a expresion relativa de mediadores proinflamatorios (TNFa; IFNy; IL8; MCP1 y
MIP1) y antiinflamatorios (TGFf e IL10). Los niveles de expresion de ambos tipos fueron
significativamente mayores en grupo MGV que en grupo sin infeccion plasmodial (no IP)
(Figura 7.5.1).
749 Expresion génica (RNAm) de mediadores inmunes en sangre periférica de

mujeres con MGV en ingreso y en la recurrencia-recaida

Quince mujeres ingresaron al estudio con MGV y, en algiin momento del seguimiento de 120
dias, presentaron RR. Se comparan los niveles de expresion de los mediadores en sangre
periférica en el ingreso (grupo 1: ataque agudo) frente al momento de la RR (grupo 2: RR).
Tanto los mediadores inflamatorios (TNF, INF y MCP1) como los antiinflamatorios (TGFB
e IL10) presentaron expresion significativamente mayor en el ataque inicial (ingreso) que en

la RR (Figura 7.5.2).
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Figura 7.4.2. Niveles de expresion génica (RNAm) de mediadores inmunes proinflamatorios y
antiinflamatorios en sangre periférica de gestantes con (Grupo 1) y sin inf plasmodial (Grupo 2) en
el ingreso al estudio

En todas las variables, las medidas son las mediana y rango intercuartilico 25-75% de las unidades
relativas (UR) de expresion de cada mediador. Valor de p significativo de acuerdo con la prueba de
Mann Whitney *p<<0, 05; **p<0,01. UR mediador: UR de expresion de los mediadores inmunes
proinflamatorios (TNFot ,JFNy IL8,MCP1,MIP1) y antiinflamatorios (TGF(3 e IL10).
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Figura 7.4.3. Niveles de expresion génica (RNAm) de mediadores inmunes proinflamatorios y
antiinflamatorios en sangre periférica de gestantes con malaria por P. vivax en dos momentos: ingreso o
ataque agudo (Grupo 1) y en recurrencia-recaida (Grupo 1RR)

En todas las variables las medidas son mediana y rango intercuartilico 25-75% de las unidades
relativas (UR) de expresion. Valor de p significativo en prueba de Wilcoxon™p<<0, 05; **p<<0,01.
UR  mediador: UR de expresion de los mediadores inmunes proinilamatorios
(TNF,IFN,IL8,MCP1MIP1) y antiinilamatorios (TGFb e IL10).

7.4.10 Expresion génica (RNAm) de mediadores inmunes proinflamatorios en sangre
periférica al momento del parto en mujeres con distintas condiciones de
infeccion plasmodial durante la gestacion y el parto

Se hicieron cuatro grupos de andlisis segun dichas condiciones (Figura 4.1):

Proinflamatorios: TNFa; IFNy; IL8; MCP1 y MIP1. Su nivel de expresion fue diferente

entre cuatro grupos y el nivel de TNFo; IFNy y MCP1 fue significativamente mayor en

grupos con historia de MGV, RR o infecciones plasmodiales en el parto (grupos 1, 2 y 3),

respecto al grupo sin MG en ingreso, sin historia de MG y negativas en parto (grupo 4)

(Figuras 7.5.3 y 7.5.4). La expresion de IL8 en sangre periférica fue diferente en los cuatro

grupos segun la prueba de Kruskal-Wallis, pero la prueba de Dunn no hallé diferencias entre

grupos (Figura 7.5.4).
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En todas las variables las medidas son mediana y rango intercuartilico 25-75% de las unidades
relativas (UR) de expresion de cada mediador. Valor de p significativo con prueba de Kruskal Wallis
con ajuste para comparaciones multiples de Dunn: *p<0, 05; **p<<0,01.
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Figura 7.4.5. Niveles de expresion génica (RNAm) de mediadores inmunes proinflamatorios
(IL8; MCP1 y MIP1) al momento del parto en sangre periférica de mujeres con diferentes
condiciones de infeccion plasmodial durante la gestacion y el parto (Grupos 1:MGV sin
RR,2:MGV con RR,3:1P-p y 4:Negativas).

En todas las variables las medidas son mediana y rango intercuartilico 25-75% de las unidades
relativas (UR) de expresion de cada mediador. Valor de p significativo con prueba de Kruskal Wallis
con ajuste para comparaciones multiples de Dunn: *p<0, 05; **p<<0,01.

La expresion de MCP1 en sangre periférica fue diferente en los cuatro grupos (prueba de

Kruskal-Wallis); la prueba de Dunn hall6 niveles significativamente mas altos en grupos 1,



2 y 3 (con historia MGV, o RR, o IP en parto) respecto al grupo sin MG en ingreso, sin
historia de MG y negativas en parto (grupo 4) (Figura 7.5.4).

MIP1 fue significativamente mayor en los grupos con historia de MGV, RR o infecciones
plasmodiales en el parto (grupos 1, 2 y 3) respecto al grupo sin MG en el ingreso. Hubo
diferencias en el nivel de su expresion para los cuatro grupos, con mayor nivel en el grupo 4
respecto a los grupos 1 y 2. El grupo 3 no mostr6 diferencias significativas, aunque se vio
mas elevada en ese grupo (Figura 7.5.4).

Mediadores antiinflamatorios: TGFf e IL10. Su nivel de expresion en sangre periférica fue
diferente entre los cuatro grupos y el nivel de expresion para ambos mediadores fue
significativamente mayor en grupos 1 y 2 y con respecto al grupo 4 (Figura 7.5.5).

La expresion de TGFp en sangre periférica fue diferente en los cuatro grupos de andlisis
segun Kruskal-Wallis y la prueba de Dunn hall6 niveles significativamente mas altos en los
grupos 2(MGV con RR) y 3(IP-p) respecto al grupo sin MG al ingreso, sin historia de MG y
negativas en el parto (Grupo 4). Los niveles de TGFp en sangre periférica fueron mas altos
en el grupo 2(MGV con RR) que en los otros grupos (Figura 7.5.5).

La expresion de IL10 en sangre periférica fue diferente en los cuatro grupos (Kruskal-Wallis)
y la prueba de Dunn hall6 niveles significativamente diferentes entre todos los grupos. En el
grupo 2 respecto al resto de los grupos se vieron los mayores niveles y los niveles mas bajos

se hallaron en el grupo 4 (Figura 7.5.5).
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Figura 7.4.6. Niveles de expresion génica (RNAm) de mediadores inmunes proinflamatorios (TGFf e
IL10) al momento del parto en sangre periférica de mujeres con diferentes condiciones de infeccion
plasmodial durante la gestacion y el parto (Grupos 1:MGV sin RR,2:MGV con RR,3:IP-p y 4:Negativas).




En todas las variables las medidas son mediana y rango intercuartilico 25-75% de las unidades
relativas (UR) de expresion de cada mediador. Valor de p significativo con prueba de Kruskal Wallis
con ajuste para comparaciones multiples de Dunn: *p<0, 05; **p<<0,01.

74.11 Expresion génica (RNAm) de mediadores inmunes proinflamatorios y

antiinflamatorios al momento del parto en tejido placentario de mujeres con

diferentes condiciones de infeccion plasmodial en la gestacion y el parto
En el tejido placentario de los cuatro grupos (Figura 4.1) se evaluaron los cambios
transcripcionales de la expresion génica en los mediadores inmunes proinflamatorios y
antiinflamatorios, tal como se hizo en sangre periférica. Ademas aqui se evaluaron dos
mediadores inmunes proinflamatorios adicionales como se describe a continuacion:
Mediadores proinflamatorios: TNFa; IFNy; IL8; MCP1; MIP1; COX1 y COX2. Su nivel
de expresion en tejido placentario fue diferente entre los cuatro grupos y los niveles mas
elevados estuvieron en el grupo 3, excepto para MIP1, cuyo nivel mas elevado estuvo en el
grupo 4 (Figuras 7.5.6, 7.5.7y 7.5.8).
Para TNFa e IFNy la prueba de Dunn mostré niveles significativamente diferentes entre
todos los grupos. En el grupo 3 respecto al resto de grupos tuvo los mayores niveles y los
mas bajos para TNFa se vieron en grupo 1, mientras para [IFNy en el grupo 4 (Figura 7.5.6).
El nivel de expresion para IL8 fue diferente entre todos los grupos segiin Kruskal-Wallis; la
prueba de Dunn solo mostro6 diferencia significativa entre grupos 3 y 4, con mas alto nivel en
el grupo 3 (Figura 7.5.7).
MCPI1 mostrd diferente nivel de expresion entre todos los grupos (por Kruskal-Wallis) y la
prueba de Dunn hallé niveles significativamente diferentes entre todos los grupos. En el
grupo 3 respecto al resto de los grupos se vieron los mayores niveles y los niveles mas bajos
se detectaron en el grupo 4 (Figura 7.5.7).
La expresion de COX1 y COX2 fue diferentes entre grupos seglin la prueba Kruskal-Wallis;
la prueba de Dunn mostré niveles significativamente diferentes entre todos los grupos, con
valores mayores para ambos mediadores en grupo 3 (Figura 7.5.8).
Mediadores antiinflamatorios: TGFf e IL10. La expresion de TGFf en tejido placentario
fue diferente en los cuatro grupos de andlisis segin la prueba de Kruskal-Wallis; la prueba

de Dunn mostrd niveles de expresion significativamente diferentes entre los grupos 2 y 4.



Los niveles de expresion de TGFS en tejido placentario fueron mas bajos en el grupo 4

respecto a los grupos (Figura 7.5.9).

La expresion de IL10 en tejido placentario fue diferente en los grupos de analisis segtn la

prueba de Kruskal-Wallis; la prueba de Dunn mostro6 niveles de expresion significativamente

diferentes entre todos los grupos. En el grupo 3 respecto al resto de grupos hubo mayores

niveles de expresion y los niveles mas bajos se vieron en el grupo 4 (Figura 7.5.9).
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Figura 7.4.7. Niveles de expresion génica (RNAm) de mediadores inmunes proinflamatorios (TNFa e
IFNy) al momento del parto en tejido placentario de mujeres con diferentes condiciones de infeccion

plasmodial en la gestacién y el parto (Grupos 1:MGV sin RR,2:MGV con RR,3:1P-p y 4:Negativas).

En todas las variables las medidas son mediana y rango intercuartilico 25-75% de las unidades
relativas (UR) de expresion de cada mediador. Valor de p significativo de acuerdo a la prueba de
Kruskal Wallis con ajuste para comparaciones miltiples de Dunn. *p<<0, 05; **p<<0,01.
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Figura 7.4.8. Niveles de expresion génica (RNAm) de mediadores inmunes proinflamatorios
(IL8; MCP1 y MIP1) al momento del parto en tejido placentario de mujeres con diferentes
condiciones de infeccién plasmodial en la gestacion y el parto (Grupos 1:MGV sin RR,2:MGV
con RR,3:IP-p y 4:Negativas).

En todas las variables las medidas son mediana y rango intercuartilico 25-75% de las unidades
relativas (UR) de expresion de cada mediador. Valor de p significativo con la prueba de Kruskal
Wallis con ajuste para comparaciones multiples de Dunn: *p<<0, 05; **p<0,01.
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Figura 7.4.9. Niveles de expresion génica (RNAm) de mediadores inmunes proinflamatorios (COX1
e COX2) al momento del parto en tejido placentario de mujeres con diferentes condiciones de infeccion
plasmodial en la gestacién y el parto (Grupos 1:MGV sin RR,2:MGV con RR,3:1P-p y 4:Negativas).

En todas las variables las medidas son mediana y rango intercuartilico 25-75% de las unidades
relativas (UR) de expresion de cada mediador. Valor de p significativo con la prueba de Kruskal
Wallis con ajuste para comparaciones multiples de Dunn: *p<<(, 05; **p<<0,01.
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Figura 7.4.10.Niveles de expresion génica (RNAm) de mediadores inmunes proinflamatorios (TGFf3
e IL10) al momento del parto en tejido placentario de mujeres con diferentes condiciones de infeccion
plasmodial en la gestacién y el parto (Grupos 1:MGV sin RR,2:MGV con RR,3:1P-p y 4:Negativas).

En todas las variables las medidas son mediana y rango intercuartilico 25-75% de las unidades
relativas (UR) de expresion de cada mediador. Valor de p significativo con la prueba de Kruskal
Wallis con ajuste para comparaciones multiples de Dunn: *p<<(, 05; **p<<0,01.

7.4.12 Correlaciones significativas entre mediadores inmunes en sangre periférica de

gestantes con y sin malaria vivax en ingreso

Para explorar las interacciones entre los diferentes mediadores inmunes evaluados en la
sangre periférica de estos dos grupos de estudio, se hizo la prueba de correlacion rho de
Spearman. En general, solo el grupo de mujeres con MGV al momento del ingreso (Grupo
1) y las mujeres de este grupo tanto para sus ingresos (Grupo RR ingreso) como para sus
recurrencias (Grupo RR-RR) mostraron algun grado de interaccion (Figura 7.5.10).
La mayoria de las correlaciones significativas encontradas se centraron en los mediadores
inmunes proinflamatorios, mostrando TNFa un papel ponderante en estas interacciones.
También se encontraron participando en estas interacciones los mediadores proinflamtorios
IFNy; MCP1 e IL8 .Por el lado de los mediadores antiinflamatorios IL10 predominé en su
interaccion con el mediador proinflamatorio TNFa , mientras tanto TGFB solo mostro
interaccion con IL8. El mayor numero de interacciones se observd entre los mediadores
proinflamatorios del grupo 1 al momento del ingreso (4 interacciones significativas),
mientras que solo se observo una interaccion significativa en el grupo las mujeres que
tuvieron recurrencias, tanto para sus ingresos (Grupo RR ingreso) como para sus recurrencias

(Grupo RR-RR).

7.4.13 Correlaciones significativas entre mediadores inmunes proinflamatorios y anti-

inflamatorios al momento del parto en sangre periférica y tejido placentario de



mujeres con diferentes condiciones de infeccion plasmodial durante la gestacion

y el parto
De acuerdo con los cuatro grupos de andlisis conformados seglin diferentes condiciones de
infeccion por P. vivax durante la gestacion y el parto (Figura 4.1), se exploraron las
interacciones entre los diferentes mediadores inmunes evaluados en la sangre periférica y el
tejido placentario de estos grupos de estudio (Figuras 7.5.10, 7.5.11 y 7.5.12), se hizo la
prueba de correlacion rho de Spearman.
Se observaron interacciones significativas entre los niveles de expresion génica de los
mediadores inmunes proinflamatorios y antiinflamatorios de la sangre periférica al momento
del parto para los grupos 1, 2 y 4 (Figura 7.5.11). Las correlaciones significativas para
mediadores inmunes proinflamatorios predominaron en el grupo 4 (3 interacciones), estando
implicadas en ellas los mediadores proinflamatorios IFNy, MCP1 y MIP1. El IFNy estuvo
presente en las interacciones significativas halladas en los tres grupos. Por su parte, los
mediadores inmunes antiinflamatorios involucrados en las interacciones significativas fueron
IL10 y TGFp, estando presente las interacciones de TGFp en los tres grupos y siendo las que

mas se presentaron (4 interacciones).

a. Grupo 1 Sangre periférica-Ingreso b. Grupo RR Sangre periférica-Ingreso

:

Grupo RR Sangre periférica-RR

:

a. Grupo 1 Sangre periférica-Ingreso b.  Grupo RR Sangre periférica-Ingreso

:

Grupo RR Sangre periférica-RR

:




Figura 7.4.11. Mapa de correlaciones significativas entre mediadores inmunes
proinflamatorios y antiinflamatorios en sangre periférica de gestantes con malaria por P. vivax

Correlaciones significativas (prueba rho de Spearman), entre niveles de expresion génica de
mediadores inmunes proinilamatorios (circulos azules) y antiinflamatorios (circulos amarillos) en
sangre periférica de mujeres con MGV en el ingreso=grupo I (a) y de mujeres con RR (b.) = sus
ingresos (brupo RR ingreso) y recurrencias (Grupo RR-RR). Tamafio de circulos varfa segin
cantidad de correlaciones que tengan: circulos mds grandes tienen la mayor cantidad y circulos
pequeiios tienen la menor cantidad. Lineas rojas: correlacion negativa y verdes: correlacion
positiva. Lineas discontinuas con guiones indican p<0,05; discontinuas con puntos p<0,01,
continuas p<<0,001.

a.  Grupo 1 Sangre periférica-Parto b. Grupo 2 Sangre periférica-Parto

C. Grupo 4 Sangre periférica-Parto

Figura 7.4.12. Mapa de correlaciones significativas entre los mediadores inmunes
proinflamatorios y antiinflamatorios al momento del parto en sangre periférica de mujeres con
diferentes condiciones de infeccion plasmodial en la gestacion y el parto (Grupos 1:MGV sin
RR,2:MGV y 4:Negativas).




Correlaciones significativas (prueba rho de Spearman) enire niveles de expresion génica de
mediadores inmunes proinflamatorios (circulos azules) y antiinflamatorios (circulos amarillos) en
sangre periiérica de mujeres de mujeres con diferentes condiciones de infeccion por P. vivax en
geslacion y parto: grupos 1 (a) ; 2 (b) y 4 (c).

Tamaiio de circulos varia segin cantidad de correlaciones: mds grandes tienen la mayor cantidad
y pequeiios tienen la menor cantidad. Lineas rojas: correlacion negativa y verdes: correlacion
positiva. Lineas dsicontinuas con guiones indican p<<0,05; discontinuas con puntos p<<0,01y
continuas p<<0,001.

Se observaron interacciones significativas entre los niveles de expresion génica de los
mediadores inmunes proinflamartorios y antiinflamatorios al momento del parto en el tejido
placentario de las mujeres pertenecientes a los grupos 1, 2 y 4 (Figura 7.5.12). Las
correlaciones significativas para mediadores inmunes proinflamatorios predominaron en el
grupo 4 (3 interacciones), estando implicadas en ellas los mediadores proinflamatorios
COX1, MCPMIPI1 e IL8. Por su parte, los mediadores inmunes antiinflamatorios
involucrados en las interacciones significativas fueron IL10 y TGFp, estando presente las
interacciones de IL10 en los tres grupos y siendo las que mdas se presentaron (4

interacciones).
4.  Grupo 1 Tejido placentario-Parto b. Grupo 2 Tejido placentario-Parto

C.  Grupo 4 Tejido placentario-Parto




Figura 7.4.13. Mapa de correlaciones significativas entre mediadores inmunes
proinflamatorios y antiinflamatorios en el parto en Tejido placentario de mujeres con diferentes
condiciones de infeccién plasmodial en gestacion y parto (Grupos 1:MGV sin RR,2:MGV y

Correlaciones significativas (prueba rho de Spearman) enire niveles de expresion génica de
mediadores inmunes proinilamatorios (circulos azules) y antiinilamatorios (circulos amarillos) en
tejido placentario de mujeres de mujeres con diferentes condiciones de inieccion por P. vivax en
geslacion y parto: grupos 1 (a) ;2 (b) y 4 (c).

Tamafio de circulos varia segiin cantidad de correlaciones: méas grandes tienen la mayor cantidad
y pequeiios tienen la menor cantidad. Lineas rojas: correlacion negativa y verdes: correlacion
positiva. Lineas dsicontinuas con guiones indican p<<0,05; discontinuas con puntos p<<0,01 y
continuas p<<0,001.

7.4.14 Anticuerpos adquiridos naturalmente en MGV contra antigenos del parasito

Se analizaron 40 muestras de plasma de gestantes con infeccion por P. vivax (20 del ingreso
y 20 del parto) y 17 muestras de plasma de mujeres no embarazadas con infeccion por P.
vivax. Se midié la prevalencia y los niveles de anticuerpos (IgG) contra 11 proteinas
recombinantes y 2 péptidos sintéticos de P. vivax descritos en la Tabla 7.4.2.

Algunas caracteristicas clinico-epidemioldgicas de las participantes se muestran en la Tabla

7.5.1.

Tabla 7.4.3. Caracteristicas clinico-epidemiologicas de los grupos con evaluacion de anticuerpos
frente a antigenos de P. vivax

Mediana (RIC) p*
Caracteristica Grupol (n=20) Grupo 3 (n=17)
Gestantes No gestantes

Edad (afios) 19,0 (26-18) 23 (39,5-10,5) 0,8269
Parasitemia (parasitos/ul) 5.280 (7.220-1.750) 2.860 (5.531-2.200) 0,619
Hemoglobina (g/dl) 10,5 (11,9-9,00
Plaquetas/mm3) 128.000 (185.250-91.500) -
Semanas de gestacion 26,1  (32,0-23,5)
Peso al nacer (gramos) 2975 (3.100-2.805) -

*Prueba de Mann Whitney; RIC: rango intercuartilico; Grupol: gestantes con MGV al ingreso + madres y
placentas de este grupo al momento del parto; Grupo 3: mujeres no embarazadas con infeccion por P. vivax.

Se detectaron respuestas de anticuerpos (valor por encima del limite de control negativo)
frente a todas las proteinas recombinantes de P. vivax en todos los grupos y momentos,

excepto para los péptidos sintéticos LP1 y LP2 (Figuras 7.5.13 y 7.5.14). Las prevalencias



de respuesta positiva contra los antigenos evaluados variaron en todos los grupos y momentos
(Figura 7.5.15). Los niveles y la prevalencia mas altos de IgG en todos los grupos y
momentos se observaron para los antigenos MSP1-19, PHIST y MSP3.

En el grupo de antigenos VIR, se observé la mayor magnitud de respuesta y prevalencia de
IgG frente al antigeno VIR 14 en el grupo de mujeres embarazadas con MGV en el momento

del ingreso al estudio (Figuras 7.5.13, 7.5.14 y 7.5.15).
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Figura 7.4.14. Respuestas de anticuerpos contra antigenos de P. vivax en mujeres con MGV

Nivel de anticuerpos (Ac) frente a antigenos de cada mujer con MGV en ingreso (a) y parto (b).
Respuestas de anticuerpos conira antigenos VIR25, Secy, PviamA2, MSP3, MSP1-19, Phist, Hypo I,
VIRS, VIR24, LP1, PviamD2, VIRI4 y LP2.

Niveles de Ac: representados como la intensidad de iluorescencia media (MFI).

Lineas rojas: promedios de las MFI de los plasmas frente a un antigeno.

Valores de MFI en plasma: puntos negros si el valor estd por debajo del punto de corte establecido
para un antigeno (respuesta negativa) y en tridngulos negros si ese valor esté por encima del punto
de corte establecido para un antigeno (respuesta positiva).
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Figura 7.4.15. Respuestas de anticuerpos contra antigenos de P. vivax en no gestantes con infeccion
por P. vivax en el ingreso

Niveles de anticuerpos (Ac) irente a antigenos evaluados de cada mujer no embarazada con
infeccion por P. vivax en ingreso .

Respuestas de Ac conira antigenos VIR25, Secy, PviamA2, MSP3, MSP1-19, Phist, Hypo I, VIRS,
VIR24, LP1, PviamD2, VIR14 y LP2.

Niveles de Ac: representados como la intensidad de fluorescencia media (MFI).

Lineas rojas: promedios de las MFI de los plasmas frente a un antigeno.



Valores de MFI en plasma: puntos negros cuando su valor estd por debajo del punio de corte
establecido para un antigeno (respuesta negativa) y en tridngulos negros cuando ese valor estd por
encima del punto de corle establecido para un antigeno (respuesta positiva).

Para aclarar si los niveles de anticuerpos anti-MSP1-19, PHIST y MSP3 se correlacionan con
una inmunidad efectiva, se analizaron los niveles individuales de las respuestas de
anticuerpos contra los tres antigenos con relacion con la parasitemia, la anemia y la

trombocitopenia en todas las mujeres con MGV en el momento del ingreso. No se observaron

diferencias significativas entre los niveles individuales de anticuerpos (MFI) contra MSP1-

19, PHIST y MSP3 y la presencia de anemia y trombocitopenia (Figura 7.5.16).
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Figura 7.4.16.Prevalencias de respuesta positiva contra los antigenos evaluados.



Porcentajes de plasmas con respuesta positiva frente a los antigenos VIR25, Secy, PviamA2, MSP3,
MSP1-19, Phist, Hypo I, VIRS, VIR24, LP1, PviamD2, VIRI4 y LP2 segiin el grupo y el momento
(gestantes ingreso; gestantes parto y no gestantes ingreso). Se observa que los mayores porcentajes
de respuesta positiva se dieron frente a los antigenos MSP1-19 y Phist para los dos grupos y
momentos (ingreso y parto).
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Figura 7.4.17. Asociacion de niveles individuales de anticuerpos contra antigenos MSP-1-19;
MSP3 y Phist con la presencia de anemia, trombocitopenia y el grado de parasitemia



Relacion entre la intensidad de fluorescencia media (MFI) para los antigenos MSP1-19, MSP3 y Phist
y la presencia de anemia (a) y trombocitopenia (b) en las embarazadas con infeccion por P. vivax.
Ademds, en (c) se muestra para los dos grupos con infeccion por P. vivax (embarazadas y no
embarazdas) la intensidad de fluorescencia media (MFI) para los antigenos MSP1-19, MSP3 y Phist
y su relacion con el grado de parasitemia. Valor de p signiiicativo de acuerdo a la prueba de Kruskal
Wallis con ajuste para comparaciones maltiples de Dunn **p<<0,01.

La correlacion entre las respuestas de anticuerpos frente a los diferentes antigenos de P. vivax
evaluados en este trabajo se analiz6 mediante la prueba de correlacion de Spearman (Figura
7.5.18). En el grupo de mujeres con MGV al ingreso, se observdo un mayor nimero de
correlaciones entre las distintas respuestas comparado con el numero de estas correlaciones
observadas en el grupo de mujeres no gestantes.

