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acido dexosi-ribonucleico complementario

angiopoyetinas 1y 2

bajo peso al nacer

fraccion C5 anafilotoxina del complemento

complejo de ataque a membrana

correlaciones lineales bivariadas

complejo mayor de histocompatibilidad

ciclooxigenasas 1y 2 (prostaglandina-endoperoxido sintasa)
condroitin sulfato A

correlacion significativa

desoxi-nucledtidos trifosfato

Dithiothreitol

eritrocitos parasitados

Encuesta Nacional de la Situacién Nutricional

Factor acelerador de decaimiento, también conocido como CD55.
fms-like tyrosine kinase-1; llamado FLT; FLT-1; VEGFR-1
soluble fms-like tyrosine kinase-1, llamado sVEGFR-1

fetal liver kinase 1; llamado VEGFR-2; KDR: Kinase insert domain receptor
forkhead box transcription factor 3

Glicosil-fosfatidil-inositol

gonadotropina coriénica humana

(HELLP: (H de "hemolysis": hemolisis; EL de "elevated liver enzymes":
enzimas hepaticas elevadas; LP de "low platelet count™: conteo de plaquetas
bajo)

factor inducible por hipoxia

antigenos leucocitarios humanos

hemozoina

indolamina 2-3 dioxigenasa

inmunoglobulina

Interleuquina, interleucina

interferon gamma

infeccion plasmodial asociada al embarazo

infeccion plasmodial gestacional

infeccion plasmodial placentaria

Infeccion plasmodial placentaria por Plasmodium falciparum
Infeccion plasmodial placentaria por Plasmodium vivax

Infeccion plasmodial placentaria ausente o negativa

receptores de NKd (killer immunoglobulin like-receptores)
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MAE malaria asociada al embarazo

MC malaria congénita

MBL2 mannose-binding lectin

MCP-1 proteina quimiotactica de monocitos - 1

MIP-1a, MIP-1B proteinas inflamatorias del macrofago

MN mononucleares

msnm metros sobre nivel del mar

NEPAS Neonatal and Embryonic Per-Arnt-Sim domains

NF-«xB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

NK celulas asesinas naturales (natural killer); NKd (células deciduales)
NKd NK deciduales

PfEMP1 proteina 1 de membrana del eritrocito de P. falciparum

PIGF factor de crecimiento placentario

PMN polimorfonucleares

gPCR reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real
RCIU restriccion del crecimiento intrauterino

Th1/Th2 linfocitos T (T helper 1/ T helper 2)

Tie2 receptor tyrosine kinases de angiopoyetinas

TMB tetrametilbenzidina

TNF factor de necrosis tumoral

Treg células T reguladoras

VD vacuola digestiva

VEGF factor de crecimiento endotelial vascular, también llamado VEGF-A
SVEGFR-1 forma soluble del receptor VEGFR-1, llamado sFLT-1

VEGFR-1 receptor 1 del factor de crecimiento endotelial vascular llamado FLT-1
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Malaria placentaria: asociacion entre caracteristicas histoldgicas y expresion de

marcadores de inflamacion, angiogénesis e hipoxia

Resumen

Introduccion: el desarrollo placentario humano se caracteriza, no sélo por la participacion
de hormonas que propician la receptividad uterina durante la gestacion, sino también por la
participacion de moléculas de sefializacion como citoquinas, factores de crecimiento y
factores de transcripcion. Todos ellos son mediadores que intervienen en la implantacion, la
decidualizacion, la tolerancia al semialoinjerto fetal, el crecimiento y desarrollo placentario
y fetal e incluso en el momento del parto. Cuando ocurre infeccion plasmodial placentaria
(IPP), esos mecanismos tolerogénicos regulados en la placenta cambian y los estudios que
existen al respecto se refieren, en su mayoria, a las infecciones causadas por Plasmodium
falciparum, pero poco se conoce del papel de Plasmodium vivax en la generacion de estas
alteraciones. Igualmente, se desconoce si existe correlacion entre proteinas o marcadores
asociados con procesos inflamatorios, angiogénicos e hipdxicos, por un lado, y los
hallazgos histoldgicos placentarios, por otra parte, cuando hay IPP.

Objetivo general: explorar la asociacion entre los hallazgos histoldgicos de placentas a
término con infeccion por P. falciparum o por P. vivax, con la expresion de proteinas
relacionadas con procesos inflamatorios, angiogénicos e hipoxicos.

Materiales y métodos: se realizé un estudio descriptivo y transversal, tipo exploratorio, en
el cual se incluyeron tres grupos: IPP por P. falciparum (IPP-F) y por P. vivax (IPP-V),
cada uno de 20 muestras, ademas de un tercer grupo sin la infeccion (IPP-no), integrado por
19 muestras. El diagndstico de la IPP se hizo por deteccion de ADN de Plasmodium
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (QPCR) y en
cada muestra se determind la expresion de ARNm de marcadores inflamatorios como
interleuquina 2 (IL-2), factor de necrosis tumoral (TNF), interferon gamma (IFNy),
Ciclooxigenasas 1 y 2 (COX-1/COX-2), angiogénicos como el factor de crecimiento
endotelial vascular y su receptor (VEGF y VEGFR-1), hipoxicos como el factor inducible
por hipoxia (HIF-1a) y la cantidad de la fraccion del complemento C5 anafilotoxina (C5a).
Los hallazgos histolégicos se buscaron en tres zonas placentarias: la decidua, la vellosidad

y el espacio intervelloso.
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Resultados: los eventos histologicos se encontraron aumentados, en general, durante la
infeccion, excepto el nimero de vellosidades y el numero de capilares por vellosidad. Los
depdsitos de hemozoina (Hz) y los eritrocitos parasitados presentes en espacio intervelloso
estuvieron igualmente presentes y en cantidades similares seguin cada especie plasmodial.
La cantidad de células inmunes se asocié con IPP y no hubo diferencia por especie. La
expresion de los marcadores de inflamacion e hipoxia también estuvo aumentada en las
placentas positivas, excepto IL-2, VEGF, VEGFR-1 y C5a, que fueron similares en los tres
grupos. Las correlaciones lineales bivariadas (CLB) que se realizaron entre los hallazgos
histolégicos mostraron que la mayoria de correlaciones significativas (CS) se presentaron
en el grupo IPP-V y fueron positivas y fuertes (p<0,05). Las CLB entre los marcadores
asociados a procesos inflamatorios, angiogénicos e hipdxicos mostraron que la IL-2
presentd la mayoria de CS en el grupo IPP-V y en IPP-no, mientras que en IPP-F no hubo
ninguna correlacion con IL-2, pero si entre otros marcadores. Finalmente, respecto a las
CLB entre los hallazgos histoldgicos y los diferentes marcadores se encontrd que el grupo
IPP-no presentd, en su mayoria, CS negativas, mientras que las placentas infectadas
mostraron CS positivas.

Conclusion: la IPP se asocia con alteraciones histologicas placentarias y con aumento de
células inmunes, proteinas de inflamacion e hipoxia. IPP-V genera cambios moleculares e
histologicos similares a los de IPP-F, lo cual refuerza la idea de que tanto P. vivax, como P,
falciparum, es patdgeno placentario. Los mecanismos precisos de patogénesis deben
estudiarse para cada especie parasitaria. Se requieren estudios adicionales que permitan
avanzar en el conocimiento de las correlaciones entre diferentes marcadores asociados con
procesos vitales y los cambios histoldgicos placentarios cuando existe o no IPP.

Palabras clave: placenta, malaria, Plasmodium, histopatologia, citoquina, inflamacién,

hipoxia, angiogénesis.
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Marco tebrico

El embarazo sano: fisiologia

Un embarazo normal inicia con la fecundacion/concepcién/fertilizacion del évulo y su
posterior implantacion. Tras la fertilizacion, el cigoto se somete a varias rondas de division
y morfogénesis, para dar origen al blastocisto (embridn de 5-6 dias de desarrollo) (1). La
implantacion tiene lugar en un Utero receptivo y comienza con la fijacion del blastocisto al
epitelio endometrial, seguido de la invasion del mismo (2).
Inmediatamente después de la concepcién ocurre un aumento sistémico de los niveles de
progesterona Yy estradiol, producidos por el cuerpo Iiteo en el ovario. Estas hormonas
promueven procesos angiogenicos, cambio de celulas inmunes hacia un estado transitorio
de tolerancia, aumento en la produccion de citoquinas antiinflamatorias (Th2) (3, 4) y
modificaciones del epitelio uterino que permiten una correcta interaccion con el blastocisto
asegurando la implantacion embrionaria (4).
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 (5). Como principales complicaciones del
neonato prematuro estan el bajo peso al nacer (BPN), o6rganos poco desarrollados,
dificultad respiratoria, trastornos cardiovasculares, sistema inmune ineficiente, entre otras
(6).
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 (7). 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 (7).
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 accién de hormonas sexuales
femeninas (estrogenos y progesterona), la produccion de citoquinas, la generacion de
anticuerpos, la accion de proteinas inmunomoduladoras inducidas por progesterona, el
13



papel del antigeno leucocitario humano G (HLA-G) no clésico, 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
macrofagos, el metabolismo del triptofano y el transporte de hierro por parte del embridn,

los mecanismos inhibitorios del complemento, y la expresién de anexinas (3).

Respuesta inmune e inflamacién en embarazo sano
El embarazo normal se caracteriza por la activacion del sistema inmune innato y la
supresion de la respuesta inmune adaptativa; como apoyo para esto hay las siguientes
pruebas segun G. Sacks et al. (8):
1. Aumento del nimero de granulocitos en sangre materna.
2. Cambios fenotipicos y metabdlicos en monocitos y granulocitos (aumentan la
expresion de moléculas de adhesion y las especies reactivas de oxigeno).
3. Aumento de la concentracion de proteinas de fase aguda (fibrindgeno, factores de
coagulacion y globulina).
4. Cambio en el perfil de citoquinas de Thl a Th2. Algunos autores han planteado que,
en el embarazo normal, la activacion del complemento puede compensar la

disminucion de la inmunidad adaptativa.

Hormonas sexuales femeninas: estrogenos y progesterona
Expresa Barafiao que, en condiciones normales, en las mujeres y en hembras de otras

especies, los estrogenos y la progesterona favorecen el predominio de la respuesta inmune
humoral, lo cual es benéfico para la gestacion. Contrariamente, la testosterona hace que en
los machos predomine la respuesta inmune celular (9).