Las respuestas de IgG frente al antigeno VIR25 se correlacionaron estrechamente con las
respuestas de anticuerpos frente a los antigenos VIRS, Hypo [ y VIR 24. Las respuestas de
IgG frente al antigeno VIRS se correlacionaron estrechamente con las respuestas de
anticuerpos frente al antigeno Hypo I.Por otro lado, en el grupo de mujeres no embarazadas
con infeccion por P. vivax al momento del ingreso, las respuestas de IgG frente al antigeno
VIR14 se correlacionaron estrechamente con las respuestas de anticuerpos frente a los
antigenis Secy, Hypo [ y Pv-fam-D2. Las respuestas de IgG frente a VIR25, al igual que en
el grupo de mujeres con MGV en el ingreso, también se correlacionaron estrechamente con
las respuestas de anticuerpos frente a los antigenos VIR24 y VIRS. Las respuestas de IgG
frente al antigeno Hypo I se correlacionaron estrechamente con las respuestas de anticuerpos

frente al antigeno Secy.

En el momento del parto, las respuestas de anticuerpos frente al antigeno VIR 24 se
correlacionaron estrechamente con las respuestas de anticuerpos frente a los antigenos VIR
25 y MSP3. Las respuestas de anticuerpos frente al antigeno Secy se correlacionaron
estrechamente con las respuestas de anticuerpos frente a los antigenos Pv-fam-D2 e Hypo I

y este ultimo con Pv-fam-D2.
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Figura 7.4.18. Porccentaje de plasmas con respuestas positivas de anticuerpos contra los

antigenos MSP-1-19; MSP3 y Phist y su relacion con el grado de parasitemia.

Relacion entre el porccentaje de plasmas con respuestas positivas de Ac contra antigenos MSP-1-
19; MSP3 y Phist y su relacion con el grado de parasitemia para los dos grupos con infeccién por
P. vivax (embarazadas y no embarazadas). Valor de p significativo con prueba de Kruskal Wallis
con ajuste para comparaciones multiples de Dunn **p<(,01.
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Figura 7.4.19. Correlacciones entre las respuestas de anticuerpos frente a antigenos de P. vivax.
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7.4.15 Asociacion entre los niveles de anticuerpos y las variables y desenlaces
obstétricos

Se explord la asociacion entre los niveles de anticuerpos frente a cada antigeno y los

desenlaces obstétricos de las mujeres con MGV. Las variables exploradas fueron: edad de la

gestante, edad gestacional y peso al nacer de los recién nacidos de estas mujeres. No se

encontraron asociaciones entre los niveles de anticuerpos frente a los antigenos estudiados y

las variables estudiadas.

7.5 Resumen de resultados

Se determind el efecto de la MGV sobre la expresion génica de mediadores inmunes
proinflamatorios y antiinflamatorios en sangre periférica de gestantes con y sin malaria por
P. vivax al momento del ingreso al estudio y en el momento del parto, tanto en sangre
periférica y tejido placentario, y que se analizaron en cuatro grupos de acuerdo con la
condicion de infeccion plasmodial en cada compartimento y su historia de MG y RR.

Los mediadores proinflamatorios TNFa; IFNy; IL8; MCP1 y MIP1 mostraron un nivel de
expresion en sangre periférica significativamente mayor en el grupo con MGV al momento
del ingreso respecto al grupo sin infeccion plasmodial. Este mismo comportamiento se
observo para los mediadores inmunes antiinflamatorios TGFf e IL10.

El nivel de expresion en sangre periférica de TNFa; IFNy y MCP1 fue significativamente
mayor en el ingreso que cuando sucedieron las recurrencias-recaidas y este mismo
comportamiento se observo para los mediadores antiinflamatorios TGFf e IL10.

En el momento del parto y de acuerdo con cada grupo de estudio conformado, se observo
que en la sangre periférica de los grupos 1,2 y 3 el nivel de expresion para TNFa; IFNy y
MCPI1 y MIP1 fue significativamente mayor respecto al grupo 4. Para los mediadores
inmunes antiinflamatorios se observd que el nivel de expresion de TGFfS e IL10 fue
significativamente mayor en los grupos 1, 2 y con respecto al grupo 4.

En las placentas obtenidas y de acuerdo con cada grupo de analisis se observo que los niveles
de expresion para TNFa; [FNy; IL8; MCP1; MIP1;COX1 y COX2 estaban mas elevados en
el grupo 3, excepto para MIP1 en donde el nivel de expresion mas elevado se observo en el
grupo 4. Los niveles de expresion de TGFS en en tejido placentario fueron més bajos en el

grupo 4 respecto al resto de los grupos.



Se observaron interacciones significativas entre los niveles de expresion génica de los
mediadores inmunes proinflamartorios y antiinflamatorios de la sangre periférica y el tejido
placentario al momento del parto para los grupos 1, 2 y 4.

Se detectaron respuestas de anticuerpos (valor por encima del limite de control negativo)
frente a todas las proteinas recombinantes de P. vivax en todos los grupos y momentos,
excepto para los péptidos sintéticos LP1 y LP2. Los niveles y la prevalencia mas altos de IgG
en todos los grupos y momentos se observaron para los antigenos MSP1-19, PHIST y MSP3.
En el grupo de antigenos VIR, se observé la mayor magnitud de respuesta y prevalencia de
IgG frente al antigeno VIR 14 en el grupo de mujeres embarazadas con MGV en el momento
del ingreso al estudio.

No se observaron diferencias significativas entre los niveles individuales de anticuerpos
(MFI) contra MSP1-19, PHIST y MSP3 y la presencia de anemia y trombocitopenia.
Sin embargo, al observar los porcentajes de plasmas con respuestas positivas y niveles
individuales de anticuerpos contra MSP1-19 y PHIST se observo que el grupo de mujeres
embarazadas con infeccién por P. vivax que tenian parasitemias <1000 parasitos/ pl al
momento del ingreso presentd de forma significativa las MFI més altas en comparacion con
el resto de grupos y momentos en cada nivel individual de parasitemia. También se observé
que en el ingreso, el grupo de mujeres con MGV que tenian parasitemias > 5000 parasitos/
ul presentd significativamente el porcentaje mas alto (%) de plasmas positivos para
respuestas de anticuerpos contra los antigenos MSP1-19 y Phist.

En el grupo de mujeres con MGV al ingreso, se observo un mayor nimero de correlaciones
entre las distintas respuestas comparado con el nimero de estas correlaciones observadas en
el grupo de mujeres no gestantes. No se encontraron asociaciones entre los niveles de

anticuerpos frente a los antigenos estudiados y las variables estudiadas.

7.6 Discusion

Durante una infeccion plasmodial inicialmente se activan mecanismos inmunes innatos que
intentan contener la fase aguda de la parasitemia, pero no pueden eliminar la infeccion.
Luego, cuando las células dendriticas (DC) presentan los antigenos parasitarios, procesados
en células T virgenes, se activa la inmunidad adaptativa. Las células T activadas, liberan

mediadores inmunes y proporcionan ayuda a las células productoras de anticuerpos.



Eventualmente, la infeccion puede eliminarse de la circulacion mediante inmunidad mediada
por anticuerpos dirigidos contra antigenos especificos de los parasitos, a menos que los
mecanismos de evasion inmunitaria del parasito proporcionen una respuesta de supervivencia
suficiente contra el aclaramiento parasitario.

Durante el embarazo se desencadenan cambios inmunolégicos importantes encaminados al
desarrollo y mantenimiento de una tolerancia fetal, que contribuya al normal desarrollo de la
gestacion(42,445), pero el impacto de estos cambios en el desenlace clinico de la MGV y la
respuesta inmune del hospedero frente a la infeccion, atn no se conoce bien.

En este trabajo evaluamos el efecto de la infeccion gestacional por P. vivax sobre la expresion
de mediadores inmunes proinflamatorios, antiinflamatorios y medimos la respuesta humoral
frente a antigenos recombinantes del parasito.

Durante el desarrollo normal de la gestacion las citoquinas antiinflamatorias han mostrado
un papel importante en la generacién y mantenimiento de la tolerancia fetal por parte de la
madre(16).

Los efectos en la expresion y la secrecion de citoquinas proinflamatorias/antiinflamatorias y
en las quimioquinas pueden ser modulados por infecciones parasitarias como las causadas
por Plasmodium(16,57,436,446,447). En el ultimo trimestre y particularmente en el ultimo
mes de gestacion y alrededor del momento del parto, se espera un predominio de citoquinas
proinflamatorias, que favorezcan el crecimiento del feto y el desprendimiento y
alumbramiento de la placenta en el momento del parto(64,448—452). Por tanto, los niveles
de expresion de citoquinas proinflamatorias deberian estar aumentados tanto por la infeccion
plasmodial como por el tiempo de gestacion(16,57,59).

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(57,251,453-455).

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
malarica(176,456—458). 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
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11.

12.

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 estd incrementado en
muchas infecciones incluyendo la malaria; en esta se ha asociado con complicaciones si su
produccion es exacerbada(16,459-464). Nuestros datos demuestran un aumento evidente de
TNF y una relacion con la inflamacion y su misma regulacion, 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.
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8 Capitulo 7. Histologia placentaria y perfiles de expresion de genes
asociados al desarrollo fetoplacentario durante la MGV

8.1 Introduccion

La MG por P. vivax (MGV) se conoce desde hace muchos afios pero su estudio sistematico
solo ha sido emprendido recientemente (32). Las diferencias entre los parasitos P. falciparum
y P. vivax son relevantes para entender la fisiopatogénesis y la fisiopatologia de la MG por
uno y otro. La predileccion de P. vivax por los reticulocitos limita la parasitemia (2,3) y lo
contrario sucede con P. falciparum, que invade todos los eritrocitos; por tanto, hay mayor
invasion 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 infeccion (150,467). La biologia de P. vivax le
confiere caracteristicas fisicas y comportamienOtos adaptados a su amplio alcance
geografico(468): agrega este autor que la esporogonia en el mosquito vector sucede a
temperaturas mas bajas y presenta latencia hepatica poco o muy larga, dos rasgos clave. La
latencia corta es tipica de clones tropicales y la larga de clones de zonas templadas con
estaciones; su biologia que sustenta una amplia transmision endémica que ocurre sin
parasitemia patente; las poblaciones negativas Duffy siempre pueden haber albergado un
reservorio silencioso y criptico de infeccion y transmision endémica en curso.

Existen muy pocos estudios de MP por P. vivax. Un trabajo en Colombia, entre 2005 y 2007,
con 2.117 gestantes, encontrd 220 mujeres con MG; de ellas, 76% con infeccion por P. vivax;
ademas, el 11,7% de las mujeres con MG fueron diagnosticadas con MP (33). Otro estudio
realizado en hospitales locales del noroeste de Antioquia, Colombia, de 2008 a 2011, captd
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 caus6 65% de los casos de MG y el 64% se asocid con
MP por la misma especie (453). Los mecanismos moleculares para causar el efecto
patogénico en MG y MP son muy desconocidos en el caso de P. vivax. Un reporte en 2013
demostr6 un componente inmunopatogénico importante asociado a MP por P. vivax pero hay

dificultades para formular conclusiones (454).



En este capitulo se presentan los resultados de los estudios histologicos y de perfiles de
expresion de genes asociados al desarrollo fetoplacentario durante la MGV y los andlisis de

las asociaciones que tienen lugar entre ellos.

8.2 Planteamiento del problema

La MP por P. falciparum o P. vivax causa efectos histopatologicos similares que incluyen
depositos de pigmento maléarico y aumento de células inflamatorias en las vellosidades y el
EIV(8,357,408). Otros parametros placentarios, como los nodos sincitiales, el engrosamiento
de la barrera placentaria y la presencia de células mononucleares, se han correlacionado con
sobrerregulacion de marcadores de hipoxia y dafio tisular (453).

La MP es causa de BPN en Africa, donde es mas comunmente debido a la restriccion del
crecimiento que al parto pretérmino (11,413). El secuestro de eritrocitos parasitados con P.
falciparum en el EIV desencadena reclutamiento de células inflamatorias y produccion de
citoquinas, las cuales estan fuertemente asociadas con el BPN(346,469-471).

Los mecanismos bioldgicos que conducen al BPN se desconocen, pero la insuficiencia
placentaria y las alteraciones endocrinas pueden ser la base de la patogénesis. Sin embargo,
a pesar de que la placenta funciona como un o6rgano endocrino y transmite sefales
hormonales entre la madre y el feto en desarrollo para asegurar un soporte adecuado para el
crecimiento fetal sostenido, pocos estudios han examinado los perfiles endocrinos
placentarios en el contexto de la malaria durante el embarazo y la relacion entre las hormonas
que regulan el desarrollo fetoplacentario y el BPN en la malaria placentaria.

En 2011 se dijo que alteraciones en el eje del factor de crecimiento Insulinico (IGF)
representa un mecanismo a través del cual la malaria placentaria podria resultar en un
crecimiento fetal restringido (472) . E1 IGF tipo 1 (IGF-1) es una hormona anabdlica con
diferentes actividades bioldgicas, como proliferaciéon, proteccion mitocondrial,
supervivencia celular, desarrollo y crecimiento tisular, antiinflamatoria, antioxidante,
antifibrogénico y antienvejecimiento. Esta hormona juega un papel importante en los estados
embrioldgico y postnatal, siendo esencial para la normal diferenciacién y crecimiento
placentario y fetal. Durante la gestacion, la placenta es una de las fuentes principales de IGF-
1, entre otros factores involucrados en el desarrollo fetoplacentario normal (473).

Sin embargo, la relacion entre la malaria placentaria, el eje IGF, y el peso al nacer no ha sido



explorada. Adicionalmente, se ha propuesto que la acumulacion de células inflamatorias en
el espacio intervelloso junto con los Ei conducen a hipoxia placentaria y fetal, ya sea por el
consumo de oxigeno por parte de los infiltrados celulares o por la disminucién de la perfusion
sanguinea y la superficie disponible para el intercambio materno-fetal. Ademads, en placentas
con infeccion plasmodial se encontr6 incremento en la expresion de HIF-1a, VEGF, VEGFR-
1 y sVEGFR-1 y un decrecimiento en la expresion de PIGF (351).

La alteracion del desarrollo fetoplacentario normal se ha estudiado principalmente en IPG-
IPP causadas por P. falciparum y se asocian con secuestro de eritrocitos infectados(474), con
aumento en la concentracion de fracciones del complemento (353), con alteracion de la
angiogénesis (352), con alteracion de las vias hormonales y de la glucosa que comprometen
la absorciéon de aminoacidos en la placenta(475), con aumento de células inflamatorias,
particularmente monocitos y macréfagos en el espacio intervelloso de la placenta, con
cambios y dafios histologicos placentarios (350), y con alteraciones adicionales durante la
gestacion, como anemia materna, BPN, parto prematuro, muerte neonatal y otros efectos
morbidos (476). P. vivax también puede causar IPG-IPP; sin embargo, no es claro si la IPG-
IPP por P. vivax afecta o no de igual manera el desarrollo fetoplacentario normal, como si lo
hace P. falciparum. En general, fuera de los paises africanos subsaharianos se ha estudiado
muy poco, en forma insuficiente, el problema de IPG-IPP. En esos paises fuera de Africa
coexisten P. falciparum y P. vivax y, en forma usual, predomina la segunda especie
mencionada.

En cuanto a los cambios y lesiones histologicas en IPP por P. falciparum, se ha informado
un grupo no especifico de ellos(8,340,350,352,477), pero muy poco se conoce sobre lo que
sucede en MP por P. vivax, aunque al parecer también es capaz de generarlos(8,251,453,454).
Durante el embarazo existen muchos procesos fisiologicos que se relacionan entre si; se han
usado diferentes indicadores o marcadores de cada uno para conocer su asociacion con MP,
casi siempre en relacion con P. falciparum. Entre los marcadores evaluados se encuentran,
por ejemplo, algunos asociados a la inflamacion (TNF, [FNy, IL-2, IL-6, IL-18, fraccion C5a
del complemento), antiinflamatorios (IL-4, IL-10, TGF-f2), hipéxicos (HIF) y angiogénicos
(VEGF) (453,455).



De importancia fundamental es la enorme carencia de trabajos que exploren la relacion entre
los cambios y lesiones histologicos con la clase y cantidad de los marcadores de procesos
fisioldgicos (453,455).

Teniendo en cuenta lo anterior, hay varios asuntos muy poco o nada conocidos en relacion
con la IPP y, en especial, con el papel de P. vivax. Estos antecedentes permiten orientar el
presente trabajo a la busqueda de hallazgos histologicos y perfiles de expresion de genes
asociados al desarrollo fetoplacentario durante la IPG-IPP por P. vivax, que permitan desde
el andlisis histologico y molecular una mejor compresion de los efectos patogénicos que esta

especie plasmodial ocasiona en la placenta.

8.3 Objetivos especificos

En placentas a término de mujeres con y sin historia de infeccion gestacional por P. vivax
e Describir y comparar los hallazgos histoldgicos por compartimento (decidua,
vellosidad, espacio intervelloso).
e Comparar los perfiles de expresion de genes asociados con el desarrollo
fetoplacentario (VEGF, IGF-1 e HIF-1a).
e Determinar la asociacion entre los hallazgos histologicos con los perfiles de expresion

de genes asociados con el desarrollo fetoplacentario.

8.4 Metodologia

8.4.1 Lugar del estudio

Esta investigacion se hizo en los municipios de Puerto Libertador y Tierralta, en Cérdoba.
Las caracteristicas geopoliticas, epidemiologicas y de antecedentes malaricos de estos sitios
estan descritas en detalle en el capitulo 5 de este trabajo.

8.4.2 Poblacion de estudio y diseio

Se usé un disefio descriptivo y transversal para evaluar el efecto de la infeccion por P. vivax
sobre la histologia placentaria y los perfiles de expresion de genes asociados al desarrollo
fetoplacentario. Se conformé una muestra de 43 placentas a partir de las mujeres que fueron
incluidas en los grupos 1 y 2 del Capitulo 5 de este trabajo. A partir de estas 43 placentas,
teniendo en cuenta la historia previa de MGV y la presencia o ausencia de infeccion

plasmodial en el momento del parto, se conformaron tres grupos de analisis asi:



Grupo 1 (n=21) MGV[+] ingreso y [-]Plasmodium parto: placentas de mujeres con MGV

en ingreso y negativas para todo tipo de infeccion plasmodial en el momento del parto.

Grupo 2 (n=5) MGV[+] ingreso y [+]Plasmodium parto: placentas de mujeres con MGV

en ingreso y positivas para algtn tipo de infeccion plasmodial en el parto (Tabla 8.4.1).

Grupo 3 (n= 17) sin historia MG y [-]Plasmodium parto: placentas de mujeres sin historia
de infeccion plasmodial durante la gestacion y negativas para algin tipo de infeccion

plasmodial en el momento del parto.

Tabla 8.4.1. Mujeres con alguna infeccion plasmodial en el parto (microscopica o submicroscopica),
en sangre periférica, placenta o ambos compartimentos

Muestras Sangre periférica Placenta
Grupo? |Gota gruesa| qPCR [Infeccidn submicroscdpical Gota gruesa| ~ PCR [Infecci6n submicroseGpica
| [Postiva. P.v| Positiva, P.v No Negativa | Positiva, P.v Si
) Negativa | Positiva, P.v Si Negativa | Positiva, P.v Si
3 Negativa | Positiva, P.v Si Negativa | Positiva. P.v Si
4 Negativa | Negativa No Positiva, P.v | Positiva, P.v No
5 | Negativa | Positiva, Pf Si Negativa [ Mixta (P.v yP.1) Si

P.v: Plasmodium vivax; P.f: Plasmodium falciparum

Todas las placentas fueron alumbradas a término (36- 41 semanas) y a todas ellas se les
realiz6 diagndstico de infeccion plasmodial por microscopia y qPCR, estudio histologico y

de expresion de genes asociados al desarrollo fetoplacentario (Figura 8.4.1).

- (Tejido placentario)
43
" (Grupol) (Grupo 2) (Grupo 3)

Dx infeccién plasmodial
GGy qPCR

Estudio histolégico de la placenta

Cuantificacion de la expresion
relativa por qPCR de genes
asociados con el desarrollo feto-
placentario
(VEGEF, IGF-1 e HIFa )

Figura 8.4.1. Grupos de estudio y evaluaciones



Grupo 1: MGV+ ingreso y sin Plasmodium parto: placentas de mujeres con MGVen ingreso y negativas para
cualquier inieccion plasmodial en el parto.

Grupo 2: MGC+ ingreso y con Plasmodium parto: placentas de mujeres con malaria gestacional por P. vivax en
ingreso y con algin tipo de inieccion plasmodial en el parto.

Grupo 3: (control) sin Plasmodium en gestacion ni parto: placentas de mujeres sin historia de inieccion
plasmodial durante la gestacion y negativas para algtn tipo de infeccion plasmodial en el parto.

Dx: diagnostico; n: numero de muestras; GG: gota gruesa; HIF-1a.: Factor inducido por la
hipoxia-a; IGF-1: Factor de crecimiento insulinico 1; qPCR: reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa. VEGF: Factor de crecimiento del endotelio vascular.

8.4.3 Criterios de inclusion; Recoleccion de datos y muestras; Diagnéstico de la
infeccion plasmodial.

Los criterios de inclusion y la recoleccion de muestras fueron descritos en el capitulo 4.

La infeccion plasmodial fue determinada como se describe en el capitulo 4.

8.4.4 Obtencion de muestras de sangre y tejido placentario para diagnostico y
cuantificacion de los diferentes genes asociados al desarrollo fetoplacentario

La sangre periférica materna se obtuvo por venopuncion en el momento del parto, se tomaron

2 tubos con EDTA (tapa lila) para obtener plasma, leucocitos y eritrocitos. Ademads, se tomo

un tubo seco (tapa roja) para realizar gota gruesa, extendido delgado y papel filtro. Una vez

alumbrada la placenta, se hizo lavado con solucion salina (0,9%). Luego, de la zona de

insercion del cordon en la cara materna, se hicieron cortes profundos sin atravesar todo el

espesor de la placenta, con el fin de formar pozos de sangre; del pozo formado, se tomd

sangre total para gota gruesa (dos gotas de sangre en cada lamina portaobjeto) y para papel

filtro Whatman No3 (dos gotas) para diagndstico molecular de infeccion plasmodial. El papel

filtro se seco a temperatura ambiente y fue almacenado a 4°C en bolsa pléstica hasta su

posterior procesamiento (478).

Para la cuantificacion de los genes asociados al desarrollo fetoplacentario en tejido

placentario se obtuvo un fragmento de 1 cm2 de lado y de todo el espesor de la placenta, que

fue preservado con RNA Later® (Qiagen) a 4° C.



8.4.5 Cuantificacion relativa en placenta de la expresion de mediadores asociados con
el desarrollo fetoplacentario

La extraccion de ARN de tejido placentario y la cuantificacion relativa por qPCR de los genes

VEGF, IGF-1 e HIF-1a, se realizd de acuerdo con los procedimientos descritos en el capitulo

3. En la Tabla 8.4.2 se presenta la lista de cebadores y sondas, que fueron empleados para la

amplificacion de estos genes.

Tabla 8.4.2. Cebadores y sondas usados para la amplificacion de los genes asociados al
desarrollo fetoplacentario

Gen Cebador F* (5°- 3°) Cebador R* (5°- 3°) Sonda (5°- 3°)
VEGF TCTACCTCCACC TGCGCTGATAGA FAM-CCAGGCTGCA
ATGCCAAGT CATCCATGA CCCATGGCAGA-TAMRA
HIF-1 CCAAATCCAG AGGTGAACTTTG  FAM-TACCATGCCCCAGATT
% AGTCACTGGAACTT TCTAGTGCTTCCAT CAGGATCAGACAC-TAMRA
1.y  CTTCAGTTCGTGTGTG TGCACTGAGA FAM-ATCAATGCCGT
i GAGACAG TCTTCCTATTGG CACCTGCT-TAMRA
; CGAGCGCGGC CCTTAATGTCA FAM-ACCACCACGG
p-actina TACAGCTT CGCACGATT CCGAGCGG-TAMRA

*Cebador F: cebador sentido, cebador R: cebador antisentido.

8.4.6 Estudio histolégico del tejido placentario

El tejido placentario se proceso previamente siguiendo procedimientos estandarizados (251).
En resumen, se seccionaron dos fragmentos de tejido de aproximadamente 2 cm? y de todo
el espesor de la placenta, uno correspondiente al sitio de insercion del cordén y otro en la
zona entre la insercion del cordon y el borde de la placenta. Estos fragmentos fueron
almacenados en frascos separados y con formol tamponado al 10% y fueron enviados al
laboratorio de Dermatopatologia de la Universidad de Antioquia, dentro de las 48 horas
siguientes a su recoleccion. Cada fragmento fue embebido en bloques de parafina y a partir
de estos se hicieron cortes de aproximadamente 5 um de espesor, que se dispusieron en
portaobjetos y se colorearon con hematoxilina-eosina (H-E).

El protocolo de lectura aplicado fue estandarizado desde afios atrds en el grupo de
investigacion. La lectura fue cerrada frente a los resultados de las pruebas de diagnostico de
infeccion plasmodial, es decir quien se hizo la lectura histologica no conocia el resultado de

la qPCR diagndstica ni de la gota gruesa. Las secciones tisulares fueron evaluadas mediante



observacion y lectura de 40 campos microscopicos. Se usd aumento total de 400X para
lectura histologica general, teniendo en cuenta las tres zonas placentarias: decidua, vellosidad
y espacio intervelloso (EIV). Ademads, se us6 aumento total de 1000X para determinar
presencia de Ei y pigmento malarico o Hz. Las variables evaluadas por compartimento se
definen (109) (Tabla 8.4.3):

Todas las variables evaluadas se cuantificaron en los 40 campos observados de la siguiente
manera: primero se seleccionaron 5 areas de lectura en cada uno de los fragmentos tisulares;
luego en cada 4rea seleccionada se leyeron 4 campos microscopicos con aumento total de
400X como aparece en la Figura 4.2. En total por muestra son 40 campos leidos. Por cada
campo leido se anot6 la cantidad de hallazgos detectados; todos se leyeron con aumento total
de 400X, excepto para la presencia de Ei y Hz, para los cuales se us6 aumento de 1000X.

Finalmente, se calculo el promedio de cada hallazgo en los 40 campos leidos.

Tabla 8.4.3. Hallazgos histoldgicos analizados en cada compartimento placentario

c rtt ¢ Hallazgos
ompartimento i
P histolégicos Dafiniciin
Aterosis Actmulo de fibrina alrededor del endotelio.
Decidua Necrosis Area isquémica con lesiones degenerativas.
Abrupcio Hemorragia observada en la decidua
Infarto Zona isquémica de la vellosidad como resultado de
la interrupcién del aporte sanguineo.
Nodos sincitiales Son agregadf)s de nicleos sincitiales en la superficie
de las vellosidades.
Actmulo de liquido en la vellosidad, caracterizado
Edema por expansion, hinchazén y espacios vacios en el
Vellosidad estroma.
Vellosidades

Numero de vellosidades por placenta.

Capilares por

Numero de capilares por vellosidad.

vellosidad
Depésitos de Actmulo de fibrina en la vellosidad o alrededor de
fibrina estas.

Espacio intervelloso

Hemorragia

Aumento de en el

intervelloso.

glébulos  rojos espacio

Trombo

Coagulo de sangre como resultados de hemorragias
intervellosas.

Calcificaciones

Depésitos de calcio.
placentario.

Signo de envejecimiento

Otros hallazgos histolégicos

En los tres

compartimentos

Células inmunes

Células PMN o MN presentes en cada espacio

En vellosidad y espacio

intervelloso

Cristal soluble altamente reactivo producto de la

Hemozoina degradacion de la hemoglobina por parte de
Plasmodium spp.
Eritrocitos
X Recuento de eritrocitos parasitados por placenta.
parasitados

Fuente: (32)
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Figura 8.4.2. seleccion de los fragmentos placentarios para el analisis histologico

Dos liminas con hemaloxilina-eosina (H-E) que contienen cortes histoldgicos de placenta por
duplicado y se sefiala en circulos negros el numero de campos leidos.

8.4.7 Anilisis estadistico

Se aplico un andlisis de varianza (anova) no paramétrico de Kruskal y Wallis para determinar
si habia diferencia entre los hallazgos histoldgicos y los perfiles de expresion génica de los
mediadores de desarrollo fetoplacentario evaluados en las placentas obtenidas de los tres
grupos de andlisis conformados teniendo en cuenta la historia previa de malaria gestacional
por P. vivax y el resultado de infeccion plasmodial en el momento del parto (Figura 4.1). Si
se encontro diferencia, se hizo un andlisis de comparaciones multiples de Dunn para
confrontar cada par de grupos. Se midieron correlaciones lineales bivariadas con la prueba
no paramétrica del coeficiente rtho de Spearman. Todas las decisiones sobre significacion se
tomaron con una probabilidad (p) menor de 0,05 (en algunos casos fue diferente y se anota).

Para el analisis se usé el programa IBM SPSS Statistics, version 24.

8.5 Resultados
Las caracteristicas clinico-epidemiologicas de las mujeres donantes de las placentas

estudiadas son descritas en detalle en el capitulo 2 de este trabajo.

8.5.1 Frecuencia y cantidad de hallazgos histologicos en placentas por grupo

El grupo 3 (control: siempre sin infeccion plasmodial); en este, todas las placentas tuvieron
aterosis, 29% abrupci6 y ninguna mostr6é necrosis (Tabla 8.5.1). Los grupos 1 y 2 (con
infeccion plasmodial en algin momento) tienen frecuencia muy diferente de estas
caracteristicas comparados con el grupo 1. En 100% hay necrosis, la aterosis varia de 10 a
60%, el abrupcio de 14 a 20%; en general, no hay diferencia entre los dos grupos en cuanto
a caracteristicas deciduales. En la vellosidad, todas las placentas del grupo 3 (control)
presentaron edema, nodos sincitiales y depdsitos de fibrina y 71% tuvo infarto; los grupos 2

y 3 tuvieron igual frecuencia de estos rasgos, entre 40 y 43% el infarto y 100% en ambos los



nodos sincitiales y depositos de fibrina, mientras el edema estuvo en 62% en grupo 1 y 40%
en el 2; otra vez la diferencia respecto al grupo 3 es notoria. Los hallazgos en los EIV en el
grupo control (grupo 3) fueron asi: calcificaciones 6%, trombos 18% y hemorragia 29%; en
grupos 1 y 2 hubo calcificaciones en 199%, trombos en 0 a 33% y hemorragia en 0 a 52%,
con la mayor frecuencia de trombos y hemorragia en el grupo 1 respecto al 2, que parece

inesperado.

Tabla 8.5.1. Frecuencia de hallazgos histologicos en placenta segun el grupo de estudio

Grupo 1 (n=21) Grupo 2 (n=5) Grupo 3 (n=17)
Zona y Evento MGYV[+] ingreso y MGYV[+] ingreso y No historia MG y
[-]Plasmodium parto | [+]Plasmodium parto [-]Plasmodim parto
Decidua Nro. % Nro. % Nro. %
Aterosis 2 10 3 60 17 100
Abrupcio 3 14 1 20 5 29
Necrosis 21 100 5 100 0 0
Vellosidad *
Infarto 9 43 2 40 12 71
Edema 13 62 2 40 17 100
Espacio intervelloso
Trombos 7 33 0 0 3 18
Calcificaciones 21 100 5 100 1 6
Hemorragia 11 52 0 0 5 29
Hemozoina 1 5 1 20 0 0
Eritrocitos infectados 0 0 1 20 0 0

2 Las vellosidades, los capilares vellositarios, los nodos sincitiales y los depositos de fibrina
estuvieron presentes en todas (100%) las placentas con o sin infeccidén y por eso no se anotan.

La magnitud o cantidad de cada hallazgo histoldgico en los tres grupos de estudio se muestra
en la Tabla 8.5.2. El analisis cuantitativo de las variables histologicas indica que las
diferencias significativas entre los tres grupos en las siguientes: en decidua: aterosis y
necrosis; en vellosidad: edema, nodos sincitiales, vellosidades/campo y células inmunes;
EIV: calcificaciones, hemorragia y células inmunes. La aterosis y las vellosidades por campo
fueron mas abundantes en el grupo 3 (control) y las demas variables tuvieron mayor cantidad
en alguno de los otros dos grupos, que tienen infeccion plasmodial en algin momento

(ingreso y/o parto).



Tabla 8.5.2. Magnitud de los hallazgos histologicos en placenta segtn el grupo de estudio

Grupo 1
(n=21) Grupo 2 (n=5) Grupo 3 (n=17)
Zona y Evento MGV[+] ingresoy | MGV[+] ingreso y No historia MG y "
[-]Plasmodium [+]Plasmodium parto [-]Plasmodim parto p
parto
Decidua (Media + DE) (Media + DE) (Media + DE)
Aterosis 0,1+0,5 0,6 £0,5 42+2,5| <0,0001
Abrupcio 0,3+0,8 0,4+0,9 0,4+0,8| 0,6200
Necrosis 2,8+0,8 3,6 £0,5 0,0+ 0,0| <0,0001
CID 33,0+29,0 70,0 + 64,1 25,7+32,7| 0,2700
Vellosidad

Infarto 3,8+5,5 6,6+9.8 2,5£3,5| 0,8700
Edema 4,1+6,6 3,6+6,5 5,6£2,9| 0,0191
Nodos sincitiales 43,4+24,0 106,4+68,3 33,7£15,2 0,0170
Depdsitos fibrina 28,04+23,0 46,6+44.2 37,6£12,9| 0,2071
Vellosidades/campo 8,1+0,9 6,9+1,6 15,242,6| <0,0001
Capilares/Vellosidad 4,8+2,2 4,3+1,2 4,2+0,8 0,7100
CIv 11,0+6,1 25,8+17.9 14,1£5,7| 0,0475
Espacio intervelloso

Trombos 0,6+1,0 0,0+0,0 0,5+1,1| 0,2884
Calcificaciones 16,8+12,0 34,8+38,5 0,12+0,5| <0,0001
Hemorragia 7,6£8,1 0,0+0,0 1,6£2,9]| 0,0178
CIEV 153,2+79,9 93,8+48,7 53,4+£20,3| 0,0001

*Significacion estadistica (p <0,05) en la prueba de anova no paramétrica de Kruskal-Wallis para los tres
grupos. CID: células inmunes (C.I) en decidua. CIV: C.1. en vellosidad. CIEV: C.I. en espacio intervelloso.

Algunos de estos hallazgos se muestran en la Figura 8.5.1.
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Figura 8.5.1. Hallazgos histologicos en las placentas estudiadas

A. Nodo sincitial en vellosidad. Tincion hematoxilina-eosina (H-E). Aumento total 400X. La ilecha roja indica el
engrosamiento o nudo de la limina basal del trofoblasto.

B. (élulas inmunes en espacio intervelloso (CIEV) H-E 400X. Flecha: indica el iniilirado de células PMN entre
vellosidades.

(. Calcificaciones en vellosidad H&E 400X. Flecha: estructura que abarca casi por completo el tamaiio de la
vellosidad que hace referencia a depdsitos de calcio. ~ Sigue...




D. llz intracelular H&E 400X. Flecha: célula mononuclear con depositos de Hz, los cuales son reiringentes al
enfocar en el microscopio Optico.

E. Aterosis H-E 400X. Flecha: disposicion de fibrina alrededor del vaso sanguineo fetal (intravellositario)

F. Depositos de fibrina Hl-E 100X. Flecha: acimulo de fibrina alrededor de las vellosidades. 6. Edema H-E 100X.
Flecha: aciimulo de fluido en la vellosidad caracterizado por expansion, hinchamiento o espacios vacios.

H. Necrosis H-E 100X. Flecha: en el circulo, zona muerta, degenerativa e isquémica de la placenta que se acompaiia
por extensas zonas de hemorragia.

L. Trombo H-E 400X. Flecha: codgulo sanguineo resultante de hemorragias intervellosas.

J.Las flechas azules sefialan la presencia de hemozoina libre en las vellosidades placentarias. K. Flecha azul sefiala
un eritrocito parasitado.

L. Flecha azul sefiala una extensa drea hemorragica en el espacio intervelloso.

8.5.2 Expresion de mediadores del desarrollo fetoplacentario por grupo

En la Tabla 8.5.3 se resumen los resultados del nivel de expresion del ARNm de los
marcadores asociados con el desarrollo fetoplacentario, en cada grupo de estudio.

a) IGF-1: el nivel de expresion del ARNm de este mediador de desarrollo fetoplacentario
fue significativamente menor en el grupo de placentas derivadas de mujeres con historia de
malaria gestacional por P. vivax o algin tipo de infeccion detectada (microscopica o
submicroscdpica) por esta especie en el parto, fuera en sangre periférica, placenta o ambos
compartimentos (grupos 1 y 2). Ademas, se destaca el nivel mas bajo de expresion en el
grupo 2, en el que en el parto las gestantes presentaban algin tipo de infeccion por P. vivax.
En el grupo 3, placentas de mujeres sin historia de infecciéon plasmodial gestacional y
negativas para alguna infeccion plasmodial en el parto, se observaron los niveles de expresion
del ARNm mas altos.

b) VEGF: no mostré diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

¢) HIF-1a: present6 diferencia estadisticamente significativa entre los tres grupos, con
menores valores en las placentas de mujeres del grupo 3 (sin historia de infeccion plasmodial

gestacional y negativas para algun tipo de infeccion plasmodial al momento).



Tabla 8.5.3. Niveles de expresion de ARNm de mediadores fetoplacentarios por grupo de estudio

Mediador Grupo 1 (n=21) | Grupo 2 (n=5) Grupo 3 (n=17) b p*3(K-W)
(Media + DE) | (Media + DE) | (Media + DE) ard o grupos
IGF-1 13+0,6 0,4 +0,1 43+15 <0,0001
VEGF 0.8£0.5 0.1£05 0,9+0,3 0,1467
HIF-1a 2.4+2,0 2.1+08 0,6+ 0,4 0,0005

*Significacion estadistica (p <0,05) en la prueba de anova no paramétrica de Kruskal-Wallis para los
tres grupos. Se muestra que los grupos tienen diferencia estadisticamente significativa respecto a la
expresion de los mediadores IGF-1 y HIF-1a.

8.5.3 Correlaciones lineales bivariadas significativas entre hallazgos histolégicos

Para representar las correlaciones lineales bivariadas significativas (CLBS) entre eventos se

disefiaron varios graficos de redes. En cada uno se colocan los eventos hallados en cada grupo

y se grafican solo aquellos que presentan correlaciones significativas (CS): son 15 eventos

histoloégicos y 3 mediadores de desarrollo fetoplacentario. Con lineas negras y rojas se

representan los valores de rho (+) con p <0.05 y p <0.10, respectivamente. Con lineas verdes

y azules se representan los valores de rho (-) con p < 0.05 y p < 0.10, respectivamente.

Ademas, cada evento ocupa diferentes posiciones en el plano para los tres grupos, esto debido

a que su frecuencia de aparicion varia entre cada uno de ellos. Sin embargo, resulta facil

captar las correlaciones entre los pares.

Las CLBS entre hallazgos histologicos no fueron las mismas en los tres grupos (Figura

8.5.2):

a) Grupo 1: 25 correlaciones significativas, 19 positivas (16 con p<0,05 y 3 con p<0,10) y
6 negativas (5 con p<0,05 y 1 con p<0,10). Todas las caracteristicas histologicas tienen
CLBS, tanto positivas como negativas, con mayoria de las primeras; ademas,
predominan las CS “fuertes” (p<0,05). Los infartos, las hemorragias y las células
inmunes del EIV, asi como los depositos de fibrina y las calcificaciones, acaparan la
mayoria de CS; en general, cada uno de los 15 eventos en los que se hallaron
correlaciones significativas tiene una o dos CS.

b) Grupo 2: 9 CLBS todas positivas (1 con p<0,05 y 8 con p< 0,10). La situacién cambia
intensamente. La polaridad de las CLBS pasa de estar dispersa en muchos eventos a
concentrarse en unos pocos eventos, en efecto, las células inmunes de decidua

presentaron el mayor nimero de CLBS y, en cambio, las células inmunes del EIV



presentaron CLBS con CID y NCV. El infarto presenté 1 CLBS con los NS, mientras
que los depdsitos fibrinoides, calcificaciones y el NVC, aparecen con 3 CLBS cada uno.
¢) Grupo 3: 29 CLBS, 14 positivas (11 con p<0,05 y 3 con p<0,10) y 15 negativas (12 con
p<0,05 y 3 con p<0,10). El extremo del cambio sucede aqui, con una cantidad enorme
de CLBS; cada evento, excepto CID, tiene 3 a 5 y mas CLBS. Si esas correlaciones
representan homeostasis de la histologia placentaria, hay que decir que la alteracion de
ella es marcada en las placentas de los grupos 1 y 2, donde estas se reducen y cambian
sus polaridades. En este grupo el mayor nimero de correlaciones significativas, entre
positivas y negativas, las presentan los nodos sincitiales, el edema, los trombos y las

hemorragias; seguidos por los depositos fibrinoides, las CIV y la aterosis.

8.54 Correlaciones lineales bivariadas significativas entre mediadores de desarrollo
fetoplacentario

Para representar estas correlaciones se usaron correlogramas (Figura 8.5.3). En cada uno se

colocan todos los mediadores evaluados, sea que presenten o no correlaciones significativas

entre ellos: IGF1-1 vs VEGF, HIF-1a vs VEGF y HIF-1a vs IGF1-1. Solo se hallo6 CLBS

entre los niveles de expresion HIF-1a y VEGF (rho de Spearman de 0,4196 y p<0,10).



NCV-

Figura 8.5.2. Correlaciones lineales bivariadas significativas (CLBS) entre caracteristicas
histologicas placentarias.

(ada evento ocupa diferentes posiciones en el plano para los tres grupos, esto debido a que su
frecuencia de aparicion varia entre cada uno de ellos. Ademds, solo se presentan en los gréficos los
hallazgos histologicos que mostraron correlaciones lineales bivariadas estadisticamente
signiiicativas entre ellos. Los circulos o nodos de la red representan los hallazgos histologicos:

A. Grupol. placentas de mujeres con malaria gestacional por P. vivax al ingreso y negativas al
momento del parto.

B. Grupo 2. placentas de mujeres con malaria gestacional por P. vivax al ingreso y con algin tipo
de infeccion plasmodial al momento del parto.

(. Grupo 3. placentas de mujeres sin historia de infeccion plasmodial gestacional y negativas para
algiin tipo de infeccion plasmodial al momento del parto.

Lineas negra y roja representan valores de rho (+) con p<0.05 y p<0.10, respectivamente. Lineas
verde y azul representan valores de rho (-) con p<0.05 y p<<0.10, respectivamente.

A: aterosis, AB: abrupcio, I: infarto, DF: depositos de fibrina, NS: nodos sincitiales, E: edema, NV:
nimero de vellosidades, NCV: niimero de capilares por vellosidad, C1D: células inmunes en decidua,
CIV: células inmunes en vellosidad, CIEV: células inmunes en espacio intervelloso, Il: hemorragia,
N: necrosis, T: trombo, CAL: calcificaciones.
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Figura 8.5.3. Correlogramas. Correlaciones lineales bivariadas entre los niveles de expresion
de ARNm en tejido placentario de los mediadores de desarrollo fetoplacentario IGF-1, VEGF
y HIF-1 en los grupos de estudio 1(A), 2(B) y 3(C.)

(ada circulo coloreado representa la correlacion entre dos mediadores, cuando el valor de rho esté
mas cerca de 1 su color serd mas azul. Por el contrario, si el valor de rho estid mas cerca de -1 su
color serd més azul. EI tamafio de los circulos representa la magnitud positiva o negativa de la
correlacion de la correlacion. La significancia estadistica para el nivel p<0,10 se representa por
un asterisco en el interior de los circulos. Solo en el grupo 3 se hallo una correlacion significativa,
dada entre los mediadores HIF-1 y VEGF, donde el andlisis de correlacion ilusird un coeficiente de
correlacion de rango de Spearman de 04196 con un valor de *p de 0,0942; correlacion
estadisticamente significativa cuando se asume un nivel de significancia de p<<0,10.



8.5.5 Correlaciones lineales significativas entre hallazgos histolégicos y mediadores
del desarrollo fetoplacentario

Se usaron mapas de calor para representar las diferentes correlaciones lineales bivariadas

(CLB) entre los 15 eventos histoldgicos y los 3 mediadores de desarrollo fetoplacentario, en

los tres grupos de estudio (Figuras 8.5.4 A, B y C).Tedricamente son posibles 45 CLB

significativas pero solo se hallaron cinco significativas, cuatro de ellas en un mismo grupo:

Grupo “placentas de mujeres con MGV en ingreso y negativas para Plasmodium en parto”
(grupo 1) (Figura 8.5.4 A): claro el predominio de correlaciones negativas y débiles

pero solo cuatro son significativas.

Variables Rho p
IGF-1-Necrosis (N) -0,388 0,082.
VEGEF- Calcificaciones (CAL) -0,481 0,027.
IGF-1-Capilares/Vellosidad (NCV) 0,462 0,035
HIF-1-Aterosis (A) 0,372 0,097.

Grupo “placentas de mujeres con MGV en ingreso e infeccion plasmodial en parto” (Grupo
2) (Figura 8.5.4 B): el predominio del tipo de correlacion cambia de manera
importante porque la frecuencia de CLB positivas se impone sobre las negativas, pero
ninguna es significativa.

Grupo “placentas de mujeres sin historia de infeccion plasmodial gestacional y negativas
cualquier infeccion plasmodial en parto)” (Grupo 3) (Figura 8.5.4 C): las
correlaciones negativas predominan frente a las positivas pero solo una es
significativa.

Aterosis (A)-VEGF -0,581 0,016.

Ninguna de las restantes correlaciones mostro significacion estadistica.
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Figura 8.5.4. Mapas de calor. Correlaciones lineales bivariadas (CLB) entre hallazgos
histologicos y mediadores de desarrollo fetoplacentario en los grupos de estudio:

A. Grupol: placentas de mujeres con MGV en ingreso y negativas en parto.

B. Grupo 2: placentas de mujeres con MGV en ingreso e infeccion plasmodial en parto.

(. Grupo 3: placentas de mujeres sin historia de MG y negativas para Plasmodium en parto.
(uadrados de colores: correlaciones entre hallazgos histologicos y mediadores:

rho vale cerca de 1: color es mds verde; rho vale cerca de -1: color esd mds rojo.

La escala se indica para cada grupo en barras de colores laterales de cada grdiico. Dentro de cada
cuadro se muestra la magnitud positiva o negativa de la correlacion en valores positivos y negativos
con fres decimales. Significacion estadistica p<0,10 es un asterisco dentro de circulos; p<<0,05
dos asteriscos. Solo en grupos 1y 3 hubo CLB significativas.

Hallazgos: A: aterosis, AB: abrupcio, I: infarto, DF: depdsitos de fibrina, NS: nodos sincitiales, E:
edema, NV: nimero de vellosidades, NCV: nimero de capilares por vellosidad, CID: células inmunes
en decidua, (IV: células inmunes en vellosidad, CIEV: células inmunes en espacio intervelloso, H:
hemorragia, N: necrosis, T: trombo, CAL: calcificaciones.

Mediadores de desarrollo fetoplacentario: 1GF-1: factor de crecimiento insulinico tipo I, VEGF:
factor de crecimiento del endotelio vascular, HIF-1: factor inducible por hipoxia 1.



8.6 Discusion

Con el proposito de tratar de eliminar posibles sesgos de interpretacion en el andlisis de los
resultados de este estudio, tenemos que declarar en forma explicita que dos problemas de
salud que frecuentemente afectan a las gestantes en las poblaciones de estudio (desnutricion
y parésitos intestinales) no se evaluaron en forma directa, especifica y objetiva en las
gestantes del presente estudio; sin embargo, se debe decir que la prevalencia de ellos es alta
y debe ser mas elevada en las zonas palidicas, como son las que integran la region del
estudio. No conocemos cudl es la influencia de estos estados y sus interacciones sobre la
histologia placentaria, los mediadores de desarrollo fetoplacentario, pero se conoce que la
desnutricién y los parasitos intestinales interactian con el sistema inmune y afectan el
embarazo. Ademads, hay una relacion estrecha entre el estado nutricional, el funcionamiento
inmunitario y la susceptibilidad a las infecciones. Estas ltimas se incrementan cuando la
desnutricion es grave, ya sea de tipo general o especifica para algliin nutriente(479—482).

Un asunto de interés en el presente trabajo se refiere al grupo control y aqui identificado
como grupo 3, conformado por placentas derivadas de mujeres sin historia de infeccion
plasmodial gestacional y negativas para algun tipo de infeccion plasmodial al momento del
parto. Este grupo es fundamental, porque es necesario conocer como es la estructura
cualitativa y cuantitativa de la placenta a término, no infectada con Plasmodium,
perteneciente a mujeres aparentemente sanas y residentes permanentes o habituales de la
zona paludica donde se hizo el estudio.

Del contraste entre placentas de los tres grupos de estudio evaluadas en este trabajo resulta
claro que la necrosis es un proceso ausente de las placentas derivadas de mujeres sin historia
de infeccion plasmodial gestacional y negativas para algliin tipo de infeccion plasmodial al
momento del parto (grupo 3/control) y con presencia baja en las placentas derivadas de
mujeres con malaria gestacional por P. vivax al ingreso y con algun tipo de infeccion
plasmodial al momento del parto (grupo 2), siendo mdas notoria en aquellas placentas
derivadas de mujeres con malaria gestacional por P. vivax al ingreso y negativas al momento
del parto (grupo 1). Se ha reportado que la necrosis se asocia con aumento de eritrocitos
parasitados en el espacio intervelloso, Hz intraleucocitaria, pérdida de microvellosidades
sincitiales, proliferacion de células citotrofoblasticas y engrosamiento de la membrana basal

del trofoblasto (483,484). Estos reportes coinciden con lo obtenido en el presente estudio, ya



que en placentas del grupo 1 la necrosis se correlaciond negativamente con la aterosis. El
evento de aterosis tienen mayor frecuencia en las placentas del grupo control (grupo 3).
Desde el punto de vista cuantitativo, no se observaron diferencias en la aparicion del evento
abrupcio entre los tres grupos. En sintesis, el abrupcio es poco frecuente y tiene baja magnitud
en su apariciéon en los tres grupos. No tenemos explicaciones apropiadas para estos
comportamientos, los cuales también se observaron en otro estudio con 67 placentas sin
infeccion (485). En cuanto la presencia de aterosis placentaria en problemas diferentes a IPP,
ella se ha asociado con preeclampsia, que puede influenciar negativamente el peso al nacer;
ademads, se considera un evento que no estd sometido a modificaciones hormonales de la
prefiez aunque esta Ultima aseveracion no se ha comprobado (486).