Los estrdgenos estimulan la produccion de anticuerpos, alteran la actividad de los linfocitos
T periféricos aumentando los linfocitos T reguladores (Treg), reducen el nimero y la
actividad de celulas NK, aumentan el numero y la actividad de granulocitos y macréfagos,
reducen la estimulacion osteoclastica mediante la disminucion de IL-1 y el TNF; ademas,
disminuyen la presentacidn antigénica por parte de las células dendriticas y aumentan las
citoquinas tipo Th2 (9).

La progesterona inhibe la activacion y proliferacion linfocitaria, aumenta la apoptosis de
linfocitos T y B, inhibe la generacion y la actividad de células NK, inhibe la produccion de

14



anticuerpos, favorece la sobrevida de injertos y reduce las citoquinas de tipo Thl. Ademas
induce la produccién del factor bloqueante inducido por progesterona (PIBF), la proteina
endometrial asociada a progesterona 14 (PP14) o glicodelina A y galectina 1 (Gal-1); todos
estos mediadores actian como factores inmunomoduladores, a los que se hara referencia
mas adelante (9).

Entonces, el aumento de los niveles de los esteroides sexuales durante la gestacion favorece
la tolerancia materna al feto al inhibir la accion de células citotoxicas y aumentar la
produccién de citoquinas antiinflamatorias, inclinando la balanza hacia una respuesta

tolerogénica (9).

Citoquinas Th1/Th2
El equilibrio inmunolégico durante el embarazo permite la tolerancia del semialoinjerto

fetal. Este equilibrio contiene tres fases sucesivas:

- Fuerte respuesta inflamatoria durante la implantacion, la placentacion y, en general,
durante el primer trimestre del embarazo: es la primera respuesta.

- Fase antiinflamatoria, con una respuesta de tipo Th2 para asegurar la simbiosis
madre-feto y el desarrollo fetal. Es la segunda fase, que se caracteriza por la
participacion de células T CD4+ que secretan citoquinas como IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10 e IL-13 (9).

- El parto es la tercera etapa y requiere una fuerte respuesta proinflamatoria para
inducir las contracciones uterinas; esta respuesta es llevada a cabo por los linfocitos
Thl que producen principalmente IL-12, IFNy y TNF, ademas, estos linfocitos,
estimulan la produccion de prostaglandinas y metaloproteasas, lo que conduce al
parto (9).

Las citoquinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10) estan relacionadas con la inmunidad humoral
y se han establecido como protectoras para el desarrollo del feto y la placenta, mientras que
las citoquinas proinflamatorias Thl (IL-2, IL-12, TNF e IFNy) favorecen la inmunidad
citotoxica y son peligrosas para el desarrollo del embarazo (3).

El balance de las respuestas Th1/Th2 es esencial para el embarazo y es regulado, entre otras

cosas, como se menciono previamente, por la produccion hormonal de la gestante (3).
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Células inmunes
Aunque inicialmente se pensaba que las gestante por su condicidn tenian un sistema

inmune suprimido, actualmente se sabe que esto no es asi y que, el sistema inmune de una
gestante, esta en condicidén para responder ante cualquier infeccion (10). Esa respuesta
inmune gestacional estd mediada por las diferentes células inmunes presentes en la decidua,
como células NK, macrofagos, células dendriticas y células Treg:

Células asesinas naturales (NK): son 70% del total de leucocitos deciduales. Estas células
son CD56°/CD16" y se conocen como NK deciduales (NKd) (11). La principal funcién de
ellas es la remodelacion de los capilares espirales del endometrio a los que convierten, por
medio del IFNy, en vasos de baja resistencia y alto flujo sanguineo (11). Expresan
receptores KIR (killer immunoglobulin like-receptores) que reconocen moléculas propias,
no clésicas del complejo mayor de histocompatibilidad | (CMH-I) expresadas por el
trofoblasto humano, lo que contribuye con la reducciéon de la citotoxicidad de las NKd (12).
Macrofagos o monocitos: son 20% 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 trofoblastica y prevenir la liberacion de contenidos
intracelulares inmunogénicos que activarian la respuesta inmune materna (11). Ademas, las
células apoptéticas 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 (11).

Células dendriticas: son 2-4% de la poblacion celular decidual; disminuyen mucho durante
la gestacion y se encargan de presentar antigenos y mediar la activacion de las células T
maternas (11). Estas células captan, procesan y presentan antigenos al CMH y detectan
patdgenos y dafio tisular mediante los receptores tipo Toll (11).

Células T reguladoras (Treg): 20% de linfocitos en el Gtero son células T maternas y
alrededor de 1% son Treg (CD4+, CD25+) (12). Las Treg modulan la respuesta inmune, al
regular la actividad de otros tipos celulares, como: linfocitos T CD4+, T CD8+, células
presentadoras de antigenos, macréfagos y células NK. En el embarazo, la actividad de los
linfocitos T es regulada con el fin de generar tolerancia inmunoldgica, por ende, estas

células tienen un perfil antiinflamatorio o Th2 y son productoras de IL-4 (12). Ademas,
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tienen un fenotipo CD3", CD4", CD25" Foxp3" (Forkhead box transcription factor 3) para

contribuir con la progresion normal o mantenimiento de la gestacion (12).

Ciclooxigenasa (prostaglandina-endoperdxido sintasa, EC 1.14.99.1)
La ciclooxigenasa (COX) es la enzima clave en la sintesis de las prostaglandinas, mediante

la oxidacion del acido araquidonico. Hay dos isoformas de la ciclooxigenasa: COX-1 y
COX-2, que difieren en un solo aminoacido, aungue los sitios activos de las enzimas son
idénticos. Podria existir una tercera isoforma, la COX-3, radicada en el cerebro, pero que
otros dicen que no seria mas que la COX-2, pero con funciones mas propias de la COX-1.
La enzima COX-1 tiene como funcién la regulacion de la proliferacion de las células
normales o neoplasicas; es constitutiva en todos los tejidos especialmente en rifion y el tubo
gastrointestinal. La COX-2 Tiene como funcion mediar en los procesos de inflamacion y en
la sefializacion por prostanoides. Se expresa tras induccion inflamatoria, aunque es
constitutiva en sistema nervioso central y rifidén. La expresion es provocada por diferentes
mediadores inflamatorios (IFNy, TNF, IL-1), factores de crecimiento, entre otros, en
diversas células (monocitos, macrofagos, células endoteliales, sinoviocitos, condrocitos y
osteoblastos) y tejidos (aparato reproductor, sistema nervioso central, estomago, rifion,
pulmén y ciertos tejidos afectados por procesos neoplésicos). Se encuentra asociada a la
envoltura nuclear de las células (13).

Las prostaglandinas realizan funciones relacionadas con la homeostasis en diversos 6rganos
en procesos como el dolor, la inflamacion y el desarrollo de neoplasias (14). En el proceso
inflamatorio, las prostaglandinas vasodilatan y potencian el edema al incrementar la
permeabilidad vascular (14). Adicionalmente, cumplen una funcién importante en la
contraccion del musculo del Gtero (miometrio) y, por ende, son importantes durante el
trabajo de parto y el nacimiento (15).

El papel exacto de COX-1y COX-2 en el utero y sus funciones durante el embarazo no ha
sido bien establecido. Sin embargo, se ha indicado que las enzimas COX son reguladas
durante la gestacion normal y juegan un papel importante en el desarrollo fetal (16). COX-1
es expresada constitutivamente y secretada por la decidua; ademas, se ha asociado con la
homeostasis vascular y supervivencia del feto. La expresion de COX-2 es inducida en
células expuestas a agentes proinflamatorios tales como citoquinas y lipopolisacaridos o

endotoxinas; es regulada hasta antes del trabajo de parto y se ha asociado con la defensa del
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hospedero (13). Aungue se ha hablado de COX-2 como la forma inducible, estudios indican
que se expresa constitutivamente en diferentes puntos del aparato genital masculino y
femenino y durante los procesos relacionados con la ovulacion, la implantacion ovular, la
induccion del parto y la reproduccion (13). COX-2 se ha propuesto, ademas, como un
marcador de preeclampsia y de recuperacion durante procesos infecciosos como malaria
placentaria, pero su papel especifico en cuanto las alteraciones histoldgicas placentarias en
estas entidades no ha sido determinado (17).

Sistema del complemento
El sistema del complemento también es regulado durante el embarazo y el trofoblasto es

clave en este proceso. Hay varios tipos de trofoblasto: el sincitiotrofoblasto, que es
multinucleado por agregacion o fusion del sincitio, y el citotrofoblasto, el cual puede ser
extravelloso, de anclaje, endovascular y coridnico. En general, las células del sincitio y
citotrofoblasto velloso no expresan moléculas clasicas del CMH, pero si expresan HLA-G
(18). Ademas, el trofoblasto expresa proteinas reguladoras de la activacion del
complemento ligadas a membrana, CD46, CD55 o factor acelerador de decaimiento (FAD)
y CD59; las dos primeras inhiben la actividad de la convertasa de C3, mientras que la
ultima inhibe la formacion del complejo de ataque a la membrana (CAM), lo que protege al
feto de las reacciones maternas mediadas por el complemento (3).

El sistema del complemento es crucial en la respuesta inmune innata. Se compone tanto de
proteinas solubles como unidas a la membrana. Estas proteinas cooperan entre si para
responder ante agentes infecciosos, promoviendo el reclutamiento de fagocitos en el sitio
de la infeccion, la opsonizacién y la eliminacion directa del agente. Este sistema desempefia
un papel esencial en los embarazos saludables (19). Su funcién es proteger contra
infecciones locales y mantener la regulacion de la respuesta inmune materna frente al tejido
fetal (19).

El complemento se activa mediante tres vias: la clésica, la alternativa y la via de la lectina
de unién a manosa (20). La ruta clasica se activa por la formacién de complejos inmunes
que resultan de la union de C1q con IgM o con IgG. La via de la lectina de unidén a manosa
se activa por la union de restos de carbohidratos, principalmente manosa, en la superficie
del agente infeccioso y su interaccion con el complejo Clgrs. Finalmente, la via alternativa

es activada principalmente por lipopolisacaridos bacterianos que interactian directamente
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con la fraccion C3 del complemento (20). Las tres vias convergen en la activacion
secuencial de dos convertasas para la escision de diferentes proteinas. La primera enzima,
la convertasa C3, cataliza la escision de C3 en C3a y C3b. La fraccion C3b es un fragmento
de opsonizacidén que se une a antigenos extrafios y aumenta la fagocitosis. La segunda
enzima, la convertasa C5, es activada por la union de la convertasa C3 con la fraccion C3b.
La convertasa C5 escinde la fraccion C5 en Cba y C5b. Por su parte, C3a y Cb5a son
potentes anafilotoxinas junto con C4a; todas activan neutréfilos y macrofagos para
promover la inflamacién (20). C5b es un fragmento de opsonizacion que recluta las
fracciones C6 y C9 para formar el CAM o el complejo terminal del complemento (C5b-9).
CAM y C5b-9 lisan la célula diana (20). Por anafilotoxina se entiende la sustancia que seria
responsable del choque anafilactico: se forma en la sangre por combinacion del
complemento con el precipitado procedente de la reaccion antigeno-anticuerpo.