Es absolutamente claro el efecto nocivo que la MP tiene sobre la cantidad de vellosidades,
de capilares y de capilares por vellosidad, al reducirlos en grado significativo. De estas tres
variables depende el adecuado suministro de nutrientes al producto gestacional. Su reduccion
hay que entenderla como un proceso que afectael adecuado desarrollo del producto de la
gestacion. En un trabajo sobre morfometria de las vellosidades placentarias se encontrd lo
siguiente (340), que concuerda con nuestros datos y nuestra interpretacion de ellos:

a) el tamano de las vellosidades se correlaciono significativamente con la vascularidad
(cantidad de vasos), pero se correlaciond inversamente con las vellosidades observadas por
unidad de area (p =0,0001);

b) hubo mayor area vellosa y vascularidad en los controles sin infeccion y residentes fuera
de area endémica de paludismo;

c) los indices de infeccion plasmodial fueron significativamente mayores en casos de malaria
activa versus tratada oportuna y correctamente durante la gestacion;

d) los casos de malaria placentaria activa mostraron areas vellosas significativamente
menores (p <0,0084), vascularidad (p <0,0139) y perimetro (p <0,0006) que los casos de
malaria tratados o los controles, pero mostraron significativamente mas vellosidades por
unidad de area (p <0,0001);

e) el tamafio de las vellosidades en los casos de malaria tratados fue significativamente

mayor que en los casos de malaria placentaria activa (p <0,001) y similar a los controles;



f) hubo una relacion significativa entre el numero de vellosidades y la anemia en el momento
de la infeccion (p <0,0034), pero no el peso de la placenta, el peso al nacer o la edad
gestacional al momento del parto.

Los autores concluyen que estos resultados implican que el tamafio, el perimetro y la
vascularizacion de las vellosidades disminuyen de forma aguda durante la malaria placentaria
activa, disminuyendo la superficie disponible para el intercambio de gases por vellosidad.
Sin embargo, el aumento del nimero de vellosidades por unidad de area compensa este
cambio y persiste después del tratamiento. Los cambios arquitectonicos histopatologicos y
vellosos pueden revertirse mediante la deteccion temprana y el tratamiento antipaludico
apropiado (340). De mayor importancia es el dato seglin el cual el tratamiento temprano y
adecuado de la malaria durante el embarazo puede revertir o atenuar los efectos destructores
de tal infeccion.

En el presente trabajo se hallaron evidencias importantes en los efectos placentarios de las
infecciones gestacional y placentaria por P. vivax. Esto es diferente de lo que informaron los
anteriores investigadores(340), quienes expresan que no se encontraron diferencias entre la
histologia o la morfologia de las vellosidades comparando las infecciones con P. falciparum
o P. vivax. La cantidad/magnitud de abrupcio, nodos sincitiales, vellosidades, capilares y
capilares por vellosidad es significativamente menor cuando hay P. vivax (grupos 1 y 2).
Un dato para resaltar es que el infarto presenta CLBS positivas con los nodos sincitiales en
el grupo 1 y CLBS negativas y positivas con muchos eventos histoldgicos en el grupo 1, las
cuales se ven fuertemente reducidas en el grupo control. Este hallazgo indica una clara
correlacion del infarto con el deterioro vascular placentario independiente de la infeccion.
Ademas, el infarto placentario se asocia con la oclusién de los vasos, lo que conlleva a
vellosidades avasculares (487,488).

Las comparaciones (P. vivax contra P. falciparum o contra no infeccién) apoyan fuertemente
la capacidad patogénica placentaria de P. vivax y sientan bases para explicar sus efectos por
un mecanismo que no involucra, necesariamente, la citoadhesion de los eritrocitos infectados
al tejido de la placenta, como es usual que se invoque para P. falciparum (325,489,490),
aunque no puede decirse que ese sea el Unico proceso necesario. Por ejemplo, se ha
argumentado que la vacuola digestiva de Plasmodium puede representar un determinante

importante, hasta ahora desconocido, de la patogenicidad del parasito. La membrana de la



vacuola digestiva activa simultdneamente las dos cascadas enzimaticas principales de la
sangre, el sistema de complemento y el sistema de coagulacion. La membrana de la VD pero
no el merozoito tiene la capacidad de activar espontaneamente la via alterna del complemento
y la via de coagulacion intrinseca (491). También se sefala que la cascada de la coagulacion
puede mirarse como un componente critico de la infeccion plasmodial, especificamente de
P. falciparum. Numerosos estudies en humanos y animales indican que hay, sin duda, una
actividad de coagulacion aumentada, inclusive en casos leves de malaria (492).

Las células inmunes, tanto en vellosidades (CIV) como en el espacio intervelloso (CIEV)
mostraron diferencias estadisticas significativa en los grupos 1 y 2. De nuevo, esto ratifica
el poder patdgeno de P .vivax en la infecciones gestacionales y placentarias.

La evaluacion de la expresion de genes asociados al desarrollo fetoplacentario se hizo con
tres mediadores (IGF-1, VEGF y HIF-1a); esta cantidad y clase de ellos es definitivamente
insuficiente y si no se evaluaron mas fue por condiciones de tiempo y dinero. En todo caso,
este es un estudio piloto que exploraba los asuntos aqui contenidos y, sobre todo, exploraba
una aproximacion integral al problema de IPP-MP. Se trata de un abordaje no so6lo de los
efectos histologicos placentarios sino de los procesos que, se entiende, anteceden tales
eventos. Hecha esta explicacion abordemos el analisis de los resultados hallados para estos
mediadores del desarrollo fetoplacentario.

El nivel de expresion del ARNm de IGF-1 fue significativamente menor en el grupo de
placentas derivadas de mujeres con historia de malaria gestacional por P. vivax o algun tipo
de infeccion (microscopica o submicroscopica) por esta especie al momento del parto, fuera
en sangre periférica, placenta o ambos compartimentos (grupos 1 y 2). Ademads, se destaca
el nivel mas bajo de expresion en el grupo 2, donde al momento del parto las gestantes
donadoras de las placentas presentaban algun tipo de infeccion plasmodial. Mientras que en
el grupo de placentas derivadas de mujeres sin historia de infeccion plasmodial gestacional
y negativas para algin tipo de infeccion plasmodial al momento del parto (grupo 3) se
observaron los niveles de expresion del ARNm mas altos. VEGF no mostr6 diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos y HIF-1a present6 diferencia estadisticamente
significativa entre los tres grupos, siendo menores sus valores en las placentas derivadas de

mujeres sin historia de infeccion plasmodial gestacional y negativas para algin tipo de



infeccion plasmodial al momento del parto (grupo 3). En conjunto, estos datos reiteran el
papel patogeno de P. vivax en la placenta.

La expresion y estabilizacion de HIF-1 en las células inmunitarias, ha dicho Palazon et al
(48), puede ser desencadenada por la hipoxia, pero también por otros factores asociados con
el estrés patoldgico: por ejemplo, inflamacion, microorganismos infecciosos y cancer. HIF-
1 induce una serie de aspectos de la funcion inmune del huésped, de aumentar la capacidad
fagocitica microbicida a conducir la diferenciacion de células T y la actividad citotoxica.
El metabolismo celular estd emergiendo como un regulador clave de la inmunidad, y
constituye otra capa de control inmune ajustado por HIF-1 que puede dictar el desarrollo de
células y linfocitos mieloides, el destino y la funcion (493,494).

De acuerdo con Challis et al, la hipoxia y la respuesta inmune innata son dos mecanismos
adaptativos por los cuales los organismos responden a la perturbacion en la funcion del
6rgano (como el estado inflamatorio infeccioso, anotamos nosotros), desempefiando un papel
importante en el aborto espontineo, la RCIU, la preeclampsia y el parto prematuro.
La interaccion entre los factores de remodelacion tisular, como las metaloproteinasas de la
matriz, y los factores vasoactivos/hemostaticos, como la prostaglandina y los factores de
coagulacidn, interviene en esta respuesta adaptativa (495).

De gran importancia es la evaluacion de las correlaciones de caracteristicas histologicas entre
si y de mediadores de desarrollo fetoplacentario entre si, pero en especial entre aquellas y
estos, razon por la cual la discusion se centra en tal asunto, aunque serd breve, por la enorme
dificultad que tenemos en laborar un discurso amplio y profundo al respecto, habida cuenta
de la muy escasa informacion sobre el tema.

En el grupo 1, es claro el predominio de correlaciones negativas y débiles. El panorama de
predomino del tipo de correlacion cambia de manera importante en el grupo 2, donde la
frecuencia de las positivas se impone sobre las negativas. Sin embargo, ninguna de ellas
mostro significancia estadistica.

Cuando analizamos las correlaciones entre los eventos histoldgicos y los mediadores de
desarrollo fetoplacentario en las placentas derivadas de mujeres sin historia de infeccion
plasmodial gestacional y negativas para algun tipo de infeccion plasmodial al momento del
parto (grupo control), se encuentra que las correlaciones negativas predominan frente a las

positivas y, en una de estas ultimas, el mediador de desarrollo fetoplacentario VEGF mostro



significancia estadistica en su correlacion con el evento placentario aterosis (A), con un
coeficiente de correlacion de rango de Spearman de -0,581 y un valor p de 0,016. Ninguna
de las restantes correlaciones mostr6 significancia estadistica. Esto lo interpretamos como
propio de un estado homeostatico, en el que no predomina una respuesta especifica, sino que
todas ellas se encuentran activas pero en estados basales y equilibrados; de no ser asi, el
embrazo corre riesgos. No tenemos explicacion para los hechos descritos en Resultados, en
donde se describe que las CS aparecen en lo fundamental a expensas de la aterosis, la
necrosis, NCV y las calcificaciones con los mediadores de desarrollo fetoplacentario IGF-1,
VEGF y el marcador de hipoxia HIF-1.

Cuando exploramos las CLBS entre los mediadores de desarrollo fetoplacentario evaluados,
solo se hallo correlacion significativa entre los niveles de expresion HIF-1a y VEGF (Rango
de Spearman de 0,4196 y p<0,10) en las placentas derivadas del grupo control, mientras que
en los grupos 1y 2 esta correlacion no aparece. Todo esto, nos parece, expresa el estado de
alteracion la relacion de la expresion placentaria de estos mediadores como consecuencia de
la infeccion plasmodial.

Respecto a las demas correlaciones no existen estudios que las relacionen pero llama la
atencion que VEGF y HIF-1siguen siendo las formas inducibles por los eventos histologicos
aterosis y calcificaciones y por el mediador IGF-1, el cual a su vez, su expresion se ve
seriamente modulada por la presencia de necrosis en las placentas derivadas de los grupos 1
y 2 de este estudio.

Actualmente, se conoce que ademas de las variables fisiologicas, la regulacion del desarrollo
fetoplacentario depende de la disponibilidad de nutrientes y factores de crecimiento que
promuevan el desarrollo tisular y favorezcan los procesos de neovacularizacion placentaria
y fetal (vasculogénesis y la angiogénesis). Estos procesos son el resultado de complejas
interacciones entre factores de crecimiento o mitdgenos de produccion tanto local como
sistémica, que estimulan o inhiben la diferenciacion, proliferacion, migracion y maduracion
de las células endoteliales. Receptores de VEGF (PDGFR1-3), receptores de factor de
crecimiento de fibroblastos, receptores de IGF (IGFR) y los receptores de Tie (Tiel y Tie2,
una familia de receptores de kinasas de tirosina) son diferentes clases de receptores de
tirosinkinasa que median la angiogénesis a través de la activacion de vias de sefalizacion

relevantes después de recibir las sefnales apropiadas. Por ejemplo, la unién del IGF, una



molécula angiogénica, al receptor de IGF-1R en la superficie celular activa dos vias de
senalizacion celular, lo que lleva a aumento de la sintesis de HIF-1a mediante el cual la
produccion de VEGF y por tanto, se produce una angiogénesis mejorada en la condicion de
hipoxia (496).

Aunque la relacion causal entre la malaria placentaria y el bajo peso al nacer es bien conocida,
principalmente en P. falciparum, se sabe poco sobre los mecanismos patogénicos que
conducen a la restriccion del desarrollo fetoplacentario en la malaria asociada al embarazo.
Investigamos si la malaria por P. vivax asociada al embarazo y los eventos histologicos
asociados causaban alteraciones en la expresion de mediadores de desarrollo fetoplacentario.
De acuerdo con estudios previos en areas donde la malaria es endémica, el mayor impacto
de la malaria placentaria en el peso al nacer se observo en nifios nacidos de madres con
malaria placentaria e infiltrado de monocitos durante su periodo gestacional, que fue mas
comun en primigravidas(21,121,413).

Observamos en el grupo 1 una débil asociacidon negativa entre el nivel de IGF-1 placentario
y la necrosis placentaria, una fuerte asociacion positiva entre el nivel de IGF-1 placentario y
el namero de capilares por vellosidad (NCV) placentarios, una fuerte asociacion positiva
entre el nivel de expresion de VEGF vy las calcificaciones placentarias y finalmente se hallo
una asociacion positiva débil entre los niveles de HIF-1 placentarios y la aterosis. Estas
asociaciones significativas estuvieron ausentes en el grupo dos y solo se hall6 una correlacion
negativa fuerte entre los niveles placentarios de VEGF y la aterosis placentaria. Aunque no
encontramos evidencia de una asociacion estadistica entre estas asociaciones y el peso al
nacer, muy pocos estudios han demostrado una relacion directa entre los niveles de expresion
placentaria de estos mediadores y el peso al nacer (497,498).

Aunque no hay evidencia de que el paludismo placentario cause hipoxia(351), los niveles
elevados de citocinas proinflamatorias(346,455,463,499) y glucocorticoides(500,501)
observados durante el paludismo en el embarazo podrian influir en el eje del IGF. Si estos
procesos son responsables de la disminucion de los niveles de IGF-1 (y, por lo tanto, del
crecimiento fetal) que hemos observado en la malaria placentaria con inflamacion, merece
una mayor investigacion.

Mediante el analisis de ARNm del tejido placentario, encontramos que los niveles de

expresion de IGF-1, fueron significativamente menor en el grupo de placentas derivadas de



mujeres con historia de malaria gestacional por P. vivax o algun tipo de infeccion
(microscépica o submicroscopica) por esta especie al momento del parto, fuera en sangre
periférica, placenta o ambos compartimentos (grupos 1 y 2). Ademas, se destaca el nivel mas
bajo de expresion en el grupo 2, donde al momento del parto las gestantes donadoras de las
placentas presentaban algliin tipo de infeccion plasmodial. Mientras que en el grupo de
placentas derivadas de mujeres sin historia de infeccion plasmodial gestacional y negativas
para algln tipo de infeccidon plasmodial al momento del parto (grupo 3) se observaron los
niveles de expresion del ARNm mas altos. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas en la expresion de los niveles de ARNm para el mediador VEGF entre los tres
grupos, HIF-1 a mostr6 diferencia estadisticamente significativa para sus niveles de
expresion de ARNm entre los tres grupos, siendo menores sus valores en las placentas
derivadas de mujeres sin historia de infeccion plasmodial gestacional y negativas para algin
tipo de infeccion plasmodial al momento del parto (grupo 3). Estos hallazgos en conjunto
pueden estar sugiriendo que P. vivax altera la expresion normal de estos mediadores en el
tejido placentario y probablemente dicha alteracion pueda explicar algunas consecuencias de
la malaria placentaria sobre el desarrollo fetoplacentario. Sin embargo, dada la ausencia de
trabajos sobre el tema, no nos es posible profundizar mas en esta discusion, pero sugerimos
que se hacen necesarias mas investigaciones al respecto para tener una mejor comprension
del rol de la malaria placentaria vivax en la regulacion de la expresion de estos mediadores
de desarrollo fetoplacentario. Estos estudios son de crucial importancia en la salud publica
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.

Las teorias actuales sobre la patogénesis del BPN asociado con la inflamacion placentaria
inducida por la malaria se centran en el entorno inmunolédgico conflictivo entre la resolucion
de la infeccion y la necesidad de un crecimiento fetal continuo. La liberacion de citocinas
proinflamatorias(346,463,499) y los infiltrados de monocitos en los espacios intervellosos
placentarios (470) estan asociados con el BPN, pero el impacto fisioldgico del entorno
inflamatorio sobre la funcidon placentaria y la expresion de mediadores de desarrollo

fetoplacentario no se ha estudiado ampliamente.
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Este estudio proporciona una fuerte evidencia de alteraciones concordantes en el
compartimento placentario a nivel histologico y de expresion de mediadores de desarrollo
fetoplacentario con la malaria placentaria vivax y la inflamacion asociada, que tienen el
potencial de comprometer la distribucion de nutrientes al feto y pueden desempefiar un papel

central en el desarrollo de BPN, en embarazos afectados por esta especie plasmodial.
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9 Capitulo 8. Variacion genética y citoadherencia plasmodiales
durante la MGV

9.1 Introduccion

Historicamente, la investigacion de la malaria por P. vivax se ha enfrentado a numerosas
adversidades técnicas y se ha descuidado en gran medida; esto ha llevado a un
desconocimiento general de la biologia de P. vivax y, en consecuencia, ha afectado la
capacidad para tomar las mejores decisiones sobre las medidas de control en su transmision
y, a la larga, para la erradicacion de la malaria vivax. Actualmente, la malaria vivax se
reconoce como una enfermedad que produce morbilidad y mortalidad
considerables)(394,404,502—506).

El conocimiento y las brechas de conocimiento en la biologia de P. vivax se agrupan en varios
temas entrelazados: 1) estadios hepaticos: hipnozoitos y recaidas, 2) estadios sanguineos
asexuales e invasion de merozoitos, 3) estadios sanguineos asexuales y diagndstico, 4)
estadios sanguineos sexuales y transmision , 5) estadios del mosquito y capacidad vectorial,
6) inmunidad, 7) patogénesis, 8) diversidad genética.

Los avances recientes en genética y genomica de los parasitos de la malaria han contribuido
en gran medida a nuestra comprension de la dindmica de las poblaciones parasitarias, la
transmision, las respuestas a los medicamentos y la patogenia(466,507-511). Sin embargo,
todavia quedan lagunas en el conocimiento de la biologia de los parésitos y de las
interacciones hospedero-parasito(146,512). Dos de estos temas son de gran importancia en
este trabajo: la diversidad genética en la infeccion inicial y de las recurrencias y la

citoadherencia plasmodial.

9.2 Planteamiento del problema

La recurrencia malérica corresponde a la reaparicion de estadios eritrocitarios después de
suministrado el tratamiento antimalarico especifico para curar la infeccion inicial por
Plasmodium spp. Esta se presenta de tres formas: a) recrudescencia: producto de la
eliminacion incompleta de los estadios eritrocitarios e indica falla del tratamiento, por lo que
aparece dentro de los 28 dias posteriores al inicio del tratamiento (dia 1) y tiene como fuente
los estadios asexuales sanguineos (292,513); b) reinfeccion: producto de la inoculacion de

esporozoitos por la picadura de Anopheles spp. hembra y observada después del dia 28 de



iniciado el tratamiento en pacientes con curaciéon completa del episodio paludico inicial
(292,301,513); c) recaida: entendida generalmente como producto de la activacion de los
hipnozoitos hepaticos y observada después del dia 28 de suministrado el
tratamiento(292,297,301,513). Sin embargo, también se sugieren como otras posibles fuentes
de recaida los estadios eritrocitarios en bazo y médula dsea(514), los esporozoitos que
sobreviven en piel y los merozoitos presentes en el sistema linfatico de mamiferos(305,515—
520). En zonas no endémicas de malaria, la diferenciacion entre las tres formas de recurrencia
se hace mediante parametros clinicos y parasitologicos que definen estas infecciones, pero
en zonas endémicas solo es posible distinguir con los mismos pardmetros entre la
recrudescencia y la recaida-reinfeccion; distinguir la recaida de la reinfeccion en zonas
endémicas no es posible ahora porque no hay metodologias precisas para hacer esta
diferenciacion.

P. vivax puede generar recaidas meses e incluso afios después del episodio inicial(292) y la
infeccidn por esta especie durante el embarazo es responsable de causar anemia materna,
bajo peso al nacer y parto prematuro que se asocian con mortalidad materna y neonatal
(21,22,121,344,454); por tanto, la MGV un grave problema de salud publica por su alta
frecuencia y por desenlaces obstétricos adversos que genera tanto en la madre como en los
hijos (30,33,249,454,521); no obstante, los trabajos de la MGV son pocos en Colombia.

La primaquina (PQ) es el unico tratamiento antimalarico disponible comercialmente y en
forma amplia para eliminar los hipnozoitos y prevenir las recaidas por P. vivax. La eficacia
de la PQ para evitar recaidas esta fuera de toda duda en la actualidad, pero tal eficacia no es
absoluta y varia regionalmente (289). Aunque la PQ es necesaria para evitar las recaidas
malaricas, esta no puede ser suministrada en las gestantes infectadas con P. vivax porque
existe el riesgo de que madre y feto desarrollen anemia hemolitica cuando existe deficiencia
de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa(522-524). Como consecuencia, las gestantes con
malaria vivax tienen mayor riesgo de desarrollar recaidas a repeticion durante y después del
embarazo, en comparacion con las no gestantes infectadas con la misma especie parasitaria
que si reciben PQ. Ahora también se dispone, aunque en forma restringida, de la tafenoquina
(TQ) para prevenir recaidas de P. vivax. La dosis unica de 300 mg de TQ previene las recaidas

después del paludismo por P vivax clinicamente confirmado parasitologicamente en



comparacion con ninglin tratamiento antihipnozoito, y sin que se hayan detectado diferencias
en los estudios que lo comparan con el PQ hasta la fecha (40).

Las recurrencias tienen efectos sobre la fisiologia y el estado inmune de la gestante (525),
Hay que revisar este asunto de ref, que estdn mal anotadas. Yo no voy a revisar una a una.
efectos que van mas alld del episodio maldrico primario y que pueden tener consecuencias
en la composicion genética de los pardsitos que circulan en gestantes y no gestantes. Por
tanto, la sangre periférica de la madre puede portar parasitos con caracteristicas genéticas
particulares, por ejemplo, portadores de genes asociados a resistencia, similar a como ha sido
reportado en casos de P. falciparum (526,527), haciendo de la madre y del feto reservorios
de Plasmodium spp. con diferente potencial patogénico. Sin embargo, en general en el mundo
y en especial en Colombia hay poca informacion sobre los genotipos parasitarios presentes
en las recurrencias de la malaria vivax y se desconoce si estos difieren de los genotipos
encontrados en las infecciones iniciales, tanto en gestantes como en no gestantes.

Desde el punto de vista genético del parésito, las recurrencias pueden ser homologas o
heterologas, es decir, que el genotipo parasitario de la recurrencia sea igual o diferente al
genotipo parasitario de la infeccion inicial (296,304). Un estudio realizado en Tailandia (en
un area de transmision baja y estacional de malaria), en niflos menores de un afio y sus
madres, mostré que 79% de las recaidas/reinfecciones por P. vivax en los nifios fueron
genéticamente homologas, mientras que 65% de las recaidas de las madres fueron
genéticamente heter6logas(296). Esto sugiere que las primeras recaidas de la vida (caso de
los nifos) son homoélogas porque posiblemente provienen de los hipnozoitos que se
generaron a partir de la misma inoculacién que causo el episodio inicial, mientras que en
personas mayores (caso de las madres) que han tenido multiples episodios malaricos, las
recaidas pueden ser el resultado de hipnozoitos heterdlogos adquiridos en inoculaciones
previas (296). Los trabajos que comparan el genotipo de P. vivax en el episodio inicial y en
la recurrencia son muy escasos en Colombia y todos se han realizado en poblaciéon no
gestante.

En 2011 se informo sobre las caracteristicas genéticas de P. vivax en infecciones recurrentes
en Turbo, Antioquia, noroccidente colombiano, donde mayoritariamente se encontraron
infecciones genéticamente heterologas (315). Otro trabajo, también en Turbo, encontré que

la mayoria de las recurrencias sucedidas en adultos fueron genéticamente homologas (291).



Sin embargo, se desconoce si la poblacion gestante infectada con P. vivax que reside en ese
y otros municipios colombianos endémicos de malaria, presentan recaidas homologas o
heter6logas al episodio inicial.

Conocer los genotipos plasmodiales que circulan en una region determinada es importante
porque estos varian dependiendo de la zona geografica; asimismo, conocer la respuesta
inmune del hospedero a genotipos plasmodiales especificos permite avanzar en el
entendimiento de la interaccion parasito-hospedero (528); todo este conocimiento permite
caracterizar mejor la epidemiologia molecular de la enfermedad para mejorar las
intervenciones de control de la malaria en zonas donde las gestantes y sus fetos corren un
gran riesgo (529).

Por otra parte, las infecciones causadas por P. vivax son clinicamente moderadas en
comparacion con las debidas a P. falciparum y en ellas los sintomas estan relacionados con
la carga parasitaria y la liberacion de citoquinas, debido a que, en principio, la citoadherencia
no ocurre (530), aunque en algunos trabajos se ha demostrado la citoadherencia de P. vivax
(331,531), pero no se sabe cudl es su papel patogénico ni su importancia.

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 metabdlico
y la acidosis y ademas contribuye con la evasion del sistema inmune(530). Esos Ei no
circulan, no pasan por la red fagocitaria del higado y, sobre todo, del bazo. La citoadherencia
en P. vivax se ha estudiado muy poco y se han reportado casos de ella en lineas celulares de
pulmoén, cerebro y criosecciones de placenta(331). 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 (531). Los modelos in vitro para el estudio de la
fisiopatologia y la citoadherencia de P. falciparum estan ampliamente difundidos en el
mundo y han permitido caracterizar las moléculas que participan en estos fenémenos;
mientras que para P. vivax estos aspectos permanecen practicamente inexplorados (146).
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 relaciéon entre la epidemiologia observada y la patogénesis o

consecuencias de la enfermedad en la gestante y en el producto de la gestacion. Debido a la



emergencia de complicaciones causadas por las infecciones con P. vivax y los vacios de
conocimiento sobre la citoadherencia en esta especie plasmodial, sobre todo durante la
malaria placentaria; se propone en este estudio evaluar la capacidad de citoadherencia de
eritrocitos infectados con P. vivax (mujeres gestantes, no gestantes y hombres) en un modelo

placentario (células BeWo).

9.3 Objetivos especificos

En gestantes y no gestantes con malaria vivax no complicada:
1) Evaluar la diversidad genética de P. vivax en aislamientos de la infeccion inicial y la
recurrencia usando tres microsatélites (Pv3,27; Pv3,502; Pv1,501).
2) Medir la frecuencia de recurrencias genéticamente homologas y heterdlogas respecto
a la infeccidn inicial.
3) Evaluar la capacidad de citoadherencia de los eritrocitos infectados con P.

vivax aislados de sangre periférica, en un modelo placentario in vitro (células BeWo).

9.4 Metodologia

9.4.1 Lugar y Poblacion de estudio

La investigacion se hizo en Tierralta y Puerto Libertador, en el sur del departamento de
Cordoba, Colombia. Véase capitulo 5 para mas informacion.

9.4.2 Diseiio del estudio, Tamafo de muestra, Grupos de estudio

Las personas participantes en este trabajo son diferentes de las estudiadas en los capitulos
anteriores pero también son residentes habituales de Tierralta o Puerto Libertador. Se estudio
una muestra cuyo tamafio fue definido por conveniencia. Se captaron pacientes con infeccion
unica por P. vivax, segun la gota gruesa y la qPCR especifica para esa especie. Los
aislamientos de P. vivax obtenidos de los pacientes vinculados progresivamente al estudio
se usaron en dos disefios o estudios distintos:

a) Disefio descriptivo prospectivo longitudinal para comparar genéticamente los aislamientos
de sangre periférica en el ataque agudo o inicial —en el momento del ingreso al estudio—,

con los aislamientos de la RR; todos fueron pacientes con malaria vivax no complicada;



b) Disefio experimental no aleatorio, controlado, para evaluar la citoadherencia a células

BeWo de los parésitos aislados de sangre periférica de pacientes con malaria vivax no

complicada. Los pacientes se agruparon asi:

Estudio descriptivo prospectivo longitudinal

Grupo 1: 41 aislamientos de mujeres con MGV en el ataque agudo (n=41) y en sus RR
(n=19). Todas fueron captadas en la consulta prenatal de Tierralta y Puerto Libertador
en 2016-2019.

Grupo 2: 46 aislamientos de mujeres no gestantes y hombres en el ataque agudo malarico
(n=46) y en sus RR (n=16). Todas las muestras fueron captadas en los puestos urbanos
de malaria de Tierralta y Puerto Libertador en 2018-2019.

Diserio experimental

Eritrocitos infectados con formas maduras de P. vivax (Ei), obtenidos de pacientes con
malaria vivax sin complicaciones. En total se analizaron 44 aislamientos: n=5 de
gestantes y n=39 de personas no gestantes.

Eritrocitos sin infeccion plasmodial o sanos Es, obtenidos de gestantes (n=5) y no gestantes
(n=5). Se usaron como control negativo en cada ensayo.

Eritrocitos infectados con P. faciparum (cepa 3D7), usados como control positivo de
citoadherencia (ver deatalles adelante).

En el disefio descriptivo, prospectivo y longitudinal para evaluar la diversidad genética de P.

vivax en aislamientos de la infeccion inicial y la RR se usaron tres microsatélites (Pv3,27;

Pv3,502; Pv1,501) y se midi6 la frecuencia de RR genéticamente homologas y heterdlogas

respecto a la infeccion inicial.

En el disefio experimental para evaluar la capacidad de citoadherencia de aislamientos

clinicos de P. vivax en un modelo placentario de células BeWo se contemplaron las siguientes

unidades de andlisis:

. Células BeWo: linea celular trofoblastica, derivada de un coriocarcinoma placentario,

preservada en su forma de citotrofoblasto (CT) y diferenciadas con tratamiento con forscolina

(50 uM) a sincitiotrofoblasto (su forma mas semejante al ambiente placentario e ideal como

modelo de estudio experimental de este tejido).

. Eritrocitos sanos (Es) (sin infeccion plasmodial) obtenidos de sangre periférica de

gestantes (n=5) y no gestantes (n=5).



. Eritrocitos infectados con formas maduras de P. falciparum (Cepa 3D7): usados en
los procesos de estandarizacion de los ensayos de citoadherencia y como controles en cada
uno de los 44 ensayos con Ei con formas maduras de P. vivax (Ei-Pv). Fuente: cultivos de la
cepa 3D7 de P. falciparum (donada por Laboratorio de Investigacion de Malaria y Vectores
del Instituto Nacional de Salud-NIH de los E.E.U.U) y mantenida bajo protocolos de cultivo
estandarizados en el Grupo Salud y Comunidad. Para todos los ensayos experimentales con
estos eritrocitos se usaron aquellos que presentaron el fenotipo adherente al recepto receptor
placentario condroitin sulfato (CSA).

. Eritrocitos infectados con formas maduras de P. vivax (Ei-Pv) obtenidos de pacientes

con malaria sin complicaciones. En total se analizaron 44 aislamientos: n=5 de gestante y

n=39 de poblacién no gestante.

9.4.3 Criterios de seleccion de pacientes con malaria vivax no complicada

Se enuncian los criterios de inclusion, exclusion y eliminacion

De inclusion:

e Gestantes de cualquier edad gestacional y no gestantes de cualquier sexo con infeccion
unica con P. vivax, segun GG y qPCR, con estado clinico no grave, es decir,malaria no
complicada, que consultaron de manera voluntaria entre los anos 2016- 2019 a los puestos
control prenatal o de diagnostico de malaria de la cabecera municipal de los municipios
de Puerto Libertador y Tierralta del departamento de Cordoba.

e Aceptar explicitamente la participaciéon en el estudio alfirmar el consentimiento o
asentimiento informado en caso de menores de edad.

De exclusion:
e Pacientes con comorbilidades diagnosticables con las pruebas para sindrome TORCHS

(toxoplasmosis, rubéola, citomegalovirus, herpes simple, VIH y sifilis).

e Pacientes que ingirieron medicamentos antimalédricos no autorizados.
De eliminacion

e Pacientes que retiraron el consentimiento.

e No gestantes que informaron en cualquier momento del estudio estar en embarazo.

e Pacientes que dejaron de acudir al menos a dos controles dentro de los 120 dias de
seguimiento.

e Pacientes que presentaran complicaciones maldricas en cualquier momento.



9.44 Recoleccion de datos y muestras

A los participantes del estudio se les aplicaron formularios estructurados, disefiados para la
investigacion, para obtener informacidn sobre variables epidemiologicas predefinidas. Los
datos y muestras fueron obtenidos por personal no médico capacitado para labores de
diagnéstico y entrega de medicamentos.

En el dia de ingreso (dia 0), se tomd una muestra de sangre periférica por venopuncion en
tubo seco con la cual se prepard lamina de gota gruesa y de extendido delgado para el
diagndstico microscdpico y circulos de papel filtro Whatman® N° 3 con aproximadamente
100 pL de sangre para el diagndstico molecular de infeccion plasmodial y la genotipificacion
parasitaria. Los papeles filtro se dejaron secar a temperatura ambiente, se colocaron
individualmente en una bolsa de cierre hermético y se almacenaron a 4 °C en los lugares de
estudio hasta su transporte a Medellin para su procesamiento(478).

A cada voluntario incluido se le hizo seguimiento para detectar recurrencias paludicas los
dias 28, 60, 90 y 120, para lo cual se tomaron muestras de sangre periférica para preparar las
laminas de GGy papeles filtro igual que el dia de ingreso. También se tuvieron en cuenta las
visitas no programadas para detectar las recurrencias, es decir, cualquier visita que el
voluntario hiciera al puesto de diagndstico de malaria en dias diferentes a los programados
(28, 60, 90 y 120) por presentar sintomas compatibles con malaria; ese dia también se
tomaron las muestras descritas anteriormente.

94.5 Consideraciones éticas

Todos los participantes y acudientes de menores de edad recibieron informacioén acerca del
estudio al que aceptaron voluntariamente participar, firmando el formato de consentimiento
informado y autorizando la obtencion de muestras bioldgicas por parte del personal
capacitado para su uso en investigacion. A los menores de edad también se les explico el
estudio y ellos confirmaron su participacion voluntaria mediante la firma del asentimiento.
El personal encargado del diagnostico y tratamiento de la malaria en cada hospital local
suministrod el tratamiento correspondiente a las personas que tuvieron diagndstico de malaria
por gota gruesa, segun lo indica el Ministerio de la Proteccion Social de Colombia(532). La
confidencialidad de la informacion se aseguré con el uso de codigos para la identificacion de
las muestras y asi garantizamos el anonimato de los sujetos de estudio. Los formularios

utilizados fueron rotulados con los codigos asignados a cada paciente y solo el personal



autorizado tuvo acceso a esta informacion. El consentimiento informado recibi6 el aval del
Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Antioquia (Medellin,
Colombia), segun consta en las actas de aprobacion 005 de 31 marzo 2016 y 012 de 23 de
agosto de 2018.

9.4.6 Diagnéstico microscopico y con qPCR de infeccion plasmodial

Ver capitulo 4

9.4.7 Analisis de microsatélites en aislamientos parasitarios
1) PCR convencional para la amplificacion de microsatélites

Los microsatélite Pv3,27: Pv3,502 y Pv1,501 se amplificaron apartir del ADN previamente
extraido del papel filtro, usando PCR convencional semianidada, segun protocolo publicado
por Koepfli et al. 2009 (380), con modificaciones en las concentraciones de MgClz, Taqg DNA
polimerasa y ADN, como se describe a continuacion: 1X de buffer de PCR (Qiagen), 3 mM
(Pv3,27) 0 3,5 mM (Pv3,502 y Pv1,501) de MgCl: (Qiagen), 200 uM de cada ANTP (Takara
Bio), 0,25 uM de cada cebador y 0,067 Ul/ pL deTaq DNA polimerasa recombinante
(Fermentas). En la primera reaccion se usaron 3 uL. de ADN como molde y en la segunda
reaccion 1 pL del producto de PCR de la reaccion primaria. Uno de los cebadores de la
segunda reaccion fue marcado con un colorante fluorescente (NED, VIC o FAM), para
posteriormente resolver el tamafio de los productos amplificados mediante electroforesis
capilar. Esta PCR involucré dos reacciones con un volumen final de 20 pL cada una. Las
condiciones de amplificacién para la primera y segunda reaccion consistieron en una
desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 95 °C, seguido de 30 ciclos de 1 minuto a 95 °C, 1
minuto a 58 °C, 1 minuto a 72 °C y el paso de elongacion finalde 15 minutos a 72 °C. La
amplificacion de los microsatélites se realizé en un termocicladorBiometra T3000 y cada
reaccion de PCR incluy6 un control negativo (con agua como moldede ADN) y un control
positivo (P. vivax-Salvador I). Cuando en alguna de las muestras no se observé amplificacion
para alguno de los microsatélites, se repitid la amplificacion diluyendo el ADN 1:5, 1:10 y
1:20. La lista de cebadores con su marca fluorescente y temperatura de alineamiento se

presenta en la Tabla 5.2.



2) Electroforesis en gel de agarosa

Se hizo electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con GelRed™ (Biotium). Se usaron 2
uL de cada producto de PCR para confirmar la adecuada amplificacion de los microsatélites.
El gel se reveld en transiluminador de luz ultravioleta para ver las bandas.Los productos de
la amplificacion se almacenaron a 4°C en oscuridad hasta su posterior analisis.

Secuencia de cebadores con su marca fluorescente y temperatura de alineamiento para cada
microsatélite

Tabla 9.4.1 Cebadores usados en la amplificacion de los microsatélites
Marcador | Cromosoma = Cebador?s
Tipo Secuencia 5° — 3’ Temp.

F (primera PCR) | TTTTTCAACTTGCTGCCCCCTG 58°C
Pv3,27 3 R CGTCATCGTCATTGCTCTGGAG

F (segunda PCR) | FAM-GGACATTCCAAATGTATGTGCAGTCG

F (primera PCR) | CCATGGACAACGGGTTAG 58°C
Pv3,502 3 R TCCTACTCAGGGGGAATACT

F (segunda PCR) | FAM-GTGGACCGATGGACCTAT

F (primera PCR) | TCCTGTAACTCCTGCTCTGT 58°C
Pv1,501 1 R CTTACTTCTACGTGCCCACT

F (segunda PCR) | NED-AATTGTAGTTCAGCCCATTG

F: cebador sentido, R: cebador antisentido, Temp: temperatura de alineamiento.

3) Electroforesis capilar

El analisis de los tamaios de los fragmentos amplificados se hizo por electroforesis capilar con
el analizador genético 3500 (HITACHI Applied Biosystems), el estandar interno GS600 LI1Z
(Applied Biosystems) y las condiciones de fabrica para microsatélites. Previo al analisis, los
productos de PCR fueron diluidos en agua Milli-Q (1:10 para el Pv3,502 y 1:20para el
Pv1,501 y Pv3,27). Los resultados obtenidos fueron analizaron en el software GeneMapper
ID-X v1.5 (Applied Biosystems) y los electroferogramas se examinaron visualmente. Los
picos por encima de 300 unidades relativas de fluorescencias (UFR) se consideraron como
verdaderas amplificaciones. Los alelos se agruparon manualmente seglin su tamafio, es decir,
teniendo en cuenta el tamafio de la repeticion de cada microsatélite, asi:grupos de 4 pb para
Pv3,27; 7 pb para Pv1,501 y 8 pb para Pv3,502(380,533). Se establecié la presencia de
multiples alelos cuando en un locus se observé mas de un pico y la altura del pico menor era

superior a 33% de la altura del pico predominante en ese locus (366).



94.8 Clasificacion de la recurrencia

Este trabajo hizo diferenciacion entre la recrudescencia y la recaida-reinfeccion (no es posible
diferenciar entre estos dos tipos de recurrencias porque el estudio se efectué en una zona
endémica para malaria donde no existen los recursos para establecer esa diferencia). La
diferencia entre recrudescencia y recaida-reinfeccion se hizo basandose en los parametros
clinicos que definen a estas infecciones (290), asi: a) recrudescencia: infecciones que
reaparecieron dentro de los 28 dias posteriores al suministro adecuado del tratamiento para
la cura de la infeccion inicial; b) recaida-reinfeccion : infecciones que se presentaron entre el
dia 29y 120, posteriores al inicio del tratamiento adecuado para la cura de la infeccion inicial.
La comparacion genética de los parasitos encontrados en los aislamientos de las infecciones
iniciales con los encontrados en las infecciones recurrentes se basd en la siguiente

clasificacion (Figura 9.4.2):

’ Parasitos
No relacionados ‘ Relacionados |
Para los tres MS todos los Ale-l # Ale-R Todos o un subconjunto de los Ale-1 = Ale-R
Parasitos genéticamente l 1

heterdlogos No hay variantes alélicas Nueva variante alélica en
diferentes en episodio episodio recurrente para al
recurrente para ningan menos uno de los

microsatélite microsatélites

| |

Parasitos genéticamente
homaélogos

Parasitos genéticamente
heterdlogos

Figura 9.4.1Clasificacion general de los parasitos pareados (infeccion inicial-infeccionrecurrente)
evaluados con los microsatélites

Fuente: realizado con datos obtenidos de (308) y (379). MS: microsatélites, Ale-I: alelos correspondientes a
la infeccioninicial, Ale-R: alelos correspondientes a la infeccion recurrente.

a) Parasitos no relacionados: los alelos detectados en los aislamientos de las infecciones
iniciales fueron todos diferentes a los detectados en las infecciones recurrentes para todos
los microsatélites evaluados (308). Por tanto, los parasitos no relacionados fueron

considerados genéticamente heterdlogos.



b) Parasitos relacionados: todos o un subconjunto de los alelos detectados en los
aislamientos de las infecciones iniciales también fueron observados en las infecciones
recurrentes(366). Por lo cual, los parésitos relacionados podian ser genéticamente
homologos o heterdlogos. Se clasificaron como homdlogos cuando no hubo variantes
alélicas diferentes en el episodio recurrente para ningin de los microsatélites y como
heter6logos cuando se observé una nueva variante alélica en el episodio recurrente para

al menos uno de los microsatélites (379).

949 Anailisis estadistico
Para el andlisis de los datos se us6 el programa GraphPad Prism v.8. En cada grupo de estudio
se evaluo el comportamiento normal de la variable continua edad y la variable discreta
parasitemia usando la prueba de Shapiro-Wilk (S-W). La prueba de Levene se uso para
evaluar la homogeneidad de las varianzas (homocedasticidad). Debido a los resultados de no
normalidad y no homocedasticidad de las variables, se usé la prueba no paramétrica U de
Mann Whitney para evaluar la diferencia entre las medianas en las variables cuantitativas. El
nivel de significacion estadistica se establecid en 0,05.
La diversidad genética de P. vivax en aislamientos obtenidos en la infeccion inicial y en la
primera recurrencia se evalu6 calculando en cada momento el numero de alelos por locus, el
alelo predominante y el porcentaje de muestras policlonales, todo ello con ayuda del
programa Microsoft Excel v.10 y la heterocigosidad esperada (He) calculada con la formula
He =[n/(n- 1)] [1 - £pi2], donde n es el nimero de alelos por locus y pi es la frecuencia del
alelo i en la poblacion.
9.4.10 Evaluacion de la capacidad de citoadherencia de eritrocitos infectados con P.
vivax aislados de sangre periférica en modelo placentario in vitro (células BeWo)
1-Fuentes de eritrocitos
Se obtuvieron eritrocitos infectados (Ei) y no infectados (Es) con Plasmodium vivax, a partir
de sangre periférica de gestantes y no gestantes. Luego del diagndstico microscopico de
malaria por P. vivax no complicada y antes de comenzar el tratamiento antimalarico, se
tomaron 8 tubos con citrato (de 3,6 ml cada uno) de sangre periférica a cada participante y
se procesaron dentro de las 24 — 48 horas siguientes a su obtencioén. Se conformaron cuatro

fuentes eritrocitarias, asi:



-Gestantes sin infeccion (controles): 5
-Gestantes con infeccion por P. vivax: 5
-Mujeres no gestantes con infeccion por P. vivax: 39

-Mujeres no gestantes sin infeccion plasmodial (Controles): 5

2-Enriquecimiento de estadios maduros de P. vivax a partir de sangre periférica

A partir de las muestras de sangre periférica obtenidas de los pacientes con P. vivax, se
procedi6 a hacer el enriquecimiento de Ei con estadios maduros de P. vivax (Ei-Pv). En
promedio, se logrd obtener un total de ~1x106 Ei-Pv, lo que permitioé que solo se llevaré a
cabo un nimero limitado de ensayos de citoadherencia.

Inmediatamente después de la recoleccion, los Ei que contenian trofozoitos y esquizontes se
separaron de las formas mas jovenes en un gradiente de Percoll al 45% (Amersham), como
se ha descrito (51) con modificaciones menores. Brevemente, después de la separacion del
plasma por centrifugacion, los eritrocitos se lavaron 3 veces y luego se resuspendieron en
medio RPMI 1640 (Sigma) hasta un hematocrito final del 10%. Luego 5 mL de esta
suspension se cubri6 con igual volumen de una solucién de Percoll al 45% (2,25 mL de
Percoll, 0,5 mL de RPMI 1640 y 2,25 mL de agua destilada) en un tubo de 15 mL. Después
de la centrifugacion, los Ei-Pv flotantes se recogieron y se resuspendieron en RPMI 1640. Se
examinaron gotas gruesas tefiidas con Giemsa (antes del enriquecimiento y después del
enriquecimiento) para determinar el porcentaje de estadios maduros.

3- Cultivo de la cepa 3D7 de Plasmodium falciparum

La cepa 3D7 de Plasmodium falciparum (donada por Laboratorio de Investigacion de Malaria
y Vectores del Instituto Nacional de Salud-NIH de los E.E.U.U) se cultivo siguiendo el
método de Trager y Jensen (534). La concentracion de estadios maduros se llevd a cabo
utilizando Percoll al 60%(535). Esta cepa se us6 como control en el proceso de
estandarizacion y ejecucion de los ensayos de citoadherencia.

4- Seleccion de fenotipos adherentes de la cepa 3D7 a CSA

Para seleccionar los parasitos de la cepa 3D7 de P. falciparum que se unen al receptor
placentario condroitin sulfato A (CSA), es decir tienen fenotipo adherente para este receptor,
se hizo la recuperacion de estos mediante incubaciones con CSA inmovilizado en frascos de
cultivo (REFERENCIA)*X . Brevemente: los frascos de cultivo se cubrieron con 100 pg/mL
de CSA (Sigma C9819) a 4°C durante la noche, se elimino el exceso de solucion de CSA 'y



se agregd una suspension de Ei con etapas maduras durante 1 hora a 37 °C con agitacion
suave. Los Ei no adheridos se eliminaron con tres lavados con RPMI y los parasitos
agregados se incubaron con eritrocitos y medio de cultivo frescos durante 24 horas,
permitiendo la ruptura de los esquizontes y la posterior invasion de nuevos eritrocitos por
parte de los parasitos adheridos a CSA. Los parasitos adherentes a CSA se transfirieron a
nuevos frascos de cultivo; este procedimiento se realizd de forma consecutiva seis veces
(364,536).

5- Cultivo de células BeWo

Las células BeWo (linea trofoblastica, derivadas de un coriocarcinoma placentario) fueron
cultivadas en frascos de cultivo celular de 25 cm2 (250 mL) con medio RPMI suplementado
con 1,2mg/mL de NaHCO3, 50pg/mL de estreptomicina, 50 UI/mL de penicilina y
enriquecido con SFB inactivado (carente de proteinas del complemento por calor a 56°C
durante 30 minutos) al 10% incubadas a 37°C en un ambiente himedo con 5% de CO2 (537).
Las células BeWWo fueron cosechadas por tripsinizacion, sedimentadas y re-suspendidas en
medio de cultivo fresco. Luego fueron sembradas en el sistema de portaobjetos para cultivo
celular con cdmara Nunc™ Lab-Tek™ II Chamber Slide™ System (en adelante camaras)
con pozos de 500ul con medio de cultivo RPMI suplementado y enriquecido con SFB
inactivado al 10%. . El nimero de células necesarias para cada experimento fue determinado
mediante el conteo directo en una camara de Neubauer (537).

6- Diferenciacion de células BeWo a sincitiotrofoblasto

Las células BeWo pueden ser inducidas a diferenciacion y fusion dentro de 48 a 72 horas por
la adicion de forskolina o AMPc al medio de cultivo(537). Durante el proceso de fusion, las
células BeWo muestran un incremento en la expresion de la mayoria de los marcadores de
sincicializaciéon como Sincitina-1, GCM-1, hCG y otros, como también una disminucién en
la expresion de moléculas de adhesion celular como la citoqueratina 7 y E-cadherina (537).
Se sembraron 103 células BelWo en un plato de 96 pozos de fondo plano, en medio RPMI-
1640 (Invitrogen Gibco, USA) con L-glutamina, suplementado con suero fetal bovino (SFB)
de Invitrogen Gibco, USA) al 10%, penicilina-estreptomicina al 1% y gentamicina al 1%
(Invitrogen Gibco, USA). Después de observar una confluencia del 60-70% en incubacion a
37°C/5% CO2, las células fueron estimuladas con forskolin (50uM) (previa realizacion de la

curva con diferentes concentraciones de forscolina, para determinar la dosis media efectora



en 50 uM de las concentraciones 0, 50, 100 y 150 uM, datos no mostrados). Para determinar
que el proceso de sincitializacion de las células BeWo fue exitoso se procedi6 a evaluar la
redistribuciéon de las proteinas sincitina 1 (como marcador de sincitiotrofoblasto) y
citoqueratina 7 (como marcador de citotrofoblasto) por inmunofluorescencia. Brevemente,
las células con y sin estimulo con forskolina (50 uM) fueron fijadas con formaldehido al
3.7% a 37°C por 30 minutos, luego lavadas con PBS 3 veces por 5 minutos, enseguida se
procedi6 a incubar con el anticuerpo anti-sincitina 1 (comercialmente denominado como
TCL-1B N-DOG]1 ®) a una dilucién 1:100 por 12 horas a 4°C.

Posteriormente, se retird el anticuerpo primario lavando 3 veces con PBS. El complejo
antigeno-anticuerpo fue detectado mediante un anticuerpo secundario fluorescente rojo
Texas anti-mouse IgG 1:100 (Invitrogen™). Como control se incubaron el anticuerpo
primario sin el anticuerpo secundario y el anticuerpo secundario sin el anticuerpo primario.
El contraste nuclear se realizd mediante tincion nuclear con el colorante Hoescht (analogo de
DAPI en una diluciéon 1:20000) por 10 minutos para luego ser lavadas 5 veces con PBS y
preservadas con medio de montaje para fluorescencia. Las imagenes fueron capturadas al
azar en el canal de fluorescencia rojo para la tincion con sincitina y FIT-C (verde) para la
inmunodeteccion de citoqueratina 7 (537). Se efecttio el andlisis de fusion celular realizando
la superposicion de las imagenes del mismo campo usando el software Imagel. El conteo de
nucleos celulares y la fusion de membrana se realizaron de manera manual siguiendo la guia
de procesamiento de imagenes del programa Imagel.