En el embarazo sano el sistema del complemento es estrictamente regulado para evitar su
activacion excesiva y posibles dafios del tejido placentario y rechazos del feto. Al inicio del
embarazo, el trofoblasto invade la decidua; esto genera una respuesta inflamatoria que es
controlada por proteinas trofoblasticas reguladoras del complemento como la proteina
cofactor de membrana, CD46, CD59, y CD55 o FAD (3). La proteina cofactor de
membrana y CD55 o FAD estan unidas a membrana y regulan la activacion de C3 'y C4 (3).
La activacion excesiva del complemento en el embarazo se ha asociado con la expresion
elevada de las fracciones C3a y Cba y con mutaciones o deficiencias en las proteinas
reguladoras del complemento (21); ademas, se asocia con aborto espontaneo, déficit en el
desarrollo vascular, preeclampsia, restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU),
hemdlisis, enzimas hepaticas elevadas y el sindrome HELLP (H de "hemolysis": hemolisis;
EL de "elevated liver enzymes": enzimas hepéticas elevadas; LP de "low platelet
count"(conteo bajo de plaquetas), entre otras (22). En general, la funcion del sistema
inmune, del sistema del complemento y de la inflamacion durante el embarazo normal es
inducir una respuesta tolerogénica pero, el aumento de la activacion de estos, a la vez,
puede conllevar a resultados adversos durante la gestacion.

Un resumen del proceso de respuesta inmune en el embarazo sano se presenta en el mapa

conceptual 1.
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Mapa conceptual 1. Respuesta inmune en el embarazo sano
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Estructura placentaria normal
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 1):

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
(23).

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 (23).

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 (23).

Estudios de histometria placentaria indican que este 6rgano no s6lo aumenta de tamafio
durante la gestacidn, sino que, ademas, la proporcion cuantitativa de sus elementos varia en
el tiempo (23):

Vellosidades: la cantidad y tamafio de ellas aumenta en el trascurso de 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 (7, 23). Algunos cambios histoldgicos 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.
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Figura 1. Estructura de la placenta humana

Fuente: tomado y modificado de (24)

La placenta es un érgano materno-fetal conformado 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 sitlan prolongaciones deciduales llamadas septas placentarias que actGan 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).
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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 (7). En el comienzo, las vellosidades son escasas, pero rapidamente proliferan y
alrededor de la cuarta o quinta semana de gestacion cubren en su totalidad el saco
coridénico, dandole aspecto de un pequefio 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 corionicos) (7).

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 corién liso.
Por el contrario, las vellosidades que estan en relacion con la decidua basal aumentan su
namero, se ramifican y crecen, formando el corion frondoso, el cual constituye la porcion
fetal de la placenta (25).

Entre los cambios histologicos se encuentran: nodos sincitiales, depositos de fibrina y
calcificaciones (23). La calcificacion placentaria es fisiologica al final de la gestacion para
provocar el parto; sin embargo, los estudios son consistentes en indicar que dichos
depdsitos de calcio pueden aumentar incluso antes de la semana 32 de la gestacion y
desencadenar procesos patoldgicos como desprendimiento prematuro de la placenta, BPN,

mortinatos, hemorragia postparto, entre otros, que a su vez, sugieren que este hallazgo
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histoldgico en placentas pretérmino podria funcionar como un predictor del flujo sanguineo
utero-placentario deficiente (26).

Depdsitos 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 diagnostico histolégico (27). Algunos autores
sugieren que el aumento en los depdsitos de fibrina e infarto en placenta se asocian con
RCIU y muerte fetal (27). Ademas, 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 (25), infecciones (28) y citotoxicidad (27). 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 (27).

Se ha investigado la asociacion entre lesiones placentarias, citoquinas y factores
angiogénicos, pero esas investigaciones se han centrado en gestantes con preeclampsia
(29). 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. Ademé&s, se encontr6 un aumento en TNF, factor de crecimiento
transformante Bl (TGF-B1) y de VEGFR-1 y una disminucion en los niveles de IL-10,
VEGF vy factor de crecimiento placentario (PIGF) en placentas con preeclampsia, frente a
placentas normotensas (29).

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
histoldgicos placentarios con la expresidbn de marcadores asociados con procesos

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

Vasculogenesis y angiogénesis de la placenta sana

El patron angiogénico de la placenta debe garantizar un desarrollo adecuado del tejido y del
feto durante la gestacion. Las células endoteliales constituyen la unidad funcional de las
estructuras vasculares y se especializan en realizar varias funciones de importancia critica.
Estas incluyen: mantenimiento de la integridad vascular, regulacion del estado trombético,

funciones de transporte, de barrera y de transductores y efectores de estimulos locales (7).
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Los vasos sanguineos se forman por dos procesos consecutivos: vasculogenesis vy
angiogénesis. Durante la vasculogénesis se logra la formacion de vasos primitivos por
diferenciacion in situ de los precursores celulares endoteliales (los hemangioblastos pasan a
ser angioblastos), y durante la angiogénesis, los nuevos vasos sanguineos se derivan de los
ya existentes. Este proceso es complejo y estrictamente regulado para formar nueva
vasculatura (7).

Aunque la angiogénesis es un proceso normal durante el desarrollo embrionario, el
crecimiento del organismo y en la cicatrizacion de las heridas, también se ha asociado con
procesos malignos del crecimiento tumoral, metastasis en el cancer y otras alteraciones
como destruccion del cartilago en la artritis y ceguera en diabetes (30). Incluso, respecto al
desarrollo de la placenta, algunos autores comparan la implantacion del blastocisto y el
desarrollo placentario con la invasién y vascularizacion tumoral (30).

Una vascularizacion insuficiente de la placenta se ha asociado con cambios histoldgicos
placentarios y con efectos adversos para el feto. Dentro de los cambios histolégicos, se ha
descrito el aumento de lesiones degenerativas isquémicas de la placenta como infarto,
depdsitos de fibrina en la vellosidad, necrosis y trombosis vellositaria (30). Dentro de los
efectos adversos fetales se encuentran el aumento de la mortalidad embrionaria,
preeclampsia, BPN y RCIU (30).

El desarrollo vascular placentario y fetal es llevado a cabo por varias vias, entre estas, dos
de las més estudiadas son la regulada por VEGF y por el eje angiopoyetinas 1y 2 y su
receptor tirosina quinasa de angiopoyetinas (Ang 1/2 — Tie2) (7). VEGF junto con otros
factores proangiogénicos, como el PIGF, interactian coordinadamente con mediadores
antiangiogénicos como el receptor 1 soluble de VEGF (SVEGFR-1 o sFLT-1) para regular
el crecimiento y la remodelacion de los vasos sanguineos (7).

La alteracion del perfil angiogénico de la placenta se ha asociado con la activacion del
sistema del complemento. En particular, la molécula C5a se ha visto que intercede en esta
alteracion, al inducir la produccion de sVEGFR-1 por parte de los macréfagos (31). El
SVEGFR-1 captura el VEGF circulante y el PIGF e impide la interaccion de estos con sus
receptores enddgenos, principalmente con VEGFR-1 (22). Por ende, este desequilibrio de la
expresion de factores angiogénicos perturba la vascularizacién de la placenta e impide el

apropiado desarrollo del producto de la gestacion (22). Teniendo en cuento lo anterior, el
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aumento en la cantidad de monocitos/macréfagos en la placenta y la activacion del
complemento estan asociados significativamente con la alteracion angiogénica de este
tejido y, por ende, con el dafio placentario.

En un estudio in vivo, en el que se utilizé un modelo de ratén, se previno la pérdida del
embarazo y la RCIU, al inhibir el receptor de C5a (C5aR) (32). Igualmente, la inhibicién de
C3, de C5 y de la interaccion C5a-C5aR, previno el incremento del factor antiangiogénico
SVEGFR-1 y permiti6 el desarrollo normal de la placenta (32).

Estructura y funcion de VEGF
El VEGF, también conocido como VEGF-A, es una proteina que activa la permeabilidad

vascular. Es importante para los procesos ya mencionados de vasculogénesis y
angiogenesis placentaria y estimula el crecimiento de las células endoteliales (33). La
expresion del VEGF estd inducida por una caida en la presién de oxigeno como
consecuencia del aumento de la demanda tisular, la disminucion de la densidad capilar, o
una reaccion inflamatoria (34). Esto Gltimo, es debido a que VEGF, ademéas de ser
proangiogénico, actia como un factor proinflamatorio e induce quimiotaxis de monocitos,
leucocitos y macrofagos (34).

La familia de VEGF-A incluye VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E y PIGF (34).
VEGF-A se une a dos receptores VEGFR-1 también llamado fms-like tyrosine kinase-1
(FLT-1) y VEGFR-2 fetal liver kinase 1 (FLK-1) y posteriormente, se activa una via de
sefializacion tirosina quinasas en el citoplasma, para regular procesos de angiogénesis y
permeabilidad vascular (34). Ambos procesos, son regulados principalmente por la via
VEGF/VEGFR-1, ya que esta union tiene mayor afinidad que la mediada entre VEGF y
VEGFR-2 (35). Ademéas, VEGF/VEGFR-1 es una via que interviene en los procesos de
angiogeénesis y vasculogénesis de las vellosidades placentarias desde el comienzo y hasta el
término de la gestacion (33), lo que hace de VEGFR-1 un receptor importante, si se
pretende estudiar placentas a término.

Por su parte, VEGF-C/VEGF-D vy su receptor VEGFR-3 (FLT-4) regulan principalmente la
linfangiogénesis (formacion de vasos linfaticos a partir de vasos linfaticos preexistentes).
Tanto PIGF como VEGFR-1 estimulan la arteriogénesis y actdan sobre las células del
musculo liso, las cuales son criticas para el establecimiento de nuevos vasos maduros y

funcionales (36).
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Funcion de VEGFR-1
VEGFR-1 tiene varias formas solubles conocidas como sFLT-1 que de ahora en adelante

[lamaremos sVEGFR-1. Estas formas solubles resultan del empalme alternativo de
SVEGFR-1 y son: sFLT1-1, sFLT1-2, sFLT1-3 y sFLT1-4, todas inhiben la union de
VEGF a VEGFR-1 vy, por ende, impiden la sefalizacion de VEGF en la vasculatura
(distribucion de los vasos sanguineos en un organo o tejido) (37).

Un estudio reciente indico, mediante hibridacion in situ de ARN, que la expresion de
VEGFR-1 aumenta en la capa de sincitiotrofoblasto (38). Ademas, los resultados de este
estudio indicaron que mas de 80% de los transcriptos placentarios corresponden a la
variante 2 de sSVEGFR-1 (sFLT-1-v2) y comparado con las placentas normotensas, las que
tenian preeclampsia presentaron una expresion tres veces mas alta de todas las variantes
transcripcionales de VEGFR-1 (38); es decir la expresion aumentada de VEGFR-1 se
asocid con preeclampsia.

A pesar del hallazgo anterior, los mecanismos que activan los procesos transcripcionales de
VEGFR-1 en placentas sanas y patoldgicas no estan plenamente establecidos. La hipoxia
(baja presion de oxigeno) es considerado también un factor contribuyente importante para
el desarrollo de la preeclampsia y para la transcripcién y el empalme alternativo de
VEGFR-1 (38). Sin embargo, son necesarios mas estudios que describan el papel de
VEGFR-1 en placentas tanto sanas como con procesos patologicos.

Un resumen del proceso de crecimiento y desarrollo placentario normal se presenta en el

mapa conceptual 2.
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Mapa conceptual 2. Crecimiento y desarrollo placentario normal
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Normoxia e hipoxia en el desarrollo placentario normal

Los factores de transcripcion activados en condiciones de hipoxia son heterodimeros, es
decir, consisten de dos subunidades, HIF-a ¢ HIF-1f (translocador nuclear) (39). HIF-1p se
expresa constitutivamente, mientras que la actividad y expresion de HIF-a depende de las
concentraciones celulares de oxigeno (39). En células de mamiferos hay tres genes HIF-a
(HIF-1a, HIF-2a y HIF-3a); los dos primeros se dimerizan con HIF-1f y forman HIF-1 e
HIF-2; ambos conllevan a la activacion de factores de transcripcion clave para regular
procesos hipdxicos. Por su parte, HIF-3a tiene tres isoformas que dimerizan con HIF-1
formando HIF-3 e HIF-3 NEPAS (Neonatal and Embryonic Per-Arnt-Sim domains) (39).
En el primer trimestre de gestacion, las células del trofoblasto extravelloso invaden la
decidua, obstruyendo en cierto modo las arterias espirales uterinas (39). Esta obstruccién
provoca disminucion del flujo sanguineo al espacio intervelloso y, por ende, hipoxia.
Debido a lo anterior, los HIF funcionan en todas las etapas de desarrollo placentario y
pueden inducir procesos anaerébicos, reducir el consumo de oxigeno localmente o
promover la angiogénesis para establecer el desarrollo vascular (39). Ademas, los HIF no
solo responden a la hipoxia, sino también a estimulos no hipdxicos conducidos por
citoquinas, factores de crecimiento y el sistema renina-angiotensina, procesos todos, que
regulan la funcion placentaria (39). Por otro lado, bajo condiciones de normoxia
(concentracion de oxigeno mayor a 5%), la proteina HIF-1o es marcada por un proceso de
ubiquitinacion (proceso de marca de una molécula con ubiquitina) dependiente de oxigeno
y posteriormente degrada en el proteasoma (39).

Mediciones con sondas sensibles a la presion de oxigeno durante examenes de
ultrasonografia a las 8 semanas de gestacion, han establecido que la concentracion de
oxigeno en el espacio intervelloso es <20 mmHg o 3-5% de oxigeno (40). En este mismo
tiempo, la concentracion de oxigeno dentro de la decidua materna subyacente es de
aproximadamente 60 mmHg u 8-10% de oxigeno (40). En las semanas 11 y 12 de la
gestacion, las arteriolas espirales uterinas amplian su calibre, lo que permite un flujo
sanguineo materno significativo y el aumento de los niveles de oxigeno (40). EI mecanismo
por el cual las arterias espirales uterinas son modificadas ha sido explicado por la capacidad

que tiene el trofoblasto extravelloso para iniciar apoptosis en las células vasculares del
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musculo liso y en las células endoteliales, mecanismo que responde, a su vez, con las
demandas del feto en crecimiento (39).

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 (39). Un estudio explord el efecto de
la presion de oxigeno sobre la expresion y sintesis de VEGF, sSVEGFR-1, HIF-1a e HIF-2a
y los resultados mostraron que la baja presién de oxigeno lleva a un aumento selectivo y
significativo en el ARNm y en la proteina de sSVEGFR-1 y por otro lado, la expresion y
sintesis de VEGF se elevo pero la proteina libre (la no unida a SVEGFR-1) se redujo (41).
Lo anterior permitio establecer que VEGF es uno de los genes sobrerregulados
(upregulated) por HIF-1 y es la proteina proliferativa primaria relacionada con
angiogeénesis (41).

Se han propuesto tres modelos para describir el origen de la hipoxia en placenta segun J
Kingdom et al. (42):

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

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

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

Estos tres proceso dan cuenta de las maltiples 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 infecciosos e 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 general, los patrones angiogénicos placentarios varian durante la gestacion y la hipoxia
es una condicion que tanto fisioldgica como patoldgica, que regula la expresion de los

mismos. La invasion de la decidua por el trofoblasto es critica para establecer la circulacion
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utero-placentaria, regular procesos hipoxicos y propiciar la remodelacion vascular

placentaria asociada con cambios histologicos.

Inflamacion e hipoxia
Muchos de los cambios uterinos que transcurren durante la gestacion no sélo son llevados a

cabo en un medio inmunolégicamente regulado, sino también en un medio hipoxico. Este
ualtimo, induce la expresion de HIF-1a, el cual es activado por IL-18 y TNF (43) e induce
aumento en la expresion de VEGF, COX-2 e IL-6 (44). Segun lo anterior, HIF-1a no sélo
participa en procesos hipoxicos, 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 muestran que el posible mecanismo por el cual HIF-1a
regula la expresion de moléculas asociadas a procesos angiogénicos e inflamatorios es
mediante su asociacion con NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells), un complejo proteico que controla la transcripcién del ADN, la produccion de
citoquinas y la supervivencia celular (44). Como hallazgo adicional, respecto a la
interaccion entre HIF-1a/ NF-xB, se encontrd que el uso de antagonistas de NF-xB en
explantes placentarios se asocié con disminucion en la expresion de HIF-1a, SVEGFR-1 y
VEGF (45).

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-xB y
al posterior aumento en la expresion de HIF-1a y SVEGFR-1 (39). Lo anterior indica que,
efectivamente, la via mediada por NF-xB puede ser un mecanismo regulador no sélo de

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

Infeccion y enfermedad plasmodial en gestante y placenta

La infeccion plasmodial humana es causada por cinco especies de Plasmodium, con o sin la
aparicion de signos o sintomas. Si la infeccion se acompafia de sintomas como fiebre,
escalofrios, cefalea y sudoracion, entre otros, corresponde a malaria o enfermedad paltdica

(46); en contraste, si no hay sintomas acomparfiantes es una infeccion asintomatica.
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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 malaria asociada al embarazo (MAE) (46), que puede aparecer como:

1) Infeccién 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 IPP-
MP depende de que se presente MG, pero ambas no siempre ocurren en forma
simultanea; y

3) Infeccién plasmodial congénita (IPC) o malaria congénita (MC): es el estado que afecta
al producto de la gestacidn, demostrada por la presencia de Plasmodium en el cordén
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.

Solo 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).

IPAE y MAE como problemas de salud publica

MAE es un problema importante de salud publica tanto por la cantidad de casos como por
la gravedad de sus efectos (47). En el mundo, alrededor de 125 millones de gestantes estan
en riesgo de presentar malaria cada afio (48). 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 (48-50).

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 (51). Los pocos y recientes estudios e informes sobre frecuencia de MAE que
existen, se han realizado en Uraba Antioquefio, en sur de Cérdoba (46, 52, 53), en Choco y

en Narifio (50). Los estudios han demostrado que P. vivax es la especie predominante,
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excepto en Choco y Narifio, donde la mayoria de los casos fueron por P. falciparum (50),
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
diagnostica usada (54-56).

Si MAE es problema, también lo es la infeccion plasmodial asintomatica e, inclusive, la
submicroscépica, 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 (57, 58), causan
deterioro de la salud de los infectados y actlan 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 prevencidn casi completa por parte de las gestantes que residen en zonas de
endemia (5). Si eso no sucede en la realidad, se debe a las inadecuadas condiciones de vida
de las personas Yy 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 educacién en salud para la gestante, su familia y la comunidad sobre
ese problema y otros similares, garantizan un elevado control y prevencién del problema
malarico gestacional (59, 60). Sin embargo, no todas las recomendaciones y medios
preventivos son implementados por la comunidad y es alli, donde permanece la infeccion
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

0 sus convivientes (59, 60) para evitar que el problema afecte a la embarazada o se repita.
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Fisiopatologia de la malaria placentaria

Cinco especies de protozoos Apicomplexa del género Plasmodium infectan a los humanos:
P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malaria y P. knowlesi. De estas, P. falciparum se ha
asociado con la mayoria de muertes presentes en nifios menores de 5 afios y en mujeres

primiparas debido a complicaciones por la infeccion (61).