7- Ensayos de citoadherencia a células BeWo

Una suspension de Ei y ajustada a un hematocrito del 5% y parasitemia del 2%, con
predominio de formas maduras (>70% de trofozoitos y esquizontes) en medio de
citoadherencia (RPMI suplementado con suero humano al 10%) se adicion6 en cdmaras de
ocho pozos en volumenes de 300 uL por pozo, asegurando que se conservara el hematocrito
y la parasitemia de partida. En seis de los ocho pozos se adicionaron Ei y en dos pozos se
adicionaron eritrocitos sanos (Es), estos tltimos incluidos como controles negativos. Después
de 2 horas de coincubacion a 37°C, en agitacion a 90 rpm y en atmésfera de 5% CO2, 5%
02 y 90% N2 . Los eritrocitos no adheridos fueron removidos mediante el lavado de los
pozos con PBS 1X (3 veces, 300 ul con pipeta). Luego, se hizo fijacion de la lamina con

metanol, adicionando 200 uL a cada pozo durante 40 segundos y posteriormente se colored



con GIEMSA. El resultado del ensayo de citoadherencia se reportdé como el nimero
promedio (+/- SEM) de Ei adheridos en 500 ntcleos de células BeWo, determinado en dos
experimentos independientes, por recuento en magnificacion de 100X.

8- Ensayos de inhibicion de la citoadherencia

Para determinar la especificidad de CSA como un receptor de adherencia para los ligandos
presentes en los eritrocitos infectados con P. vivax se debe bloquear la interaccion de Ei con
células BeWWo mediante un ensayo de competencia con CSA soluble. Brevemente, la
suspension de Ei usada para el ensayo de adherencia es incubada con una suspension de CSA
a una concentracion final de 100 pg/mL o con medio de adherencia como control, durante

30 minutos antes del ensayo de adherencia.

9.5 Resultados

9.5.1 Evaluacion de la diversidad genética de P. vivax en aislamientos de la infeccion
inicial y larecurrencia usando tres microsatélites (Pv3,27; Pv3,502; Pv1,501).

9.5.2 Caracteristicas generales de los grupos de estudio

Participaron 41 gestantes (23 de Tierralta y 18 de Puerto Libertador) y 46 no gestantes (31
de Tierralta y 15 de Puerto libertador), para un total de 87 participantes con infeccion
exclusiva por P. vivax, diagnosticada por gota gruesa y confirmada por qPCR. Las gestantes
tuvieron promedio de edad de 21 afios (rango: 14-42 afios) (Tabla 5.3) y un promedio de
parasitemia en la admision de 6.805 pardsitos/puL (p/uL) (rango: 63-33.400 p/uL) y en la
recurrencia de 4.172 parasitos/uL (p/uL) (rango: 286-21.782 p/uL). El grupo de no gestantes
estuvo conformado por 63% (29/46) hombres y 37% (17/46) mujeres, tuvieron un promedio
de edad de 28 afios (rango: 8-84 afios) y un promedio de parasitemia en la admision de 4.508
p/pL (rango: 720-29.500 p/uL) y en la recurrencia de 6.790 parasitos/uL (p/uL) (rango:
1.150-20.530 p/uL). No hubo diferencias estadisticamente significativas en la edad
(p=0,670), ni en la parasitemia en la admision (p=0,296) y tampoco en la recurrencia
(p=0,753), entre los dos grupos. De las 41 gestantes, 22% (9/41) se encontraban en el primer
trimestre de gestacion, 54% (22/41) en el segundo y 24% (10/41) en el tercero.

El grupo de gestante alcanzé a tener 41 personas en el ingreso (momento de vinculacion al
grupo) y presentd dos recrudescencias o fallas terapéuticas (4,9% = 2/41); los 39 restantes

fueron evaluados el dia 28, cuando se establecid la eficacia del tratamiento con CQ, y se



clasificaron como éxitos terapéuticos (95,1% = 39/41). El grupo de no gestantes tuvo 46
personas en el ingreso y present6 dos recrudescencias o fallas terapéuticas (4,3% = 2/46); los
44 restantes fueron evaluados el dia 28 y se clasificaron como éxitos terapéuticos (95,7% =
44/46). El seguimiento de cada grupo hasta el dia 120 permiti6 detectar en el grupo de
gestantes 17 recaidas/reinfecciones (RR); dependiendo del denominador que se use para
calcular la proporcion, la frecuencia de primera RR fue de 41,6% (17/41) o de 43,6% (17/39).
En el grupo de no gestantes se hallaron 4 RR, para una proporcion de primera RR de 8,7%

(4/46) 0 de 9,1% (4/44).

Tabla Caracteristicas generales de los grupos de estudio

Grupos de Gestantes (n=41) No gestantes (n=46) U

estudio M-W)

Variables Min Max Mediana RIC Min Max Mediana RIC Valor p

Edad (afios) 14 42 19 17-23 8 84 21 14-43 0,670
Parasitemia dia 0 63 33.400 4.180 1.600-8.032 720 29.500 2.403 1.738-4.815 0,296
(p/nL)
Parasitemia RR 286 | 21.782 1.670 1.110-4.841 | 1.150 | 20.530 2.130 1.173-15.348 0,753
(p/nL)

Max: méximo, Min: minimo, p/uL: pardsitos/microlitro, RIC: rango intercuartilico 235-75%, RR: recurrencia, U Mann: U de Mann-Whitney
9.5.3 Diversidad genética de P. vivax por grupo de estudio y momento de infeccion
La genotipificacion de P. vivax con los microsatélites Pv3,27; Pv3,502 y Pv1,501 fue usada
para comparar el genotipo de la infeccion inicial con el genotipo encontrado en la recurrencia
en los grupos de estudio. El éxito de la genotipificacion de P. vivax dependid de la cantidad
de ADN obtenido en la extraccion y el porcentaje de inhibidores de la PCR presentes en las
muestras de ADN (sales residuales y proteinas). En las gestantes el porcentaje de éxito de
amplificacion de los tres microsatélites vari6 entre 90 y 95% en el momento de la admision
y entre 79 y 95% en el momento de la recurrencia. En el grupo de no gestantes el porcentaje
de éxito de amplificacion vari6 entre 63 y 91% en el momento de la admision y entre 83 y
100% en el momento de la recurrencia (Tabla 9.5.1).

El numero de alelos detectados para cada microsatélite vario entre los grupos de estudio. En
las gestantes se encontraron hasta 34 alelos en la admision y hasta 23 alelos en la recurrencia.
En no gestantes se encontraron hasta 26 alelos en la admision y hasta 8 alelos en la
recurrencia. El microsatélite Pv3,27 presentd mayor niumero de alelos en los grupos de

estudio (Tabla 9.5.1).



Otra caracteristica genética evaluada fue el alelo predominante, encontrandose que, en el
grupo de gestantes, no se compartian alelos predominantes entre los momentos de admisioén
y la recurrencia; sin embargo, el grupo de no gestantes si compartia alelos predominantes en
los momentos evaluados para los microsatélites Pv1,501 y Pv3,27. Entre los grupos de
gestantes y no gestantes, tanto en la admision como en la recurrencia hubo alelos que se
compartieron. Ademas, se observd un mayor porcentaje de muestras policlonales con el
microsatélite Pv3,27 en ambos grupos de estudio (Tabla 9.5.1).

La He se calcul6 para cada uno de los microsatélites evaluados en los grupos de estudio. El
grupo de gestantes y de no gestantes, presentaron mayor He en el momento de la primera
recurrencia, comparado con el momento de la admision. Por tanto, hay mayor probabilidad
de que al seleccionar al azar dos clones en el momento de la recurrencia, estos presenten
alelos diferentes (Tabla 9.5.1).

Tabla 9.5.1. Diversidad genética del microsatélite por grupo de estudio y momento deinfeccion

Admision Gestantes (n=41) No gestantes (n=46)
Microsatélite 1,501 3,502 3,27 1,501 3,502 3,27
% de éxito de amplificacion 95 90 93 63 80 91
# de alelos detectados 19 9 34 9 6 26
Alelo predominante (pb) 106 144 336 85 144 288
% de muestras policlonales 17 17 49 24 7 54
Heterocigosidad esperada (He) 0,95 0,93 0,98 0,92 0,80 0,95
Recurrencia Gestantes (n=19) No gestantes (n=6)
Microsatélite 1,501 3,502 3,27 1,501 3,502 3,27
% de éxito de amplificacion 95 79 95 83 83 100
# de alelos detectados 8 8 23 2 3 8
Alelo predominante (pb)* 120 168 288 85 128 260
368 152 288
168
% de muestras policlonales 37 11 58 0 17 33
Heterocigosidad esperada (He) 0,98 0,95 0,98 0,96 1 0,98

*En la recurrencia se observa que mas de un alelo predomina para los microsatélites Pv3,502 y Pv3,27.

9.54 Frecuencia de la primera recurrencia por P. vivax

Para conocer la frecuencia de recurrencias malaricas y su tipo se evalué por GG y qPCR, el
nimero de recurrencias ocurridas en 120 dias y se clasificaron como recrudescencias
(sucedidas entre el dia 4 y el dia 28 del seguimiento) y recaidas o reinfecciones (no
discriminadas entre si y sucedidas entre el dia 29 y el dia 120 del seguimiento).La frecuencia

total (gestantes y no gestantes) de la primera recurrencia malérica hallada en el estudio fue



de 29% (25/87), donde 16% (4/87) fueron recrudescencias y 84% (21/87) fueron recaidas o
reinfecciones. Segun el grupo de estudio, la frecuencia de recurrencia hallada en gestantes
fue 46% (19/41) y en no gestantes fue 13% (6/46). Segun el tipo de recurrencia, la frecuencia
hallada en gestantes de recrudescencias fue 11% (2/19) y de recaidas o reinfecciones 89%
(17/19); y en el grupo de no gestantes, 33% (2/6) fueron recrudescencias y 67% (4/6) recaidas
o reinfecciones (Tabla 9.5.2).

Tabla 9.5.2. Frecuencia y tipo de recurrencias malaricas

Gestante No gestante Total
(n=19) (n=6) (n=25) P ()
Tipo = Recrudescencia (en dias 4 a 28) 2 (11%) 2 (33%) 4 (16%) 0,184
Recaida-Reinfeccion (en dias 29 a 120) 17 (89%) 4 (67%) 21 (84%) 0,184
RR totales 19 (100%) 6 (100%) 25 (100%)

RR: recurrencias, y?: chi-cuadrado, P: valor P

9.5.5 Frecuencia de recurrencias genéticamente homoélogas y heterélogas respecto a
la infecciéninicial

En las gestantes, las recurrencias fueron genéticamente heterologas a la infeccion inicial en
68% (13/19) de los casos y homodlogas en 21% (4/19) y hubo un 11% (2/19) de recurrencias
que no pudieron ser clasificadas porque no se logr6 la amplificacion de los microsatélites en
alguno de los momentos de infeccion, quedando asi 77% heterodlogas (13/17) y 23%
homologas (4/17) (Tabla 9.5.3, Figura 9.5.1). Por su parte los no gestantes presentaron 67%
(4/6)de recurrencias heterologas y 33% (2/6) de recurrencias homologas (Tabla 9.5.3,
Figura 9.5.1).

Tabla 9.5.3. Porcentaje de recurrencias genéticamente homologas y heterdlogas por grupo de estudio

Gestantes No gestantes P (®»
Tipo de RR (n=17) (n=6)
Homologas 23 33 0,638
Heter6logas 77 67 0,638
Total 100 100

RR: recurrencia, ¥?: chi-cuadrado, P: valor P.
*Las gestantes presentaron 11% de recurrencias que no fueron clasificadas como homologas o heterologas,
debido a no amplificacion de los tres MS en alguno de los momentos (ingreso o recurrencia).
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Figura 9.5.1. Tipo (homdloga o heterdloga) y momento de la RR malarica en gestantes y no
gestantes

Eje Y: cada mimero es un paciente con RR maldrica; eje X: dias de seguimiento.
Gestantes: @ infeccion inicial (n=19), O Heterologa (13/19), A Homologa (4/19),
X' no evaluado (2/19). No gestantes: @ infeccién inicial (n=6), O recurrencia heterdloga (4/6),
A recurrencia homologa (2/6).

9.5.6 Evaluacion de citoadherencia de eritrocitos infectados con P. vivax aislados de
sangre periférica en modelo placentario in vitro (células BeWo)
La investigacion sobre la capacidad de citoadherencia de eritrocitos parasitados con formas
maduras de P. vivax inici6 con la estandarizacion de estos ensayos, usando eritrocitos
parasitados con formas maduras de la cepa 3D7 de P. falciparum, para la cual el fenomeno
de la citoadherencia ha sido descrito (538). Se lograron establecer los cultivos de células
BeWo (Figura 9.5.2) y su diferenciacion hacia sincitiotrofoblasto tras la estimulacién con
forskolina, lo cual se verificé por el cambio de células uninucleadas a multinucleadas (Figura

9.5.3).



Figura 9.5.2. Microfotografias de las células BeWo en cultivo

A, (élulas BeWo crecidas como citotofoblasto (células uninucleadas no diferenciadas)40X.

B. Células BeWo crecidas como sincitiotrofoblasto (células miltinucleadas y diferenciadas)40X.

(. Células BeWo crecidas como sincitiotrofoblasto (células miltinucleadas y diferenciadas) con
confluencia de 80% y coloreadas con Giemsa. [00X.
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Figura 9.5.3. Induccion de diferenciacion de citotrofoblasto a sincitiotrofoblasto en células BeWo
usando Forskolina

A. Células BeWo crecidas como citotoioblasto (células uninucleadas no diferenciadas) tratadas con
suero fetal bovino (SFB). Se muestran en circulos amarillos.

B. Células BeWo crecidas como sincitiotrofoblasto (células miltinucleadas y diferenciadas) por
tratamiento con forskolina (FK) a 50 pM. Se muestran en circulo rojo.

También fue posible determinar que el proceso de sincitializacion de las células BeWo fue
exitoso al observar la redistribucion de las proteinas sincitina 1 (como marcador de
sincitiotrofoblasto) y citoqueratina 7 (como marcador de citotrofoblasto) por

inmunofluorescencia (Figura 9.5.4).
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Figura 9.5.4. Redistribucion de las proteinas Sincitina 1 (como marcador de sincitiotrofoblasto) y

citoqueratina 7 (como marcador de citotrofoblasto) por inmunofluorescencia.

A. En las células BeWo tratadas con suero fetal bovino (SEB) al 10% hay mayor expresion de
proteinas de citoesqueleto (citoqueratina 7 como marcador de citotrofoblasto, vistas aqui en color
verde por el fruorocromo Brillant Viollet (BV) a 510 nanémetros ,nm).

B. En las células BeWo tratadas con forskolina (FK) hay mayor expresion de las proleinas sincitina
1 (como marcador de sincitiotrofoblasto), vistas aqui en color rojo por el fruorocromo Texas Red.
Los ndcleos de las células se muestran en azil por el uso del fluorocromo Hoescht (un homologo
del colorante nuclear DAPI). En ambos casos A y B se muestra una superposicion de las proteinas
con los nucleos celulares (Marge).

(. Intensidad media de fluorescencia (IMF) de citoqueratina 7 en células BeWo sin diferenciar a
sincitios (barra blanca) y células BeWo sincitializadas con forskolina 50 pM (barra negra).

Se confirm¢ la capacidad de citoadherencia de los eritrocitos infectados con formas maduras
de parasitos de la cepa 3D7 de P. falciparum, seleccionados para el fenotipo adherente a CSA
(Figura 9.5.5 A). Por otra parte, para estos parasitos se vio inhibicion significativa de la

citoadherencia en presencia de CSA soluble (rango: 16-81%; media, 42%) (Figura 9.5.5 B).
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Figura 9.5.5. Eritrocitos infectados con formas parasitarias maduras de la cepa 3D7 de P. falciparum
en los ensayos de citoadherencia a células BeWo

A. Recuadros rojos: eritrocitos iniectados con formas parasitarias maduras de la cepa 3D7 de P.
falciparum adheridos a las células BeWo. En la parte inferior se muesira el zoom de estos recuadros
y las flechas negras sefialan los eritrocitos parasitados y adheridos a las células BeWo.

B. Resultados de inhibicion de la citoadherencia de eritrocitos infectados (Ei) en ausencia (barra
negra) y presencia (barra blanca) de CSA soluble.

Los experimentos con Ei-Pv usaron muestras obtenidas directamente de pacientes con
malaria por P. vivax sin complicaciones en los municipios de Puerto Libertador y Tierralta.
En total, se analizaron 44 aislamientos (5 procedentes de poblacion gestante y 39 de
poblacion no gestante). Ninguno de los aislamientos mostrd citoadhesion al modelo

placentario de células BeWWo empleado.




Las limitaciones impuestas por la dependencia de muestras clinicas con parasitos de diversos
genotipos y de idoneidad variable para los ensayos de citoadherencia se compensaron con la
recoleccion de un nimero relativamente grande de muestras (n=44). Como controles para los
ensayos de citoadherencia se emplearon los Ei con las formas maduras de parasitos con el
fenotipo adherente de la cepa 3D7 de P. falciparum. En todos los casos, se utiliz6 un ensayo
de PCR sensible para excluir la presencia de infecciones de especies mixtas. Como paso
inicial, se evaluo la citoadherencia mediante a células BeWo. Esta linea celular no habia sido
caracterizada y validada para ensayos de citoadhesion de P. falciparum, pero en este trabajo

se confirma su utilidad.

9.6 Discusion

9.6.1 Diversidad genética de Plasmodium vivax

Los resultados de este trabajo de investigacion confirman la alta diversidad genética de P.
vivax demostrada segin ntmero de alelos, alelos predominantes, policlonalidad y
heterocigosidad esperada. La alta diversidad genética de esa especie ha sido ya
reportada(366,375,539) y se ha mostrado inclusive que es mayor a la diversidad encontrada
en P. falciparum(370,371,540,541), que es la especie que cocircula con P. vivax en los
lugares estudiados en este trabajo.

En este estudio se logro un éxito de genotipificacion mayor en el grupo de gestantes que en
el grupo de no gestantes posiblemente, debido a la mayor parasitemia que presentaron las
gestantes (6.805 p/uL), en comparacion con los no gestantes (4.508 p/uL); por tanto, una
mayor cantidad de parésitos/uL facilita la obtenciéon de mayores concentraciones de ADN,
requerido para tener el éxito en la genotipificacion. Un resultado similar fue informado en un
estudio realizado en los municipios de Puerto Libertador y Turbo, donde las concentraciones
de ADN parasitario influyeron en el éxito de genotipificacion, siendo mayor en aquellas
muestras que tenian mayores copias de ADN(542).

El alto nimero de alelos encontrados en los dos grupos puede explicarse por el elevado
nimero de contagios que se presentan en los lugares de estudio (9.083 casos de malaria no
complicada, 7.321 por P. vivax, 1.711 por P. falciparum y 51 por infecciones mixtas,
Cordoba, 2019)(135), que pueden incrementar el nimero de recombinaciones sexuales en los

vectores, desencadenando el aumento en la cantidad de alelos presentes en la poblacion(543).



Un hallazgo importante de este trabajo fue que las gestantes presentaron mas alelos, tanto en
la admisiéon como en la recurrencia, comparadas con los no gestantes; esto, muy
probablemente, es debido al mayor nimero de picaduras por mosquitos que reciben las
gestantes como consecuencia de los cambios fisioldgicos que ocurren en el embarazo como
el incremento de la temperatura corporal y de la exhalacion de didxido de carbono, asi como
del nivel de estrogenos, ademas de los cambios comportamentales como el desplazamiento
hacia el bafio en la noche por aumento en la frecuencia de la miccion, dada la presion que
sufre la vejiga con el embarazo, y que lleva a la gestante a permanecer por mayores periodos
de tiempo fuera del toldillo; por tanto, estos cambios aumentan el riesgo en las embarazadas
a tener mayores picaduras por mosquitos(544—547). Sumado a lo anterior, las gestantes
tienen mayor probabilidad de desarrollar una infeccion plasmodial, en comparacion a los no
gestantes debido a su estado de regulacion y tolerancia inmunolégica, con predominio en el
perfil de respuesta inmune Thl en el primer y tercer trimestre, y del perfil Th2 durante el
segundo trimestre(548,549). La mayoria de las gestantes en este estudio estaban en el segundo
trimestre de gestacion donde se limita la respuesta inmune del perfil Thl y aumenta la
susceptibilidad de la gestante a la infeccién plasmodial(550).

Por otra parte, no hubo alelos predominantes exclusivos de la gestacion, es decir, los alelos
detectados se compartieron entre gestantes y no gestantes; y solo en el grupo de gestantes se
observaron alelos predominantes exclusivos de la admision y de la recurrencia, es decir, no
se compartieron los alelos predominantes entre estos dos momentos. Los alelos exclusivos a
la admision fueron de 106pb, 144pb y 336pb, para los microsatélites Pv1,501, Pv3,502,
Pv3,27, respectivamente, mientras que en la recurrencia los alelos predominantes fueron
120pb, 168pb y 368pb, respectivamente. No tenemos clara la razon de esta diferencia entre
los grupos de estudio. Por otro lado, se ha informado la presencia de haplotipos exclusivos
relacionados con la recurrencia en no gestantes de regiones endémicas y no endémicas de
malaria en Colombia(315), lo cual coincide con los resultados de este trabajo.

Tanto gestantes como no gestantes presentaron alta frecuencia de infecciones multiclonales,
tanto en la admision (frecuencia promedio de infecciones multiclonales 28%) y como en la
recurrencia (frecuencia promedio de infecciones multiclonales 26%). Eso concuerda con
trabajos previos realizados en Colombia, que han informado que, en gestantes, son comunes

las infecciones policlonales por P. vivax(28,542) y con una investigacion realizada en Papua



Nueva Guinea, que encontr6 infecciones multiclonales por P. vivax, poniendo en evidencia
que las infecciones por P. vivax son complejas debido posiblemente a la recombinacion
genética parasitaria en el mosquito (Robinson et al 2015).

Es importante tener en cuenta que con el microsatélite Pv3,27 se observo el mayor porcentaje
de infecciones policlonales; estos resultados con este microsatélite concuerdan con anteriores
trabajos en Colombia que indican que este microsatélite en particular se caracteriza por ser
altamente variable(366,542). Aunque la cantidad de marcadores moleculares usados en este
estudio fue baja, esto no interfirid con la capacidad de los microsatélites usados (Pv3,27,
Pv1,501, Pv3,502) para detectar infecciones policlonales de P.vivax, pues estos
microsatélites se han caracterizado por ser polimorficos.

Otro hallazgo interesante fue que las gestantes tuvieron mas infecciones policlonales en la
recurrencia comparada con la admision, contrario a lo que se observo en los no gestantes,
que tuvieron mas infecciones policlonales en la admision con respecto a la recurrencia. Una
posible explicacion a esto es que las gestantes como no reciben PQ tienen mayores
probabilidades de presentar mas infecciones recurrentes con multiples clones comparadas
con no gestantes que si reciben PQ. Adicionalmente, estas infecciones recurrentes aumentan
la tasa de recombinacion entre diferentes clones en el mosquito y el flujo de genes por la
migracion humana(369,372,376,377), fendmeno que se presenta constantemente en
Colombia por el desplazamiento forzado de la poblacién(539) y por grupos de trabajadores
agricolas que se desplazan por el territorio. Por otra parte, un estudio realizado en Asia
encontro que las gestantes tenian mas infecciones policlonales tanto en la admision como en
la recurrencia comparadas con los no gestantes (551).

También se observd que la He fue alta tanto en gestantes (0,93-0,98) como en no gestantes
(0,80-1), con su valor mayor en la recurrencia (0,95-1) comparada con la admision (0,80-
0,98). Por tanto, hay mayor probabilidad en la recurrencia de que, al seleccionar al azar dos
clones, estos presenten alelos diferentes. Este resultado es similar al encontrado en un estudio
de Asia, que obtuvo valores altos de He tanto en gestantes como en no gestantes indicando

que los aislados de P. vivax evaluados tenian una alta diversidad genética(551).