Infeccion por P. falciparum en el embarazo
Esta infeccion puede dar lugar al secuestro de eritrocitos parasitados (EP) en el espacio

intervelloso placentario y a la infiltracion de células inmunes (monocitos y macrofagos) en
ese espacio y en las estructuras adyacentes, sobre todo la decidua (62). Los EP expresan en
su membrana la variante VAR2CSA de la familia de la proteina 1 de membrana del
eritrocito infectado con P. falciparum (PfEMP1) (63). VAR2CSA se une al
glicosaminoglicano llamado condroitin sulfato A (CSA), que es expresado por el
sincitiotrofoblasto (63). El secuestro de los EP estimula a los macrofagos maternos a
expresar la proteina quimiotactica de monocitos (MCP-1) y proteinas inflamatorias del
macrofago (MIP-1a y MIP-1B); todas estas atraen mediadores inflamatorios e inician la
cascada inflamatoria (64). Ademas, se induce la quimiotaxis de citoquinas proinflamatorias
como TNF e IFNy que median la respuesta inmune producida por la infeccién localizada de
la placenta y contribuyen a su vez, con los resultados adversos asociados al producto de la
gestacion (65). Es importante mencionar que la induccion de procesos inflamatorios no es
especifica de P. falciparum, mediadores proinflamatorios e hipdxicos se han encontrado
aumentados en MP causada también por P. vivax (57).

Varios estudios relacionados con infeccion por P. falciparum han demostrado que esta
especie activa la cascada del complemento (66). En humanos y en modelos animales, la
activacion del complemento en la fase aguda de la infeccion conduce a la reduccion de los
niveles en suero de C1, C2, C3, C4 y Clq y al incremento del complejo terminal del
complemento (sC5b-9) (67) y por otro lado, se ha encontrado que los merozoitos pueden
escapar de la activacion del complemento en sueros no inmunes (sueros libres de
anticuerpos contra un antigeno especifico) (68). Una vez los merozoitos lisan a los
eritrocitos, ellos se liberan al torrente sanguineo junto con la vacuola digestiva (VD) de P.
falciparum, compartimento donde el parasito almacena la Hz. Ambos, merozoitos y VD,

pueden inducir la activacién de la cascada intrinseca de la coagulacion y de la via
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alternativa del complemento (68). Asi mismo, mientras que la VD es rapidamente
fagocitada por granulocitos polimorfonucleares (PMN), los merozoitos que no fueron
opsonizados escapan de la fagocitosis (69). Ademas, la fagocitosis de VD induce un
agotamiento funcional de los PMN, lo que puede contribuir, a que personas con infeccién
plasmodial sean mas susceptibles a infecciones bacterianas invasivas (69).

Se ha explorado la contribucion del suero inmune (suero con anticuerpos naturales o
artificiales contra un antigeno especifico de P. falciparum) en la fagocitosis de los
merozoitos pero no se conoce el papel del complemento en este proceso (70). Por lo
anterior, seria recomendable evaluar el papel del complemento no solo en personas con
infeccion plasmodial, sino también, en personas tratadas y sanas no expuestas.

El mecanismo maéas probable que se ha postulado para conocer la activacion del
complemento durante la infeccion plasmodial es a través de la via clasica, por la formacién
de complejos inmunes antigeno-anticuerpo (71). Sin embargo, pruebas in vitro sugieren que
la VD de P. falciparum puede activar también la via alternativa (69). Adicionalmente, se ha
planteado que la via de la lectina de unién a manosa puede activarse por el reconocimiento
de proteinas de superficie de los EP (72). Sin embargo, en un experimento donde se
adicionaron lectinas de union a manosa a cultivos de P. falciparum, no se inhibio el
crecimiento de este; y una posible explicacion de lo ocurrido consistié en que las lectinas
ayudan a eliminar productos del parésito que quedan en circulacion durante la infeccion
pero no directamente el desarrollo del mismo (72). Otro acercamiento al papel de esta
altima via en la infeccion plasmodial proviene de estudios genéticos donde tres
polimorfismos de sustituciones no sinénimas (‘alelo B' G54D, ‘alelo C' G57E vy 'alelo D'
R52C) del gen MBL2 (mannose-binding lectin) se han asociado con la disminucion de los
niveles en suero de lectinas de unién a manosa (73). El 'alelo C' se encuentra casi
exclusivamente en los africanos y se correlacion6 con complicaciones en MG (74).
Respecto a este hallazgo, es importante comprender que los estudios no deben limitarse a
una sola poblacién humana y a una sola especie de Plasmodium ya que la contribucion del
complemento en cuanto la eliminacion del parasito puede variar segun estos (75).

Por otro lado, se ha encontrado que componentes propios de Plasmodium, como el
glicolipido glicosil-fosfatidil-inositol (GPI), induce el aumento de Cb5a, de citoquinas

proinflamatorias (TNF, IL-8, IL1-B) y de factores antiangiogénicos como sVEGFR-1 a
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partir de poblaciones de leucocitos (76). Por lo anterior, la fraccion Cba también se ha
asociado con la alteracion en el perfil angiogénico de las placentas infectadas (31); sin
embargo, hacen falta més estudios que incluyan ademés, componentes de P. vivax ya que

este también se ha encontrado en el tejido placentario (77, 78).

Infeccion por P. vivax en el embarazo
Aunque la infeccion por P. vivax durante el embarazo ha sido reconocida por muchos afios,

el impacto de esta se ha evaluado solo recientemente (79). Para entender la patogénesis de
las infecciones por P. vivax o P. falciparum durante el embarazo se deben conocer las
diferencias entre ambas especies. P. vivax infecta solo reticulocitos, invadiéndolos después
de la union de los merozoitos al antigeno Duffy que es receptor para quimioquinas; cuando
se carece de esta proteina (un hallazgo comun en las poblaciones africanas), la infeccion no
ocurre (79). La predileccion de P. vivax por los reticulocitos limita su parasitemia, mientras
que P. falciparum puede alcanzar parasitemias mas altas porque parasita eritrocitos de
todas las edades (79). Ademas, y aunque se ha dicho, que los EP con P. vivax no expresan
proteinas de superficie eritrocitarias que les permitan secuestrarse en la vasculatura del
hospedero, se ha reportado que gestantes con infeccién por P. vivax son con mayor
frecuencia anémicas y presentan neonatos de menor peso al nacer, en comparacién con
gestantes no infectadas (80). Por otro lado, se ha reportado que los casos de P. vivax en la
gestacion se asocian con una alta frecuencia de parto pretérmino, que es una causa
importante de mortalidad neonatal, y con incremento en la expresion de TNF, IL1-, MCP-
1 y en general de citoquinas proinflamatorias que tienden a elevarse tanto en sangre
periférica de la gestante como en sangre placentaria (81). Lo anterior ha permitido sugerir
que la infeccion sistémica en la madre, en lugar de la inflamacién placentaria local, puede
ser responsable de los efectos adversos reportados de P. vivax; sin embargo, ain se
requieren estudios para comprender los mecanismos por los cuales P. vivax afecta ambos
compartimentos (periférico y placentario). Por ultimo, las formas de hipnozoitos que
generan recaidas son caracteristicas de P. vivax y complican en muchos casos el control de

la infeccion y de la enfermedad en la gestante (79).
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IPP-MP y dafio tisular

IPP-MP por P. falciparum
Recientemente, se reporto que el secuestro placentario de los EP conlleva al aumento en los

depdsitos de fibrina, similar a lo que ocurre en la intervillositis cronica masiva, una entidad
anatomopatoldgica de posible origen inmunolégico asociado con retrasos en el crecimiento
fetal, abortos a repeticion y otros resultados adversos en el embarazo (82). El secuestro de
EP 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 presentacién
de BPN, muerte fetal en (tero y ser una importante causa de morbi-mortalidad
perinatal (83).

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 actlan como barrera para
el transporte de oxigeno a través de la placenta. Durante esta infeccion, el aumento de
nodos sincitiales se consideré una causa importante de hipoxia (84). lgualmente, 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 (85). 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 pardmetros de la placenta, el objetivo sea la
placenta y no la periferia (85).

Adicionalmente, se ha propuesto que la acumulacion de células inflamatorias en el espacio
intervelloso junto con los EP conducen a hipoxia placentaria y fetal, ya sea por el consumo
de oxigeno por parte de los infiltrados celulares o por la disminucién de la perfusion
sanguinea y la superficie disponible para el intercambio materno-fetal (84). 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 (84).
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Igualmente, estudios recientes coinciden con que la activacion del complemento parece ser
importante mediador para las complicaciones de la MP (86-88). Existen cambios
histoldgicos, 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 (monocitos, macrofagos y linfocitos) (MN) (62), de células PMN, de
depositos de fibrina, de nudos sincitiales, de trofozoitos en los eritrocitos maternos y fetales
y de depositos de Hz (89).

IPP-MP 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 (78), el estudio de P. vivax en MP comenz6 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 histolégicos placentarios que se han descrito en infecciones por P.
vivax, un estudio reciente indicO 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 espacio intervelloso comparado con placentas de mujeres no infectadas (77).

El primer estudio que se realizé en un area de baja transmision y que incluyé tanto
placentas infectadas con P. falciparum como con P. vivax, indic6 que las infecciones con P.
vivax no presentan necrosis y tienen disminucion de los depositos de fibrina, comparado a
lo que ocurre en las infecciones con P. falciparum (90). En contraposicion a lo anterior,
otro estudio de MP en Colombia detall6 que los hallazgos histologicos mas comunes en
infecciones por P. vivax son aumento en los depositos de fibrina y en las células MN en el
espacio intervelloso (91). Lo anterior refleja que aun es controversial el papel especifico
que juega P. vivax en el dafio histoldgico 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.
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Hay que resaltar que son escasos los estudios de estos cambios histoldgicos 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 (90); algunos pocos reportes
de IPP se han realizado en el continente de América y pertenecen a Colombia (91), Peru
(92) y Brasil (77). Otros estudios en el mismo continente se refieren sélo a casos de IPG en
Brasil (78), Venezuela (93), Ecuador (94) y Guayana Francesa (95).
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Planteamiento del problema

De todos los procesos que rigen la formacién, desarrollo y funcionamiento de la placenta y
del embarazo sano, existen tres que son claves; ellos participan desde el comienzo de la
gestacion hasta el término de la misma; se trata de la inflamacion, la angiogénesis-
vasculogénesis y la hipoxia.

El proceso inflamatorio normal de la gestacion regula el ambiente inmune de la interfase
materno-fetal, desde el reconocimiento del embrién y la implantacion e invasion
placentaria. La formacion de la placenta involucra dos procesos: angiogénesis Yy
vasculogénesis. La vasculogénesis es la generacion de nuevos vasos sanguineos a partir de
la diferenciacion in situ de los precursores celulares endoteliales. La angiogénesis es la
formacion de nuevos vasos a partir de los existentes; esos dos procesos son mediados por
factores angiogenicos, principalmente el VEGF o VEGF-A (96). La hipoxia es una baja
tension de oxigeno fisioldgica, importante no solo en la etapa de desarrollo placentario
sino, también, en el trabajo de parto.

La regulacion de estos procesos se altera cuando ocurre infeccion plasmodial en la gestante
(IPG), la placenta (IPP) o ambas. En estas infecciones se presenta un desequilibrio en la
expresion de citoquinas, quimioquinas, marcadores de inflamacion, angiogénesis e hipoxia.
Este desequilibrio se refiere a que diferentes moléculas no se encuentran reguladas
adecuadamente y su expresion esta aumentada o disminuida respecto al estado fisiol6gico o
normal (3).

La alteracion del equilibrio se ha estudiado principalmente en IPG-IPP causadas por P.
falciparum y se asocian con secuestro de EP (97), con aumento en la concentracion de
fracciones del complemento (86), con alteracion de la angiogénesis (85), con alteracion de
las vias hormonales y de la glucosa que comprometen la absorcién de aminoacidos en la
placenta (98), con aumento de células inflamatorias, particularmente monocitos vy
macrofagos en el espacio intervelloso de la placenta, con cambios y dafios histologicos
placentarios (83), y con alteraciones adicionales durante la gestacién, como anemia
materna, BPN, parto prematuro, muerte neonatal y otros efectos mérbidos (99). 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 equilibrio o la regulacién de los diferentes procesos ocurridos en una
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gestacion 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, los estudios han
informado un grupo no especifico de ellos (83, 85, 91, 100, 101) pero, de nuevo, muy poco
se conoce sobre lo que sucede en la IPP por P. vivax, aunque al parecer también es capaz de
generarlos (57, 91, 102, 103).

Una dificultad actual para el analisis de los hallazgos histoldgicos placentarios es la
carencia de un protocolo uniforme, por lo que cada uno de los estudios sobre IPP ha
seguido diferentes criterios de clasificacion histoldgica (57, 83, 91, 101, 104). Muy escasos
son los datos sobre poblaciones celulares inmunes en la IPP, incluida aquella por P.
falciparum, lo cual constituye un vacio de conocimiento muy importante (3).

Los estudios conocidos acerca del analisis histolégico en la IPP se refieren, casi
exclusivamente, a infecciones microscépicas; falta conocer qué sucede en la IPP
submicroscépica; los escasos datos indican que puede generar cambios Yy lesiones tisulares
y puede producir efectos nocivos tanto en la madre como en el neonato (57, 102).

Durante el embarazo existen muchos procesos fisioldgicos que se relacionan entre si; se
han usado diferentes indicadores 0 marcadores de cada uno para conocer su asociacién con
IPP, casi siempre en relacion con P. falciparum. Entre los marcadores evaluados se
encuentran, por ejemplo, algunos asociados a la inflamacion (TNF, IFNy, IL-2, IL-6, IL-1j,
fraccion Cba del complemento), antiinflamatorios (IL-4, IL-10, TGF-B2), hipdxicos (HIF) y
angiogenicos (VEGF). Los marcadores usados no han sido los mismos entre un estudio y
otro (103, 105).

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 fisiologicos (103, 105). Un informe que reportd la asociacion entre lesiones
placentarias, citoquinas y factores angiogénicos se centrd en gestantes con preeclampsia y
en las placentas de estas gestantes fue frecuente el aumento de hallazgos histoldégicos como
nodos sincitiales, depdsitos de fibrina en la vellosidad y vellosidades terminales avasculares

comparado con placentas normotensas (29). Ademas, se encontré aumento en la expresion
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de TNF, TGF-B1 y de VEGFR-1 y disminucion en los niveles de IL-10, VEGF y PIGF en
placentas con preeclampsia frente a placentas normotensas (29); sin embargo, y como se
menciono antes, este tipo de correlaciones marcadores/hallazgos histoldgicos placentarios
no se han realizado en casos de IPP.
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 plantear
preguntas de investigacion, en especial con respecto a P. vivax, y que orientaron el presente
trabajo:
En placentas a término de mujeres colombianas con IPP por P. falciparum o por P. vivax:

1. ¢Cudles son las caracteristicas histoldgicas de la placenta?

2. ¢Cudles son los niveles de expresion de genes que codifican proteinas asociadas a

procesos inflamatorios, angiogénicos e hipdxicos?
3. ¢Hay asociacion de estas caracteristicas histologicas y la expresion de proteinas

asociadas a procesos inflamatorios, angiogénicos e hipdxicos?

Objetivos de investigacion
Para orientar la respuesta a estas preguntas de investigacion planteadas se formularon los

siguientes objetivos:

Objetivo general
Explorar la asociacion entre los hallazgos histologicos de placentas a término con y sin
infeccion por Plasmodium falciparum o por Plasmodium vivax, con la expresién de

proteinas relacionadas con procesos inflamatorios, angiogénicos e hipoxicos.

Objetivos especificos
En placentas a término con y sin infeccidn por P. falciparum o por P. vivax

1. Describir y comparar los hallazgos histoldgicos por compartimento (decidua,
vellosidad, espacio intervelloso).

2. Comparar la expresion de proteinas asociadas a procesos inflamatorios (Cba, IL-2,
TNF, IFNy, COX-1, COX-2, IL-10, IL-4), angiogénicos (VEGF, VEGFR-1) e
hipdxicos (HIF).

3. Determinar la asociacién entre los hallazgos histologicos con la expresién de proteinas
relacionadas con procesos inflamatorios, angiogénicos e hipdxicos.
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Materiales y métodos

Sitio de estudio

Las muestras de este estudio pertenecen a mujeres que fueron atendidas en el momento del
parto en los hospitales locales de Puerto Libertador, Tierralta y Monteria (Cordoba). Puerto
Libertador y Tierralta estan localizados en una region de alta endemicidad para malaria
(106) y Monteria cuenta con casos provenientes de localidades endémicas cercanas (107).

El departamento de Cérdoba tiene una extensién aproximada de 24 mil km? y 1°710.000
habitantes, todos expuestos y en riesgo de presentar malaria. Cordoba cuenta con una
amplia hidrografia que a su vez contribuye con la presencia del paludismo en la regién,
conformada por 846 km de rios y 110.000 hectéareas de ciénagas (108). Cordoba presenta
dos zonas que se diferencian facilmente: una plana y una montafiosa. La primera representa
aproximadamente el 60% de la superficie total del territorio Cordobés y esta formada por la
gran llanura del Caribe. Esta zona tiene elevaciones que no superan los 100 metros sobre
nivel del mar (msnm) y alberga los valles aluviales de los rios Sind, San Jorge y el area
costera. La segunda, situada al sur del departamento, esta conformada por ramificaciones
de la cordillera occidental y limita con Antioguia. Esta ultima zona, junto con Uraba
Antioquefio y Bajo Cauca Antioquefio conforma la region ecoepidemioldgica que mas

casos de malaria reporta anualmente en Colombia (108).

Tipo de estudio y disefio muestral

Se realiz6 un estudio descriptivo y transversal de caracter exploratorio o piloto. EI tamafio
de la muestra se seleccion6 por conveniencia teniendo en cuenta las muestras placentarias
que se tenian en el banco de muestras del Grupo Salud y Comunidad-César Uribe
Piedrahita. Se seleccionaron 20 muestras con IPP por P. vivax (IPP-V) y 20 con IPP por
P. falciparum (IPP-F). Como control se seleccionaron 19 muestras sin IPP (IPP-no). En

total, el tamafio de la muestra seleccionado fue 59 placentas.

Criterios de inclusion

Se seleccionaron sueros Yy tejidos placentarios de mujeres que cumplieran con el tiempo de
gestacion de 36-41 semanas, tiempo en el que la placenta estd desarrollada tanto en su

morfologia como en su fisiologia, con vellosidades plenamente formadas y con una
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vasculatura definida (7). Hay que aclarar que las placentas que se incluyeron de 36 semanas
de gestacion fueron siete y no presentaron diferencias respecto a las placentas de 37
semanas en adelante, por lo que se decidi6 incluirlas. Las muestras para conformar los tres
grupos (IPP-no, IPP-F, IPP-V) se seleccionaron con base en el resultado de diagnostico de

la infeccion plasmodial con gPCR en sangre placentaria.

Obtencion de muestras de sangre y tejido placentario para diagnostico y

cuantificacion de los diferentes marcadores

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 ademas
un tubo seco (tapa roja) para realizar gota gruesa, extendido delgado, papel filtro y obtener
suero.

Una vez alumbrada la placenta, se realiz6 un 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 tomo6 sangre total para gota gruesa (dos gotas de sangre en cada ldmina
portaobjeto) y para papel filtro Whatman N°3 (dos gotas) para diagndstico molecular de
infeccion plasmodial. EI papel filtro se secé a temperatura ambiente y fue almacenado a
4°C en bolsa pléastica hasta su posterior procesamiento (109).

Para la cuantificacion de marcadores y citoquinas en tejido placentario se obtuvo un
fragmento de 1 cm? de lado y de todo el espesor de la placenta, que fue preservado con
RNA Later® (Qiagen) a 4° C.