9.6.2 Frecuencia de la primera recurrencia

Uno de los resultados interesantes de este trabajo fue que la poblacion de estudio (87 personas
en total) tuvo una frecuencia de la primera recurrencia de 29% con 120 dias de seguimiento,
contados a partir del ingreso al estudio. Las gestantes tuvieron una frecuencia de recurrencia
de 46% con 11% de recrudescencias, que corresponden a fallas terapéuticas de la CQ, y 89%
de recaidas/reinfecciones; mientras que los no gestantes tuvieron una frecuencia de
recurrencia de 13% (72% menos que las gestantes), de las cuales 33% fueron recrudescencias
(falla terapéutica de CQ mas PQ; 200% mas que en gestantes) y 67% fueron
recaidas/reinfecciones (25% menos que en gestantes). Trabajos previos en Colombia han
informado frecuencia de recaida-reinfeccion ) de 29% con 120 dias de seguimiento en
poblacion gestante(552), mientras que en poblacion no gestantes se han reportado frecuencias
de recurrencia de 18% y 24% con 180 dias de seguimiento(291,300) y de 15% con 120 dias
de seguimiento (301). Los anteriores hallazgos demuestran el aumento de recurrencias
malaricas en las gestantes comparadas con los no gestantes; posiblemente esto es debido al
no suministro de PQ a las embarazadas por el riesgo en la madre y el feto de anemia
hemolitica(553,554). Las gestantes ademas de no recibir PQ, tienen una condicion
inmunologica que las hace mas propensas a desarrollar infecciones plasmodiales (37,48).
Adicionalmente, tanto en gestantes como en no gestantes, la mayoria de las recurrencias
fueron de tipo recaida-reinfeccion ; el porcentaje de recrudescencias detectadas con GG y
qPCR posiblemente se deban a alteraciones gastrointestinales (vomito, diarrea, mala
absorcion), tratamiento antimalérico especifico incompleto o resistencia a CQ, teniendoen
cuenta que en Colombia, la eficacia terapéutica de la CQ es mayor de 96%(277,286,424,552).
9.6.3 Recurrencias genéticamente homdlogas y heterélogas a la infeccion inicial

En este trabajo se observé que el grupo total de 87 personas (gestantes y no gestantes) tenian
mas recurrencias genéticamente heterdlogas (diferentes) respecto al episodio inicial, que
genéticamente homologas (iguales). Este hallazgo se correlaciona con el alto niimero de
infecciones policlonales detectadas en los grupos de estudio, pues se ha informado que las
recurrencias heterdlogas respecto al episodio inicial son en general policlonales y ocurren
principalmente en areas endémicas de malaria (308,309).

Adicionalmente, el anterior resultado se correlaciona con lo informado en un trabajo

realizado en Turbo (zona endémica de malaria) y Medellin (zona no endémica de malaria),



que reportd aislamientos de infecciones recurrentes genéticamente diferentes a los
aislamientos de infecciones iniciales(315); por otra parte, contrasta con otro trabajo realizado
en Turbo, que reportd 93% de infecciones recurrentes por P. vivax genéticamente homologas
al episodio inicial (291); ambos trabajos fueron en poblacion no gestante.

Es probable que el alto porcentaje de infecciones recurrentes heterélogas frente a la infeccion
inicial detectadas en los grupos de estudio sea reflejo de la constante exposicion que tiene la
poblacion a las picaduras del vector infectado con P. vivax, ya que esto influye en la cantidad
de hipnozoitos que se acumulan en el higado del hospedero, como también, puede ser el
reflejo del aumento en la transmision de la infeccién por P. vivax en las areas de estudio
como consecuencia, posiblemente, de inadecuados programas de control de la malaria vivax
o la ausencia de ellos.

9.6.4 Diversidad genética y citoadherencia plasmodiales

La alta diversidad genética de P. vivax y las infecciones policlonales observadas en este
trabajo también han sido reportadas en otros estudios(366,375,539). Esta diversidad hace que
las infecciones por P. vivax sean mas complejas genéticamente, es decir, que sea mayorla
recombinacion genética del parasito en el mosquito(372,377), posiblemente debido a la
migracion de personas infectadas con P. vivax, como se ha reportado en otro trabajo, que
describe como esta migracion conecta zonas que tienen pardsitos altamente diversos y
restaura poblaciones parasitarias subdivididas (555); lo cual dificulta el éxito de las
intervenciones de control y eliminacion de la malaria. Adicionalmente la alta diversidad
genética de P. vivax podria afectar el adecuado desarrollo de la respuesta inmune protectora
en las gestantes y desencadenar efectos adversos en los desenlaces obstétricos maternos y
neonatales.

En este trabajo, las gestantes presentaron mas recurrencias malaricas comparadas con los no
gestantes, debido posiblemente a la imposibilidad de administrarles PQ por el riesgo en la
madre y el feto de desarrollar anemia hemolitica, cuando hay deficiencia de glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa(553,554,556). La monoterapia con CQ tiene muy alta eficacia para curar el
ataque agudo de malaria vivax en gestantes y no gestantes, sin embargo, urge obtener un
hipnozoitocida para prevenir las recurrencias tipo recaidas y asi reducir la alta frecuencia de

infecciones recurrentes en gestantes.



Adicionalmente, tanto en gestantes como en no gestantes, la mayoria de las recurrencias
fueron de tipo recaida-reinfeccion y genéticamente heter6logas (diferentes) a la infeccion
inicial. Estos resultados coinciden con otro trabajo realizado en no gestantes, que encontrd
infecciones recurrentes genéticamente diferentes a la infeccion inicial (315). Estas infecciones
heterdlogas sugieren que la poblacion de estudio tiene una exposicion constante a la picadura
del vector infectado con multiples clones P. vivax y un aumento en la transmision de la
infeccion. Es importante tener en cuenta que las actividades antropicas como la
deforestacion, son uno de los factores que favorecen la presencia y el aumento de los vectores
en una region, afectando la dindmica de transmision de la malaria (557).

No fue posible evaluar la relacion entre el genotipo parasitario en la admision y la primera
recurrencia con el perfil de mediadores inmunes, lo cual debe afrontarse en futuras
investigaciones, ya que existen estudios que informan la existencia de diferencias entre los
niveles de mediadores inmunes en la recurrencia, segiin sea, genéticamente homologa o
heter6loga al episodio inicial(379,525).

Por otra parte, aunque los aislamientos parasitarios procedentes de sangre periférica de
poblacion gestante y no gestante no mostraron capacidad de citoadherencia al modelo
placentario de células Belo bajo las condiciones experimentales empleadas, no se descarta
que dicha capacidad pueda darse in vivo en el tejido placentario y se hace necesario adelantar
mas investigaciones en las que se puedan probar otras condiciones experimentales, como por
ejemplo incluir una fuente de eritrocitos infectados procedentes de la placenta y un modelo

placentario con explantes de este tejido.

9.7 Conclusiones

Los parasitos de P. vivax presentes en infecciones iniciales y recurrentes en gestantes y no
gestantes que residen en los municipios de Puerto Libertador y Tierralta, Cordoba, tienen alto
numero de alelos y alta heterocigosidad esperada, y con alta frecuencia son policlonales.
Estos resultados sugieren que esos parasitos son altamente diversos, debido a las
recombinaciones genéticas del parasito dentro del vector, aumenta su probabilidad de
sobrevivir a cambios ambientales y posibilita su adaptacion a diferentes hospederos humanos
y anofelinos. Ademas, la alta diversidadgenética podria afectar el desarrollo de inmunidad

protectora eficaz, lo que puede tener efectos adversos en los desenlaces obstétricos maternos



y neonatales. Esto plantea la necesidad de fortalecer las acciones de prevencion de la malaria
vivax en las gestantes, que no reciben tratamiento hipnozoitocida, mediante la busqueda activa
de infeccion durante la consulta prenatal mensual; medida que debe fortalecerse paraprocurar
que se haga desde el primer trimestre de embarazo, se mantenga hasta el parto y se aumente
el nimero de controles prenatales; aspectos que, segun lainformacion disponible, son
deficientes ahora en las regiones estudiadas. Adicionalmente, las intervenciones de control
dirigidas a la malaria en estos municipios deben ser especificas de especie y sostenidas en el
tiempo, para asi, prevenir la morbimortalidad en la poblacion.

La frecuencia de recurrencias maldricas es mayor en gestantes comparadas con no gestantes,
residentes en Puerto Libertador y Tierralta, dado que no reciben PQ. Urgenlas investigaciones
que permitan implementar tratamiento hipnozoitocida seguro durante la gestacion, para
prevenir las recurrencias tipo recaida en gestantes. Por otraparte, los genotipos de P. vivax
presentes en las infecciones recurrentes en gestantes son en su mayoria genéticamente
heter6logas (diferentes) a la infeccion inicial, lo que refleja una alta exposicion a la infeccion
plasmodial, ya que esto influye en la cantidad de hipnozoitos que se albergan en el higado.
Se requiere que las intervenciones de control de la malaria vivax tengan como objetivo
prevenir y reducir al minimo las infecciones recurrentes.

Los aislamientos parasitarios procedentes de sangre periférica de poblacion gestante y no
gestante no mostraron capacidad de citoadherencia al modelo placentario de células BeWo
bajo las condiciones experimentales empleadas. Sin embargo, se hace necesario adelantar
mas investigaciones en las que se puedan probar otras condiciones experimentales, como por
ejemplo incluir una fuente de eritrocitos infectados procedentes de la placenta y un modelo

placentario con explantes de este tejido.
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10 En procura de una Discusion integradora

En este trabajo se plantearon tres grandes areas para investigar: Clinica, Inmunidad y
Tratamiento de la MG; Histopatologia y Expresion de genes asociados a mediadores de
procesos fisioldgicos en placenta; Genética y Citoadherencia de P. vivax. Cada uno de los
temas en cada area se abordd6 minimamente. El reto ahora es tratar de desarrollar una
discusion que integre 4reas y temas, tanto en funcion de los resultados obtenidos como en
funcion de la informacion disponible en el plano mundial.

Un resumen de los resultados conseguidos es el siguiente:

Ataque agudo y RR: Ataque agudo y RR:
v Mediadores proinflamacion: altos niveles en MGV v Cuadro clinico “clasico™
MGV+ (d.e.s. vs. no infeccion). v m-CQ: eficacia 95% para ataque agudo.
v' Mayores niveles en Ataque ag. que RR. Clinica v 1. RR:33% en 120 d. tras m-CQ
v" Acvs. MSP1-19 y Phist: més alta prevalencia . V' Gestantes y no gestantes predominan RR
en ataque agudo en gestantes y no gestantes Inmunidad heterdlogas vs homélogas: 3,3:1 y 2,0:1,0.
queenRR Tratamiento v MGV y MPV causan intensa $ IGF-1y
granfHIG1a -> Posible compromiso del
desarrollo feto-placentario.
MPY reduce:

*  mayor en gestantes,

*  mayor en ataque agudo ,

»  alta frecuencia de infepiones policlonales (sin
diferencia por gestaéion).

1 sis, Calcificaciones, Hemorragias,
Nodos sincitiales, CID,, CIEV

Pardsito MPV
Genética P | Histopatologia
Citoadherencia -\ Mediadores

Figura 10.1. Resumen grafico de los resultados

Para empezar senalemos el problema del diagnostico (GG vs. qPCR), o sea, en el fondo, el
problema de las infecciones microscopicas y submicroscopicas, asi como el otro de las
infecciones sintomaticas y asintomaticas. En un interesante articulo sobre P. vivax, J.K. Baird
senald que “la perspectiva clinica global del Norte [asi se refiere a la vision europea y
norteamericana del asunto] centra la atencion en el ataque agudo, pero en las zonas endémicas
del Sur [Asia y América Latina y del Caribe] la patencia (expresion clinica) de la malaria es
el estado excepcional de infeccion; aqui son los reservorios silenciosos los que dominan: las
infecciones sanguineas subpatentes (no manifiestas, no demostrables) y las infecciones
hepaticas latentes (no manifiestas). Puede haber una gran complejidad en la subpatencia, con
compartimentos extravasculares de infeccion mas alld de la sangre periférica, que ha sido la
ventana a través de la cual siempre hemos visto la malaria... El principal desafio técnico para
eliminar la malaria no es diagnosticar y tratar personas enfermas de malaria, sino el manejo
de las personas que no estdn gravemente enfermas sino que tienen una infeccion leve y
cronica, capaz de infectar los mosquitos”(468). Para nosotros eso significa que, minimo, no
podemos seguir esperando que lleguen los enfermos, sino que hay que salir a buscar a estos
y a los asintomaticos.



El cuadro clinico observado (sintomas, signos, laboratorio) fue el que se refiere en forma
repetida por estudios en Colombia y en la literatura mundial, tanto en gestantes de este
pais(57) como en no gestantes(558).

En cuanto a la anemia y la trombocitopenia hallada en las mujeres con MGV conviene anotar
algo que hace poco se expresod sobre moléculas asociadas a anemia y trombocitopenia en
pacientes con malaria por P. vivax, elaborada a partir de una investigacion en la misma region
del sur de Cordoba donde hicimos el estudio nuestro: “Se concluye que:

a) La trombocitopenia puede estar dada por mecanismos multifactoriales, tales como la
fagocitosis potenciada por la inflamacion causada por el INFy y la IL-6, asi como también
por el desarrollo de autoanticuerpos contra fosfatidilserina, los cuales pueden influir en la
destruccion de plaquetas ya sea por la fagocitosis o la activacion de la via clasica del
complemento.

b) La anemia puede ser una consecuencia de la opsonizacion de globulos rojos
parasitados como no parasitados por anticuerpos anti-fosfatidilserina que pueden generar un
mecanismo de destruccion por fagocitosis o por la via clasica del complemento.

C) Se demostr6 que los pacientes con malaria que no desarrollaron alteraciones
hematologicas tenian altas concentraciones de TGF-Bf1 respecto a aquellos que tuvieron
anemia o trombocitopenia (p<0,05), sugiriendo esto un efecto antiinflamatorio eficaz”(559).
Los desenlaces adversos de MAE se hallaron en este trabajo, excepto anemia, mayor en
gestantes. En otros trabajos en esa region con muestras relativamente pequefias también
estuvo ausente la diferencia significativa para esos desenlaces entre presencia y ausencia de
malaria gestacional. Esta situacion difiere de otros estudios en igual region, los cuales han
referido diferencias significativas en promedio del peso neonatal, frecuencia de bajo peso al
nacer y de malaria congénita(3,4,31,251,560). Quizas el reducido tamafio de los grupos
comparados en la presente investigacion influya en tal comportamiento, porque esas
diferencias solo pudieron establecer de manera convincente en revisiones (andlisis
agrupados) que lograron incrementar el nimero de unidades de analisis.

Algo importante de sefialar en los resultados de este trabajo es la muy elevada eficacia (95%)
de la m-CQ para curar el ataque agudo de malaria vivax en las gestantes evaluadas, lo cual
coincide un informe previo(301) y con la misma eficacia en personas no gestantes(286,561).
Esto aporta una relativa tranquilidad pero a su lado aparece la enorme carga de recaidas de
esa enfermedad por no poder usar la primaquina, el unico medicamento con amplia
disponibilidad para prevenir esa situacion.

Sefiald Baird varios puntos clave sobre el tratamiento de la malaria vivax, asi: 1) Falta de
comprension de como estos compuestos realmente matan a los hipnozoitos latentes en
pacientes que pueden recibirlos de manera segura: es el principal problema. Y agregd que el
asalto al reservorio de hipnozoitos requerird herramientas que realmente funcionen; es decir,
combinaciones de esquizonticidas e hipnozoitocidas sanguineos de seguridad y eficacia
optimizadas y validadas. i1) Al esforzarnos por mitigar el riesgo de dafio a pacientes con
deficiencia de G6PD desconocida, hemos aplicado dosis consistentemente bajas para una
buena eficacia, tanto en el uso de primaquina como de tafenoquina, agregando que hay
susceptibilidad intrinsecamente variable a 8AQ por los clones de P. vivax (562).

Pensamos que todo esto hace mas urgente la necesidad de establecer en Colombia el uso del
tratamiento intermitente preventivo en gestantes (TIP-g) con, por ejemplo,
dihidroartemisinina-piperaquina, que si bien no evita la recaida porque no actia sobre los
hipnozoitos, si puede evitar o atenuar efectos sobre la salud materna y neonatal, como
anemia, reduccion del peso del recién nacido, etc.



Las recurrencias tipo recaidas (RR) que se hallaron fueron predominantemente heterdlogas;
un estudio previo en no gestantes en la misma region del presente trabajo hall6 algo similar:
predominio de las RR heter6logas(315). Se ha dicho que las primeras recaidas de P. vivax en
la vida suelen ser genéticamente homologas, mientras que la recaida en adultos puede deberse
a la activacion de hipnozoitos latentes heterélogos adquiridos de inoculaciones
anteriores(296) . Otros autores han sefialado que “la alta tasa de alelos de baja frecuencia
observados tanto en infecciones primarias como recidivantes, junto con la variacion temporal
en los alelos predominantes, podria ser la fuente de la activacion de hipnozoitos heterdlogos
informados. Nuestros hallazgos [los de De Aratijo y colaboradores] complican el concepto
de activacion heterdloga, sugiriendo la participacion de mecanismos indeterminados basados
en factores ambientales o del hospedero en la activacion simultanea de multiples clones de
hipnozoitos”(309). En relacion con esta anotacidon anterior, hay que sefalar que en este
trabajo se hall6 una muy alta diversidad genética de P. vivax, mayor en gestantes que en no
gestantes y mayor en el ataque agudo que en las RR, lo cual, segiin esos autores, podria
contribuir a las RR heterologas.

El promedio de infecciones policlonales para los tres microsatélites en el ataque agudo es
igual en gestantes que en no gestantes (media: 28%), pero en la RR es mayor en las gestantes
(media: 35%) que en no gestantes (media: 17%). Surgen con estas observaciones las
siguientes preguntas: ;Cudl(es) es(son) la(s) causa(s) de este comportamiento?

LA qué se debe la mayor diversidad genética de P. vivax en las gestantes? ;Tendra relacion
con su inmunidad modificada respecto a las no gestante?

En el presente estudio no se evaluaron haplotipos (agrupacion fisica de variantes gendmicas
(o polimorfismos) que tienden a heredarse juntas), pero en la misma region otros solo
detectaron el haplotipo 31 en regiones endémicas (Urabd) y no endémicas (Medellin), en
forma independiente de la infeccion primaria o la RR, y los haplotipos 26, 31 y 33 fueron
exclusivos en las RR(315).

Parece de mucho interés resaltar que el seguimiento de 120 dias para detectar la primera RR
fue suficiente para conocer minimo 87% de ellas, lo cual reduce en 60 dias (33%) tal
vigilancia, comparada con el protocolo OMS aplicado, que indica 180 dias. Este tiempo
representa un enorme ahorro monetario en los costos de investigacion de los pacientes, asi
como reduccion de las dificultades propias de esa tarea.

La infeccion gestacional y placentaria por P. vivax modula la expresion y la secrecion de
mediadores de procesos fisioldgicos placentarios y todos ellas estan significativamente mas
aumentados en gestantes que en no gestantes y mas elevados en el ataque agudo que en la
recaida. Algo similar sucedi6 con los mediadores asociados con el desarrollo feto-placentario
IGF-1 e HIF-1a, que tienen fuertes alteraciones. La literatura disponible que conocemos no
informa nada sobre como se producen estos cambios y cual es su significado.

Nuestros datos muestran que los mediadores proinflamatorios dominan en MGV. Pensamos
que los mediadores antiinflamatorios pueden frenar la inflamacion excesiva y evitar
desenlaces adversos. Se sabe que en Monteria, “el tratamiento dado a los pacientes con P.
vivax hospitalizados contribuye a la recuperacion de la homeostasis de las citocinas y
quimiocinas estudiadas...”(563) .

La medicion de los anticuerpos (inmunoglobulinas especificas) contra 13 antigenos de P.
vivax no arrojo informacion clara y precisa que pueda entenderse. Solo los anticuerpos contra
MSP1-19 (al parecer involucrados en interacciones iniciales entre el parasito y los eritrocitos)
y Phist (parecen involucrados en remodelacion de la célula hospedadora) aparecieron en 70-
95% de las mujeres de los tres grupos (gestantes y no gestantes, ambas en el ingreso al estudio



cuando tenian malaria vivax y gestantes en el momento del parto), sin diferencia importante
en la prevalencia entre anticuerpos contra uno u otro antigeno. Consideramos que el nivel de
anticuerpos debe evaluarse en funcién del momento cuando sucede infeccion plasmodial y
del tiempo de gestacion.

Esté bien establecido que las gestantes tienen un mayor riesgo de infeccion por P. falciparum
en comparacion con las personas no embarazadas y los datos epidemiologicos limitados
sugieren que el riesgo de P. vivax también aumenta con el embarazo. El riesgo de P.
falciparum disminuye con los embarazos sucesivos debido a la adquisicion de inmunidad a
los embarazos especificos. Pero, a pesar de disminuciones similares en el riesgo de P. vivax
con embarazos sucesivos, existe una escasez de evidencia de inmunidad especifica contra P.
vivax(258). Aqui vale sefialar que en la region de nuestro estudio hace falta investigar con
profundidad la relacion entre numero de embarazos, frecuencia de MAE y presencia y nivel
de anticuerpos contra PvMSP-119, antigenos PvMSP-1NT, PvMSP-3a y PvMSP-9NT, de
los que se ha dicho que protegen de infeccion por P. vivax(564). Poco se sabe acerca de como
los anticuerpos median la proteccion contra la malaria, pero se cree que actuan limitando
replicacion en estadio sanguineo para evitar la parasitemia de alta densidad(565).
Los mecanismos detras de la adquisicion mas rapida de inmunidad a P. vivax comparado con
P. falciparum eran pobremente comprendidos(566) y asi continllan. Se sabe que las
respuestas inmunitarias innatas que se inician en respuesta a la infeccion por malaria juegan
un papel clave tanto en el desarrollo de inmunidad protectora y patogenia(567). Infecciones
por P. vivax asociadas con la inmunidad clinica son comunmente informado incluso en
entornos de baja endemicidad, como la mayoria de los Cuenca Amazdnica. Las infecciones
pueden resolverse espontaneamente, pero las poblaciones en regiones endémicas tienen
infecciones recurrentes en la edad adulta debido a la recaida de formas latentes (hipnozoitos)
o reinfeccion de nuevas cepas. Muchas de estas parasitemias asintomdticas son
subpatentes(568). La exposicion a infecciones repetidas da como resultado una inmunidad
parcial adquirida de forma natural. La inmunidad estéril rara vez se desarrolla, por lo que las
poblaciones en las regiones endémicas continuan portando parasitemias de bajo grado hasta
la edad adulta que pueden detectarse mediante amplificacion de acido nucleico 68 y forman
un reservorio silencioso que desafia la malaria esfuerzos de eliminacién(569). La historica
recomendacion de la OMS en 2021 de la vacuna RTS,S/ASO1 contra P. falciparum puede
revitalizar la lucha contra esta enfermedad. Se recomienda la administracion generalizada de
la vacuna antipaladica RTS,S/ASO1 (vacuna RTS,S) a la poblacion infantil del Africa
Subsahariana y de otras regiones donde su transmision es moderada o alta. En el caso de P.
vivax la esperanza, aunque existe, estd mas lejos, como casi todo lo que tiene que ver con
esta especie.

(Existe alguna relacion entre los cambios histopatologicos y los cambios en los niveles de
expresion de genes asociados a mediadores fisiologicos en la placenta? La evaluacion
mediante la correlacion de variables (cambios histopatologicos y mediadores) apenas pudo
hallar cinco que fueran significativas, cuatro de las cuales estan en el grupo “placentas de
mujeres con MGV en ingreso y negativas para Plasmodium en parto” (grupo 1). Asi, no fue
posible avanzar en el analisis de estas correlaciones. Este tema es de gran interés en la teoria,
pero los estudios sobre el mismo estan reducidos a los trabajos que ha publicado el grupo
“Salud y Comunidad-César Uribe Piedrahita” de la Universidad de Antioquia en
Medellin(570,571).



Conocemos, ademas, un andlisis factorial que se hizo sobre estas correlaciones en 44
placentas sanas. Dicen los autores que el andlisis factorial permitié identificar dos
componentes principales. El componente 1 agrupd dos mediadores en sangre periférica
materna (INFg, TNF) y 12 eventos: aterosis, edema, infarto, vellosidades, capilares,
capilares/vellosidades, hemorragia, calcificaciones, células inmunitarias en vellosidades y
CD+8, CD+14 y linfocitos CD+68. El componente 2 agrup6d 9 eventos con coeficiente A
positivo: nodulos sincitiales, depositos fibrinoideos, trombos, infiltrados celulares inmunes
en la decidua y espacio intervelloso, FasL, Fas, CTLA4 e IL4 en sangre periférica materna.
Las 13 variables restantes del componente 2 presentaron coeficiente A negativo: linfocito
CD+4, los mediadores HIF1-a, VEGF, VEGF-R, Cox1, Cox2, IL2, IL10, IL4, TGF-B, y en
sangre periférica materna: mediadores IL2, IL10 y TGF-B (Cardona-Arias JA, Carmona-
Fonseca J. Interaction of histological events and physiological mediators in healthy term
placentas: an approach with a factorial model. In publication process. Comunicacion
personal). Por otra parte, en 179 placentas sin infeccion plasmodial y 87 con MP (53% P.
vivax y 47% P. falciparum), evaluadas en su histologia y mediadores como los descritos,
Carmona & Cardona hallaron abundantes correlaciones lineales bivaridas significativas en
cada grupo (sanas, MP vivax, MP falciparum), con importantes diferencias entre los tres
grupos(571); en ese informe no se refirid ninguna aproximacioén con andlisis factorial, pero
lo mas probable es que si se hace aparezcan asuntos de gran interés.

Hay que advertir que un analisis de correlacion y el posterior analisis factorial no establecen
asociacion causal, pero no por ello dejan de ofrecer una perspectiva muy util para entender
la asociacion entre el grupo de variables cuantitativas que se evalia.

Se afirmo por parte nuestra que se requiere conocer el papel de los genes vir en la patogénesis
de la malaria por P. vivax y que sus funciones importantes podrian incluir la evasion de la
respuesta inmune por la variacion en las proteinas que codifican y expresadas en la membrana
del eritrocito infectado para la adherencia a diferentes tejidos, similar a lo que ocurre con los
genes VAR de P. falciparum(316-318).

Dicen Ozarslan & Gaw que para la MP por P. falciparum, se cree que la patologia subyacente
de los resultados adversos del nacimiento se deriva de la acumulacion de eritrocitos
infectados por Plasmodium en los espacios intervellosos de la placenta, lo que interfiere con
el intercambio materno-fetal, estimulando las respuestas inmunitarias inflamatorias y la
alteracion de la regulacion de las vias angiogénicas(572), tal como lo proponen otros
autores(573). De acuerdo con Ozarslan & Gaw 2021, varios grupos de investigacion han
avanzado hacia la comprension de los mecanismos de como la infeccion por malaria afecta
el desarrollo vascular placentario(574). Antes, se hallé que la restriccion del crecimiento fetal
en el contexto de la malaria placentaria se asoci6 con la activacion del complemento C5a, a
través de la alteracion de la regulacion de la angiopoyetina 1 (Ang-1) y la angiopoyetina 2
(Ang-2), dos moduladores del desarrollo vascular(353) . El equilibrio no regulado entre Ang-
1 y Ang-2 se ha asociado con resultados adversos del embarazo, incluida la restriccion del
crecimiento fetal y la preeclampsia(575,576).



Un reciente informe sobre alteraciones de la histologia placentaria en funcion de la especie
asociada(571) (senala que se examinaron 179 placentas sin MP y 87 con MP (53% P. vivax
y 47% P. falciparum), asi (d.e.s.: diferencia estadisticamente significativa):

En parto: sin MP MP-V MP-F Nota

Anemia 25% 60% 44% - hay d.e.s. de MP-V con otros 2 grupos
Peso neonatal 32924394 28414239 2957+352 - hay d.e.s. de MP-V con “sin MP” pero
(gramos) no con MP-F

Caracteristicas histologicas placentarias, 5 clases de células CD+ y mediadores en placenta:
hay d.e.s. entre sin MP y MP-V, pero no entre MP-V y MP-F. Concluyen los autores que no
parece haber duda del papel patdégeno de P. vivax en MG y MP y los datos sugieren poder
patdgeno similar a P. falciparum.



11 Conclusiones generales

Se logra confirmar que el problema de la infeccion gestacional, placentaria y
congénita por P. vivax en esta zona de Colombia es mucho mas frecuente de lo que
se habia anticipado y demuestra la necesidad de implementar métodos de diagndstico
mas sensibles y de disefiar estrategias de investigacion que permitan esclarecer la
relevancia clinica de las infecciones plasmodiales submicroscopicas durante la
gestacion y el parto.

Se pudo establecer que la monoterapia con cloroquina conserva muy alta eficacia
para curar el ataque agudo de malaria vivax en malaria gestacional en Colombia, y
continla como buena opcidn para el tratamiento de la fase aguda.

Debido a la elevada frecuencia de RR en mujeres con MGV (33,3%), se requieren
estudios que evaluen alternativas terapéuticas en MGV, es urgente y necesario
disponer de medicamentos o procedimientos que reduzcan ese altisimo riesgo.
Nuestros datos demuestran un aumento evidente de TNF y una relacion con la
inflamacion y su misma regulacion, 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.

Todas las mujeres con MGV presentan titulos IgG de moderados a altos frente a
todas las proteinas recombinantes de P. vivax, excepto para los péptidos sintéticos.
Este estudio proporciona una fuerte evidencia de alteraciones concordantes en el
compartimento placentario a nivel histologico y de expresion de mediadores de
desarrollo fetoplacentario con la malaria placentaria vivax y la inflamacion asociada,
que tienen el potencial de comprometer la distribucioén de nutrientes al feto y pueden
desempefiar un papel central en el desarrollo de BPN, en embarazos afectados por
esta especie plasmodial.

Los resultados de este trabajo de investigacion confirman la alta diversidad genética
de P. vivax demostrada segin nimero de alelos, alelos predominantes, policlonalidad
y heterocigosidad esperada.

Por otra parte, no hubo alelos predominantes exclusivos de la gestacion, es decir, los

alelos detectados se compartieron entre gestantes y no gestantes; y solo en el grupo



de gestantes se observaron alelos predominantes exclusivos de la admision y de la
recurrencia, es decir, no se compartieron los alelos predominantes entre estos dos
momentos.

Los aislamientos parasitarios procedentes de sangre periférica de poblacion gestante
y no gestante no mostraron capacidad de citoadherencia al modelo placentario de
células BeWo bajo las condiciones experimentales empleadas. Sin embargo, se hace
necesario adelantar mas investigaciones en las que se puedan probar otras
condiciones experimentales, como por ejemplo incluir una fuente de eritrocitos
infectados procedentes de la placenta y un modelo placentario con explantes de este

tejido.



12 Fortalezas y debilidades del estudio

12.1 Fortalezas

e La aproximacion multifacética al problema en las gestantes (evaluar la diversidad
genética en admision y recaida; medir la frecuencia de recurrencias genéticamente
homologas y heterdlogas.

e Usar un abordaje integral sobre el problema de la malaria gestacional por P. vivax,
orientdndose a la comprension de algunos aspectos biologicos, clinicos y
epidemioldgicos, ademds de aspectos moleculares y genéticos propios del pardsito
que ayuden a una mejor comprension de los procesos fisiopatologicos asociados con
esta especie.

e Contar con un grupo control bien definido: unidades negativas para Plasmodium
definidas asi con una técnica altamente sensible y especifica, como la qPCR; este
grupo se definid seglin los exdmenes prenatales que permitieron descartar presencia
de TORCHS y VIH, eclampsia y preeclampsia, sin diabetes, aunque no puede
descartarse la presencia de pardsitos intestinales y desnutricion, cuya influencia en la
histologia placentaria y en el comportamiento de los marcadores estudiados no la
conocemos.

e FEl estudio se hizo en lugares de la region colombiana que mas endemia tiene de
malaria, lo cual implica que los hallazgos del trabajo podrian ser representativos no
solo de la poblacion de mujeres de tal region, sino, en general de lo que sucede en
Colombia. Ademads, todos los grupos del estudio fueron comparables segin
caracteristicas demograficas como las evaluadas (edad, tiempo de residencia en zona
endémica, gestaciones previas, edad gestacional, entre otras).

e Se us6 un protocolo de analisis histologico que fue sometido a prueba en forma
exitosa en otros trabajos del grupo de investigacion y que permitio obtener resultados
reproducibles al ser usado por otros individuos entrenados en dicho analisis.

e Se explord por primera vez, en un modelo celular trofobléstico, el fenémeno de la

citoadherencia con aislamientos clinicos de P. vivax.



12.2 Debilidades

e Fl tamafio de muestra relativamente pequefio, la baja cantidad de mediadores
asociados con el desarrollo fetoplacentario, y desconocer si los participantes del
estudio tenian malnutricion (desequilibrio de nutrientes de una persona, ya sea por la
deficiencia o el exceso de la ingesta caldrica) o infecciones (como parasitos
intestinales) que estuvieran modulando la respuesta inmune del hospedero para evitar
su eliminacion.

e En los ensayos de citoadherencia se reconocen como debilidades el no contar una
fuente de eritrocitos infectados procedentes de la placenta, el no incluir un grupo
control de aislamientos de P. falciparum procedentes de la zona de estudio y la
carencia de un modelo placentario con explantes de este tejido.

e [Lamayoria 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. Ademas, es claro que la informacion de los registros clinicos no tiene el
grado de control deseable en una investigacion.

e 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 submicroscopica). Es importante conocer los
niveles de cada proteinas tanto de las citoquinas como de los diferentes marcadores

analizados en este trabajo



13 Perspectivas para trabajos futuros

Las perspectivas de futuras investigaciones, sobre la base de los resultados obtenidos en el
presente trabajo, podrian orientarse en las siguientes direcciones:

e Estudiar el problema de la MGV vy sus recurrencias en una cohorte mas grande

e Identificar genotipos de las poblaciones parasitarias de P. vivax que se relacionen con
el evento de la recaida para aportar a una mejor comprension de la biologia del
parésito y ayudar a definir estrategias de intervencion mas adecuadas para limitar el
problema.

e Usar modelos de explantes placentarios para seguir explorando el fenomeno de la
citoadherencia en P. vivax.

e Ampliar el nimero de mediadores asociados con el desarrollo fetoplacentario a
evaluar durante la malaria gestacional y placentaria por P. vivax y medir ademas sus

niveles proteicos.



14 Anexos

Anexo 1. Municipios que conforman la region Uraba antioquefio-Cuencas altas de los

rios Sini y San Jorge en Coérdoba-Bajo Cauca antioquefio
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Antioquia

Uraba

1. San Juan de Uraba

2. Necocli

3. Arboletes

4. Turbo

5. San Pedro de Uraba

6. Apartadd

7. Carepa

8. Chigorodé

9. Mutata

10. Murindo

11. Vigia del Fuerte

Cauca

12 Taraza

13. Caceres

14. Caucasia

15. Nechi

18. Zaragoza

19. El Bagre

Nordeste

17. Anori

20. Segovia

21. Remedios

Norte

16. Valdivia

Cordoba

1. Valencia

2. Tierralta

3. Montelibano

4. Puerto Libertador




Anexo 2. Formulario de Consentimiento Informado

Universidad de Antioquia
Facultad de Medicina
Grupo Salud y Comunidad-César Uribe Piedrahita

Formulario de Consentimiento Informado
Titulo de la investigacion: Caracteristicas clinicas, epidemiologicas y fisiopatologicas de la infeccion
gestacional y placentaria por Plasmodium vivax: efectos en la morbimortalidad materna, fetal y
neonatal en el noroccidente de Colombia
Entidades que respaldan y patrocinan la investigacion: Universidad de Antioquia y Colciencias
Investigadores: Amanda Maestre B. (Médica)' Jaime Carmona F. (Médico)', Stephanie K. Yanow
(Bidloga)’, Adriana M. Correa B. (Bacteridloga)', Maria Fernanda Yasnot (Bacteriéloga)?, Catalina
Alvarez Larrota (Bacteriologa)' Carlos Castro Cavadia (Bacteriologo)' Olga Maria Agudelo Garcia
(Bacteriologa)'
! Grupo Salud y Comunidad-César Uribe Piedrahita. Universidad de Antioquia.
2 Grupo de Investigaciones Microbioldgicas y Biomédicas de Cordoba. Universidad de Cordoba
3 Provincial Laboratory for Public Health
Lugar de ejecucion de la investigacion: municipios de la region de Uraba-Bajo Cauca-Altos Sint
y San Jorge
Direccién y teléfono de contacto: Carrera 51D # 62-29, oficina 336, Facultad de Medicina,
Universidad de Antioquia. Teléfonos: 2196024 — 2196025.
Este documento describe un tipo de estudio de investigacion. El estudio, serd explicado por
el responsable de este y solamente incluye personas que eligen participar en €l. La informacion
en este formulario es requerida por ley.
Este formulario ha sido revisado y aprobado por el Comité de ética del Instituto de Investigaciones
Médicas, Universidad de Antioquia. El cual revisa estudios de investigacion para proteger los
derechos y el bienestar de las personas que estan participando.
(Qué significa “dar su consentimiento”?

Soélo usted puede decidir si desea participar en este estudio.

Si usted decide participar, usted debe firmar las paginas al final de este formulario, para

demostrar que usted esta de acuerdo en ser parte del estudio. Esto es llamado “dar consentimiento”.

Usted debe tomar su decision solamente después de que:

1. Elresponsable de la Investigacion le haya explicado el estudio.

2. Usted conozca el propdsito del estudio y los riesgos y beneficios

3. Usted esté dispuesto a hacer lo que se le pide en el estudio.

4. Hable con su familia, amigos y su doctor para ayudarse a tomar la decision. Usted puede
tomar el tiempo que quiera para decidir.

Usted puede cambiar de parecer en cualquier momento durante el estudio. Usted puede

abandonar el estudio en cualquier momento, incluso si usted ha firmado este formulario. Usted no

tiene que dar ninguna explicacion.




Introduccién

Usted o su hija ha sido invitada a participar en esta investigacion. Antes de que decida
participar, por favor lea o pida que le lean este documento cuidadosamente. Esta hoja de
consentimiento puede contener palabras que usted no entienda; por favor preguntele al
investigador encargado o a una persona del estudio para que le explique cualquier palabra o
informacion que usted no entienda claramente. Haga todas las preguntas que usted tenga, para
asegurarse de que entienda los procedimientos del estudio, incluyendo los riesgos y los
beneficios.

Propésito de este estudio

Esta investigacion tiene como proposito conocer el dafio que le causa la malaria por Plasmodium
vivax (una especie del parasito que causa malaria) durante el embarazo a las mujeres y al recién nacido
en el departamento de Cérdoba (En la region Altos Sint y San Jorge).

Lo estamos invitando a usted o a su hija a que se una a este estudio porque necesitamos muestras de
sangre de mujeres gestantes, en trabajo de parto, de sus hijos y de sus placentas.

La informacion obtenida con este estudio sera usada para proponer medidas de control de la
enfermedad en poblaciones colombianas afectadas.

Participantes en el estudio

En esta investigacion pueden participar mujeres embarazadas de cualquier edad, que asistan al
puesto de salud que les corresponde para el parto, asi tengan o no, sintomas de paludismo.

Cerca de 71 voluntarias infectadas con malaria por P. vivax y 29 sin infeccion y sanas, participaran
en el estudio. Una vez tengamos suficientes personas que accedan a ser parte del estudio, no
invitaremos a nadie mas.

La participacion en el estudio es completamente voluntaria. Usted puede tomar la decision de
no participar o de retirarse del estudio en cualquier momento, sin ninguna sancién y sin perder
beneficios.

Procedimientos

A todas las gestantes vinculadas a este estudio se les pedird la donacion de muestras de orina y sangre
de la embarazada, del cordéon umbilical y de la placenta (de esta ultima, se obtendran sangre y
fragmentos de tejido). Las muestras recolectadas se someteran a examenes para buscar infeccion por
P. vivax y estudiar otras caracteristicas biologicas de la gestante, del bebé y del parasito.

Riesgos o incomodidades

El procedimiento para la toma de la muestra representa un riesgo minimo para usted y el personal que
lo realiza esta capacitado para ello. Siempre se utilizaran agujas y jeringas estériles y desechables y
los riesgos consisten en dolor leve y enrojecimiento en el sitio de la puncion para tomar la muestra
de sangre. La investigacion se haré responsable de las complicaciones que surjan de la toma de la
muestra, siempre y cuando sean derivadas directamente de la toma de muestra.

Beneficios de la participacién

Participar en la investigacion no le traerd beneficios adicionales a recibir en una hora
aproximadamente, el resultado de la prueba de gota gruesa para diagndstico de paludismo de la mama
y del recién nacido. En unos meses usted también podra preguntar por el resultado del diagnostico de
la prueba molecular y de los demas examenes practicados. Usted no recibira dinero, ni ningtn tipo
de compensacion por la participacion en el estudio. En caso de que la gota gruesa le salga positiva
para paludismo, se le suministrara el tratamiento respectivo, segun las normas del Ministerio de la
Proteccion Social (antes Ministerio de Salud).



Costos de la participacion
La participacion en este estudio no tiene ninglin costo para usted o su familia.

Incentivos: no existiran
Ni usted ni su familia recibiran dinero, ni ningtn tipo de compensacion por la participacion en esta
investigacion.

Privacidad y confidencialidad

Si usted acepta participar en esta investigacion, los investigadores obtendran informacion personal
suya y de su familia. Esa informacion y los resultados de los exdmenes que se le hagan, inicamente
seran conocidos por los investigadores y su nombre o los de sus familiares no se daran a conocer por
ningin motivo. Toda la informacion serda guardada de manera confidencial con codigos que solo
conocera el investigador principal, quien los manejara bajo estrictas medidas de seguridad, con el fin
de proteger sus derechos de autonomia y confidencialidad. Las muestras de sangre y los resultados
obtenidos no seran usadas nunca para fines comerciales, ni indagaciones genéticas, ni para fines
diferentes a los relacionados con la investigacion. Al terminar la investigacion, las muestras seran
almacenadas por un periodo de 5 afios para ser utilizadas en otras investigaciones relacionadas que
sean autorizadas por el comité de bioética de la Universidad.

. Qué les pasa a mis muestras de sangre?

Tal como se menciond anteriormente, si usted hace parte de este estudio, a usted o a su hija se le
pedird que dé muestras de sangre para las pruebas requeridas. Las pruebas pueden ser hechas de
manera inmediata o dentro de pocas semanas o0 meses.

Sus muestras solo seran utilizadas en esta investigacion.

A sus muestras se les dara el mismo codigo alfa-numérico que a su otra informacion del estudio. Este
codigo asegura que nadie que manipule sus muestras pueda ser capaz de identificarla. Sus muestras
seran mantenidas en almacenamiento bajo llave y pueden ser almacenadas y usadas por 5 afios.
Cualquier muestra remanente en ese momento, serd destruida.

Participacion y retiro voluntarios

Su participacion en esta investigacion es voluntaria. Usted puede decidir no participar o retirarse
del estudio en cualquier momento. La decision no causara ninguna sancion o pérdida de beneficios.
De ser necesario, su la participacion en este estudio puede ser interrumpida en cualquier momento
por los investigadores sin su consentimiento.

Preguntas

Si tiene alguna pregunta sobre este estudio, sobre su participacion en el mismo, sobre sus
derechos como participante, o si piensa que ha sufrido alguna lesion asociada a la muestra
tomada, usted puede contactar, en cualquier momento, a las personas encargadas de este
estudio en el puesto de diagnostico de paludismo donde fue atendida. En Medellin puede
comunicarse con cualquiera de los investigadores que aparecen al inicio de este documento,
en los teléfonos 219 6024 o 219 6025. Si usted tiene cualquier pregunta acerca de los
derechos que usted tiene mientras hace parte de este estudio, llame al Comité de ética del
Instituto de Investigaciones Médicas, Universidad de Antioquia, teléfono 2196060 en Medellin.

No firme este consentimiento si no ha tenido la oportunidad de hacer preguntas y haber recibido
respuestas satisfactorias para usted. Si firma y, por ello, acepta participar en la investigacion, recibira
una copia firmada de esta hoja de consentimiento.



Consentimiento
He leido la informacion de esta hoja de consentimiento, o se me ha leido de manera adecuada. Todas
mis preguntas sobre el estudio y mi participacion han sido atendidas.

Manifiesto que: 1) no he recibido presiones verbales, escritas o con gestos para participar en este
estudio; 2) la decision la tomo en pleno uso de mis facultades mentales, sin encontrarme bajo efectos
de medicamentos, drogas o bebidas alcohélicas, consciente y libremente.

Firma y C.C. del participante o del representante legal

Firmay C.C. del testigo 1 Firmay C.C. del testigo 2

Firma y C.C. del investigador Fecha (dia/ mes/ aifio)



Anexo 3. Formulario de Asentimiento del Menor de Edad

Universidad de Antioquia
Facultad de Medicina
Grupo Salud y Comunidad-César Uribe Piedrahita

Formulario de Asentimiento del Menor de Edad

Titulo de la investigacion: Caracteristicas clinicas, epidemiologicas y fisiopatologicas de la infeccion
gestacional y placentaria por Plasmodium vivax: efectos en la morbimortalidad materna, fetal y
neonatal en el noroccidente de Colombia

Entidades que respaldan y patrocinan la investigacion: Universidad de Antioquia y Colciencias
Investigadores: Amanda Maestre B. (Médica)' Jaime Carmona F. (Médico)', Stephanie K. Yanow
(Bidloga)’, Adriana M. Correa B. (Bacteridloga)', Maria Fernanda Yasnot (Bacteriéloga)?, Catalina
Alvarez Larrota (Bacteriologa)' Carlos Castro Cavadia (Bacteriologo)' Olga Maria Agudelo Garcia
(Bacteriologa)'

! Grupo Salud y Comunidad-César Uribe Piedrahita. Universidad de Antioquia.

2 Grupo de Investigaciones Microbioldgicas y Biomédicas de Cordoba. Universidad de Cérdoba

3 Provincial Laboratory for Public Health

Lugar de ejecucion de la investigacion: municipios de la region de Uraba-Bajo Cauca-Altos Sint
y San Jorge

Direccién y teléfono de contacto: Carrera 51D # 62-29, oficina 336, Facultad de Medicina,
Universidad de Antioquia. Teléfonos: 2196024 — 2196025.

Introduccién

Usted ha sido invitada a participar en esta investigacion. Antes de que decida participar, por
favor lea o pida que le lean este documento cuidadosamente. Si encuentra algo que no entienda,
por favor pidale a la persona encargada de la investigacion que le explique claramente. Puede
hacer todas las preguntas que necesite para que entienda completamente de que se trata la
investigacion y los procedimientos que le van a hacer a usted. Su acudiente también debe
autorizar que usted participe y aclarar todas las dudas que tenga.

Propésito del estudio

Esta investigacion tiene como propésito conocer el dafio que le causa la malaria por Plasmodium
vivax (una especie del parasito que causa malaria) durante el embarazo a las mujeres y al recién
nacido en la regién Uraba-Bajo Cauca-Altos Sinu y San Jorge.

Lo estamos invitando a usted o a su hija a que se una a este estudio porque necesitamos muestras
de sangre de mujeres en trabajo de parto, de sus hijos y de sus placentas.

La informacion obtenida de esta prueba sera usada para proponer medidas de control de la
enfermedad en poblaciones colombianas afectadas.

Participantes en el estudio

En esta investigacion pueden participar mujeres embarazadas de cualquier edad, que asistan al
puesto de salud que les corresponde para el parto, asi tengan o no, sintomas de paludismo.

Cerca de 71 voluntarias infectadas con malaria (Por P.vivax) y 29 sin infeccion y sanas, participaran
en el estudio. Una vez tengamos suficientes personas que accedan a ser parte del estudio, no
invitaremos a nadie mas.

La participacion en el estudio es completamente voluntaria. Usted puede tomar la decision de
no participar o de retirarse del estudio en cualquier momento, sin ninguna sancién y sin perder
beneficios.

La participacion en el estudio es completamente voluntaria. Usted puede tomar la decision de no participar o
de retirarse del estudio en cualquier momento, sin ninguna sancion y sin perder beneficios.



Procedimientos

A todas las gestantes vinculadas a este estudio se les pedird la donacion de muestras de orina y sangre
de la embarazada, del cordon umbilical y de la placenta (de esta ultima, se obtendran sangre y
fragmentos de tejido). Las muestras recolectadas se someteran a examenes para buscar infeccion por
P. vivax y estudiar otras caracteristicas biologicas de la gestante, del bebé y del parasito.

Riesgos o incomodidades

El procedimiento para la toma de la muestra representa un riesgo minimo para usted y el personal que
lo realiza esta capacitado para ello. Siempre se utilizaran agujas y jeringas estériles y desechables y
los riesgos consisten en dolor leve y enrojecimiento en el sitio de la puncion para tomar la muestra
de sangre. La investigacion se hara responsable de las complicaciones que surjan de la toma de la
muestra, siempre y cuando sean derivadas directamente de la toma de muestra.

Beneficios y costos de la participacion

Participar en la investigacion no le traerd beneficios adicionales a recibir en una hora
aproximadamente, el resultado de la prueba de gota gruesa para diagnodstico de paludismo de la mama
y del recién nacido. En unos meses usted también podra preguntar por el resultado de la prueba
molecular y de los demds examenes. Usted no recibira dinero, ni ningln tipo de compensacion por la
participacion en el estudio. En caso de que la gota gruesa le salga positiva para paludismo, le daran
el tratamiento que le corresponde segun el tipo de paludismo. La participacion en este estudio no tiene
ningun costo.

Privacidad y confidencialidad

Si acepta participar, los investigadores le van a hacer unas preguntas sobre usted y su familia, y esa
informacion, junto con los resultados de los examenes, solo seran conocidos por los investigadores y
no se le entregara a nadie mas. Las muestras de sangre y los resultados obtenidos solo seran usados
para esta investigacion o para otras relacionadas, pero nunca seran vendidas o usadas con otros fines
diferentes.

Preguntas

Si tiene alguna pregunta sobre este estudio, sobre su participacion en el mismo, sobre sus
derechos como participante, o si piensa que ha sufrido alguna lesion asociada a la muestra
tomada, usted puede contactar, en cualquier momento, a las personas encargadas de este
estudio en el puesto de diagnostico de paludismo donde fue atendida. En Medellin puede
comunicarse con cualquiera de los investigadores que aparecen al inicio de este documento,
en los teléfonos 219 6024 o 219 6025. Si usted tiene cualquier pregunta acerca de los
derechos que usted tiene mientras hace parte de este estudio, llame al Comité de ética del
Instituto de Investigaciones Médicas, Universidad de Antioquia, teléfono 2196060 en Medellin.
Asentimiento

Manifiesto que lei o me leyeron adecuadamente esta hoja y todas mis preguntas fueron resultas.
Acepto participar en esta investigacion, donde me tomaran un tubo de sangre de la vena del antebrazo,
también me tomaran muestra de sangre de la placenta y del cordéon umbilical. Esa sangre sera usada
para los examenes de gota gruesa, prueba molecular, de anemia y de defensas. Mi acudiente también
esta de acuerdo en que participe en la investigacion.

Manifiesto que lei o me leyeron adecuadamente esta hoja y todas mis preguntas fueron resultas.
Acepto participar en esta investigacion, donde me tomaran un tubo de sangre de la vena del antebrazo,
o si estoy en el momento del parto, también me tomaran muestra de sangre de la placenta y del cordon
umbilical. Esa sangre sera usada para los examenes de gota gruesa, prueba molecular, de anemia y de
defensas. Mi acudiente también esta de acuerdo en que participe en la investigacion.



Firma y documento de identidad de la menor Firma y C.C. del Representante legal o
acudiente

Firma y C.C. del testigo 1 Firma y C.C. del testigo 2

Firma y C.C. del investigador Fecha (dia/ mes/ aiio)
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