Diagnostico de infeccion plasmodial

Microscopia

El diagndstico de infeccién plasmodial en sangre periférica y en sangre placentaria se
realizd con gota gruesa coloreada con Field y leida por un microscopista experimentado en
cada hospital local. La elaboracion, coloracion y lectura de las gotas gruesas se hizo de
acuerdo al procedimiento recomendado por la OMS (110). Para el célculo de la parasitemia
se hizo recuento de paréasitos en un total de 200 leucocitos y se tuvo en cuenta la constante

de 8000 leucocitos/pL para calcular el nimero de parasitos/pL de sangre. Una lamina fue
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considerada negativa cuando no se observo ninguna forma parasitaria en un minimo de 500

campos microscopicos.
Diagnostico molecular

Extraccion de acido dexosi-ribonucleico (ADN)

Del papel filtro Whatman N°3 impregnado con sangre placentaria como se describid
previamente, se us6 un circulo de 5 mm de didmetro. Este fragmento de papel fue
depositado en un vial de 1,5 mL con 1 mL de PBS y 50 pL de saponina al 10%. Se incubd
el vial toda la noche a 4°C. Posteriormente, se centrifugé a 10.000 rpm por 5 minutos. El
sobrenadante se descartd y se adiciond 1 ml de PBS. La muestra fue incubada a 4°C por 30
minutos. Luego, se centrifugd el vial a 10.000 rpm por 5 minutos y se descarto el
sobrenadante. Se adicion6 100 uL de agua desionizada y 50 pL de Chelex®. La reaccion se
incubd a 95°C por 10 minutos en bafio seco, con agitacion de 3 segundos cada 2 minutos en
vortex, se centrifugd 5 minutos a 13.000 rpm y el sobrenadante se transfirié a nuevos viales
con la precaucion de no tomar Chelex®. Luego se centrifugo el material a 13.000 rpm por
10 minutos y el sobrenadante, que hace referencia al ADN extraido, se transfirié a viales
nuevos. Finalmente, los viales se almacenaron a -20°C hasta su posterior amplificacién. El

protocolo se modificd y desarroll6 de acuerdo a lo publicado por Plowe C. 1995 (111).
Diagnéstico de Plasmodium por PCR cuantitativa (QPCR)

Cebadores y sondas empleadas para el diagnostico de Plasmodium spp
Se us6 una gPCR para la determinacion de parasitos. Se emplearon los cebadores y las

sondas que se muestran en la tabla 1 segln lo propuesto por Shokoples S et al, 2009 (112).
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Tabla 1. Cebadores y sondas empleadas para el diagnostico de Plasmodium spp

Especies Cebadory Concentracion Secuencia (5"-3")
sonda UM
Plasmodium Plasmo-1 F 0,2 GTT AAG GGA GTG AAG ACG ATC AGA
spp (cebador)
Plasmodium Plasmo-2 R 0,2 AAC CCAAAGACT TTG ATT TCT CAT
spp (cebador) AA
Plasmodium Plasprobe 0,05 FAM-ACC GTC GTAATC TTA ACC ATA
spp (sonda) AAC TAT GCC GAC TAG-TAMRA
P. Fal-F (cebador) 0,2 CCG ACT AGG TGT TGG ATG AAA GTG
falciparum TTAA
P. Falcprobe 0,08 Quasar 670-AGC AAT CTA AAAGTC
falciparum (sonda) ACC TCG AAA GAT GAC T-BHQ-2
P. vivax Viv-F 0,2 CCG ACT AGG CTT TGG ATG AAA GAT
(cebador) TTTA
P. vivax Vivprobe 0,08 TAMRA-AGC AAT CTA AGA ATA AAC
(sonda) TCC GAA GAG AAA ATT CT-BHQ-2

Procedimiento de la gPCR para el diagnostico

La PCR se realizd bajo condiciones universales de amplificacion (95°C por 15 segundos,
60°C por 1 min) en el equipo ABI TagMan 7500. El volumen final de reaccion fue de 25
puL que contenia 5 pL de ADN, 12,5 yuL de Master mix TagMan Universal (Applied
Biosystems) y 0.25 pL de cebadores y sondas, ajustado con 6,75 pL de agua. Las
concentraciones de los cebadores y sondas para cada reaccion se muestran en la tabla 1.
Las muestras fueron positivas para Plasmodium cuando los cebadores especificos de género
Plasmol y Plasmo2 y la sonda Plasprobe marcada con 6-carboxifluoresceina (FAM)
detectaron una region del gen 18S de Plasmodium que se conserva en las cinco especies
(113).

Las especies de Plasmodium presentes en la muestra se determinaron con el cebador
Plasmo-2R y el forward y sonda indicada para cada especie. Se establecié el punto de corte

de 40 ciclos 0 menos para definir si una muestra era positiva.

Cuantificacion relativa del ARNm de marcadores en tejido placentario
Los marcadores del estudio se agruparon asi: pro-inflamatorios (IL-2, TNF, IFNy, COX-1,

COX-2, C5a), antiinflamatorios (IL-10, IL-4), angiogénicos (VEGF, VEGFR-1) y de
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hipoxia (HIF). Los diferentes marcadores, excepto Cb5a, se midieron por cuantificacion
relativa del ARNm mediante PCR en tiempo real.

La cuantificacion de IL-10, IL-4, IL-2, TNF, IFNy, COX-1, COX-2, VEGF e HIF se
realizd dentro de un macroproyecto y posteriormente se hizo la medicion de la expresion
del ARNm de VEGFR-1y del C5a.

Cebadores y sondas

Disefio de cebadores
Primero se realizé una busqueda en GenBank de las secuencias de los genes que se querian

amplificar en el estudio y se tuvo en cuenta las diferentes variantes de los mismos con el fin
de conocer cudles de estas se expresaban o no en placenta y en caso de no conocer el tejido
especifico de expresion, se tuvo en cuenta una region conservada entre las variantes. Para
conocer la region conservada, se hizo un alineamiento multiple (Multiple Sequence
Alignment) del ARNm de todas las variantes con el programa Clustal Omega, y
posteriormente, se procedié a seleccionar, mediante el programa Primer-BLAST de NCBI,
un par de cebadores y una sonda, con los que se amplifico la region comin para todas las
variantes y que cubrieran una region entre exdn-exén para garantizar que se amplifica
ARNmM. Con el programa Oligoanalyzer 3.1 se verificd que los cebadores y la sonda de
cada uno de los genes no formaran heterodimeros entre si.

Los cebadores y sondas empleados en la cuantificacion del ARNm de los diferentes

marcadores se muestran en la tabla 2.
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Tabla 2. Cebadores y sondas empleados en la cuantificacion del ARNm de citoquinas y

marcadores de angiogénesis, inflamacion e hipoxia

Gen Secuencia (5’ - 37)

: TGATTTTGAATGGAATTAATAATTACAAG

: TTTCAGTTCTGTGGCCTTCTT

: FAM-CCCAAACTCACCAGGATGCTCACATT-TAMRA
: GCCTCACAGAGCAGAAGACTC

: CAGTTGTGTTCTTGGAGGCA

: FAM-TGCACCGAGTTGACCGTAACAGACA-TAMRA

: CCTGGAGGAGGTGATGCCCCA

: CAGCGCCGTAGCCTCAGCC

: FAM-CAAGGCGCATGTGAACTCCCTG-TAMRA

: GAAGAATTGGAAAGAGGAGAGTGA

: TGGACATTCAAGTCAGTTACCG
:FAM-TTCCTTGATGGTCTCCACACTCTTTTGG-TAMRA
: GCCCAGGCAGTCAGATCA

: GCTTGAGGGTTTGCTACAACA

: FAM-CCCGAGTGACAAGCCTGTAGCCC-TAMRA

: AGCAGCTTTTCCAGACGACC

: CGGTTGCGGTATTGGAACTG

: FAM-CTGGCCTCAGCACTCTGGAATGACAA-TAMRA
: CCTGATCCCCAGGGCTCAAAC

: TTGGTGAAAGCTGGCCCTCG

: FAM-TGCCCAGCACTTCACGCATCAGTT-TAMRA

: CCAAATCCAGAGTCACTGGAACTT

: AGGTGAACTTTGTCTAGTGCTTCCAT

: FAM-TACCATGCCCCAGATTCAGGATCAGACAC-TAMRA
: TCTACCTCCACCATGCCAAGT

: TGCGCTGATAGACATCCATGA

: FAM-CCAGGCTGCACCCATGGCAGA-TAMRA

: ATCACAGATGTGCCAAATGGG

- TGATGGAGTGCTCCTTAGTGA
S:FAMTGCCGACGGAAGGAGAGGACCTGAAACTGT-TAMRA
F: CGAGCGCGGCTACAGCTT

B-actina | R: CCTTAATGTCACGCACGATT

P: FAM-ACCACCACGGCCGAGCGG-TAMRA

IL-2

IL-4

IL-10

IFNy

TNF

COX-1

COX-2

HIF-1a

VEGF

O M TV X TMTOVTXOTMTOVXOTMTOVXOTTMTOOTMTOXOTTMTODOTMTOXOTTOIOT

VEGFR-1
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Extraccion de ARN
Se uso el estuche comercial RNeasy® Mini Kit (Qiagen). Se realizd extraccion de ARN a

partir de tejido placentario almacenado en RNA Later (Qiagen). Se tom¢ aproximadamente
20 mg de tejido placentario y se transfirio a un tubo de microcentrifuga de 2 mL. Se
adiciond 350 pL del buffer completo (10 pL Betamercaptoetanol x 1 mL de buffer RLT).
Se centrifugo6 a 10.000 rpm por 3 minutos. Luego, se transfirio el sobrenadante a un vial de
1,5 mL y se adicion6 un volumen de 350 pL de etanol al 70% y se mezcld por pipeteo.
Posteriormente, se transfiri6 700 pL de la mezcla anterior a una columna “mini spin
RNeasy” y se centrifugd por 15 segundos a 10.000 rpm y se descarto el filtrado con el tubo
colector. Seguidamente, se transfirié la columna mini spin a un nuevo tubo colector y se
adiciono 700 pL de buffer RW1 en la columna. Se centrifugd 15 segundos a 10.000 rpm y
nuevamente se descarté el filtrado y el tubo colector. Se transfirié la columna mini spin a
un nuevo tubo colector y se adiciond 500 pL de buffer RPE, esto se centrifugd 15 segundos
a 10.000 rpm y nuevamente se descarto el filtrado y el tubo colector. Se adiciond una vez
méas 500 pL de buffer RPE y se centrifugd por 2 minutos. Finalmente, se transfirio la
columna mini spin a un tubo de microcentrifuga y se adicion6 50 pL de agua libre de

RNAsa y se centrifug6 a 10.000 rpm por un minuto.

La cuantificacion de la expresion de las moléculas (IL-2, IL-4, IL-10, IFNy, TNF, COX-1,
COX-2, HIF-1a, VEGF, B-actina) se realiz6 a partir de &cido dexosi-ribonucleico

complementario (ADNCc), de acuerdo a la siguiente metodologia.

Sintesis de ADNc
Antes de realizar la sintesis de ADNCc se hizo tratamiento con DNAsal al ARN extraido del

tejido placentario con el estuche comercial RNeasy® Mini Kit. Este tratamiento se hace
para eliminar las cadenas de ADN que permanezcan en la muestra, utilizando la
endonucleasa DNAsal. A 8 pL de ARN extraido, se adicion0 1 pL de tampon de reaccion
10X de DNAsal y 1 pL del reactivo AMP Grado 1. Se dejo incubando el preparado por 15
minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se adiciond etilen-diamino-tetra-acético

(EDTA) 25 nM y se incubd por 10 min a 65°C para detener la accion de la endonucleasa.
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Para la sintesis se usé el estuche comercial SuperScript® Il de Invitrogen y se partié de 8
pL de ARN tratado con DNAsal. Se adiciond 1 pL de cebadores Random-hexamer y 1 puL
de dNTPs 10 mM. La mezcla se llevd a incubacion por 5 minutos a 65°C y posteriormente
se llevd a hielo por 1 minuto. Luego, se adiciond al preparado anterior 2 pL de tampén RT
10X, 4 pL de MgCl; 25 mM, 2 uL de DTT 0,1M (Dithiothreitol), 1 pL de RNAseout y 1
pL de SuperScript® IlI.

Posteriormente, se montd la reaccion en el equipo Biometra T300 Thermocycler siguiendo
las condiciones del fabricante, con el siguiente programa: 1) hibridacién/annealing: 25°C
por 10 minutos, 2) Sintesis de ADNc: 50°C por 50 minutos, 3) finalizaciéon de reaccion:
85°C por 5 minutos.

Finalmente, para remover remanentes de ARN, se adicioné 1 pL de RNAsa H y se incubd
20 minutos a 37°C. EI ADNCc se almacené a -20°C hasta su posterior procesamiento para la

cuantificacion de la expresion de los marcadores.

Condiciones de la PCR en tiempo real

Cuando se utilizd6 como molde ADNCc, la PCR se realiz6 en las siguientes condiciones:
50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, 95°C por 15 segundos y 58°C por un minuto en
el equipo ABI TagMan 7500. El volumen final de reaccion fue de 25 uL que contenia 5 pL
de ADNc, 12,5 pL de Master mix TagMan Universal (Applied Biosystems) y 7,5 pL de
cebadores y sondas a una concentracion de 1 uM para los cebadores y de 0,2 yuM para las
sondas. Las sondas fueron marcadas con el fluor6foro o reporter FAM (57) y el agente
bloqueador o quencher TAMRA (3"). Ademas, para cada una de las expresiones de ARNm
de los distintos marcadores se estableci6 un total de 40 ciclos.

La cuantificacion de la expresion de VEGFR-1 se realiz6 a partir de ARN total en una
reaccion de un solo paso. A partir del ARN aislado de tejido placentario se hizo un ensayo
de transcripcién inversa de la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), en un
StepOnePlus™ de Applied Biosystems. Se usé el estuche EXPRESS One-Step
SuperScript® qRT-PCR. Las condiciones del corrido se estandarizaron asi: un ciclo de
50°C por 20 minutos, 95°C por 3 minutos, 95°C por 15 segundos, finalmente 59°C por 1
minuto. Los Gltimos dos pasos se repitieron 40 ciclos. EI volumen final de reaccion fue de
20 pL que contenia 2 puL de ARN, 10 pL de SuperScript® Universal, 2 pL de
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SuperScript® Mix One-Step y 6 UL de cebadores, sonda y ROX a una concentracion 0,5
MM, 0,4 UM 25 pM, respectivamente.

En general para todas las moléculas evaluadas, la PCR en tiempo real cumplié con las
siguientes condiciones:

e Por cada corrido se incluyd un control negativo que correspondia a agua libre de
nucleasas y un control positivo que consistia en ARN de células BeWo. Estas
células fueron cultivadas en medio RPMI 1640 (SIGMA-ALDRICH) con 10% de
suero bovino fetal, en condiciones estandar de cultivo a 37°C con 5% de CO,, y
posteriormente diferenciadas a sincitiotrofoblasto con Forskolin a una concentracion
final de 50uM. Ademas, se usé como control de expresién de ARNm, placentas con
diagnostico negativo para infeccion plasmodial y que pertenecian a mujeres sin
antecedentes de infeccion gestacional y/o placentaria.

e Para el andlisis de los resultados se tuvo en cuenta el valor del CT correspondiente
al nimero de ciclos donde la fluorescencia supera el umbral y se realiz6 una
cuantificacion relativa que consistio en comparar el CT de cada marcador en

placentas con diagndstico IPP-no y con IPP por P. falciparum o P. vivax.

Eficiencia de la cuantificacion relativa en tiempo real

Este proceso se realizd antes de amplificar los diferentes marcadores en las muestras del
estudio. El objetivo de este proceso fue determinar las condiciones adecuadas de cada uno
de los componentes en la reaccion, como tiempos apropiados para cada uno de los ciclos de
amplificacion, concentracion de las enzimas, del ADNc, del ARNm, de cebadores y de las
sondas.

Se realizaron diluciones seriadas de ADNc o ARN de células BeWo diferenciadas a
sincitiotrofoblasto para amplificar los marcador de interés y el gen constitutivo (B-actina).
De cada ensayo, el equipé calculé la pendiente (m), la linealidad (R?) y la eficiencia de la
reaccion. Se trabajo con las eficiencias mas cercanas a 100% para cada marcador que
indicaron las condiciones apropiadas del ensayo.

Los célculos del equipo se analizaron segun el logaritmo de la concentracion de cada
dilucién, tanto para el ADNc como para el ARN de las células BeWo versus el CT, y se
calcul6 la ecuacion de la recta (y= mx + b), donde se determiné que m deberia estar entre -
3,58 y -3,10. Se realiz6 una cuantificacion relativa para determinar los niveles de expresion
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de los marcadores del estudio en relacion con los niveles de expresion del gen constitutivo
y luego de obtener la relacion entre el gen de interés y el gen constitutivo, se aplico la ley
de Pfaffl para determinar el delta-delta CT como aparece a continuacion (114):

.. . . , CT del de interés (CT trol-CT t
A (Eficiencia del gen de interés)"T %! gen de interés (CT control-CT muestra)

Expresion del gen =

icienci .. \CT del gen constitutivo (CT control-CT muestra
A (Eficiencia del gen constitutivo) g Itutivo ( uestra)

Anélisis histopatoldgico

Recoleccion del tejido placentario

El tejido placentario se proceso previamente siguiendo procedimientos estandarizados (57).
Brevemente, 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 denominado
FC y otro ubicado entre la insercion del cordon y el borde de la placenta denominado FP.
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 pum de

espesor, que se dispusieron en portaobjetos y se colorearon con hematoxilina-eosina (H-E).

Lectura histoldgica

El protocolo de lectura que se aplicé fue previamente elaborado y estandarizado en el grupo
de investigacion. La lectura fue cerrada frente a los resultados de las pruebas de diagndstico
de infeccion plasmodial; es decir, cuando se hizo la lectura histologica no se conocia el
resultado de la qPCR diagndstica ni de la gota gruesa.

Las secciones tisulares fueron evaluadas mediante observacion y lectura de 20 campos
microscopicos por fragmento de tejido (en total 40 campos por placenta). Se usé aumento
total de 400X para lectura histologica general, teniendo en cuenta los tres compartimentos
placentarios: decidua, vellosidad y espacio intervelloso. Ademas, se us6 aumento total de
1000X para determinar presencia de EP y pigmento malarico o Hz. Las variables evaluadas

por compartimento se definen a continuacion segun José Botella et al, 1992 (23) (Tabla 3):
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Tabla 3. Hallazgos histoldgicos analizados en cada compartimento placentario

] Hallazgos
Compartimento o Definicion
histoldgicos
Aterosis Acumulo de fibrina alrededor del endotelio.
Decidua Necrosis Avrea isquémica con lesiones degenerativas.
Abrupcio Hemorragia observada en la decidua
Infarto Zona isquémica de la vellosidad como resultado de
la interrupcion del aporte sanguineo.
Nodos sincitiales Son agregad_os de nucleos sincitiales en la superficie
de las vellosidades.
Acumulo 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
Depositos de Acumulo de fibrina en la vellosidad o alrededor de
fibrina estas.
Hemorragia Aumento de globulos rojos en el espacio
intervelloso.
Espacio intervelloso Trombo Coagulo de sangre como resultados de hemorragias

intervellosas.

Calcificaciones

Depésitos de calcio. Signo de envejecimiento
placentario.

Otros hallazgos histoldgicos

En los tres

compartimentos

Células inmunes

Células PMN o MN presentes en cada espacio

En vellosidad y espacio

intervelloso

Hemozoina

Cristal soluble altamente reactivo producto de la
degradacion de la hemoglobina por parte de
Plasmodium spp.

Eritrocitos

parasitados

Recuento de eritrocitos parasitados por placenta.

53



Todas las variables evaluadas se cuantificaron en los campos observados de la siguiente
manera: primero se seleccionaron 5 areas de lectura en cada uno de los fragmentos tisulares
(FC y FP). Luego en cada &rea seleccionada se leyeron 4 campos microscopicos con
aumento total de 400X como aparece en la figura 2. En total por muestra son 40 campos
leidos. Por cada campo leido se anota la cantidad de hallazgos detectados; todos se leyeron
con aumento total de 400X, excepto para la presencia de EP y Hz, para los cuales se uso
aumento de 1000X. Finalmente, se calculé el promedio de cada hallazgo en los 40 campos

leidos.
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Figura 2. Seleccion de los fragmentos placentarios para el analisis histologico

Enzimo-inmunoanalisis (ELISA) para medir C5a

Para cuantificar la fraccion C5a del complemento en las muestras de suero placentario, se
usé el estuche comercial Human Cba Elisa Kit, siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Ese estuche incluye una placa de 96 pozos pre-revestida de anticuerpo
especifico (de captura) para C5a y no tiene reacciones cruzadas en cuanto al
reconocimiento de otras moléculas del complemento como rhC3a, ha2-macroglobulin,
rmC5a, o rmC5d. Se trata de un ensayo tipo sandwich o sanduche en espafiol, con un
anticuerpo de captura inmovilizado en el fondo de la placa de ensayo; un segundo
anticuerpo de deteccion marcado con biotina; la enzima estreptavidina y el sustrato

tetrametilbenzidina (TMB), cuya oxidacion generd un producto de color azul oscuro.

Preparacion de la muestra

El fabricante recomienda la dilucidn de las muestras de suero para el ensayo en un rango de
1/40 a 1/400. Se hizo un ensayo inicial con las siguientes diluciones 1/40, 1/120, 1/240,
1/360 y se determind que con la dilucion 1/40 se obtenian resultados mayores al limite

inferior de deteccion (31 pg/ml) y, a la vez, menores a las que el lector de ELISA
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Varioskan LUX, Version ESW 1.00.22 consider6 aberrantes o fuera de rango, por lo que se

eligio dicha dilucion (1/40) para trabajar todas las muestras.

Disefio y procedimiento de la ELISA

Para proceder al desarrollo de la técnica todos los reactivos y muestras debian estar a
temperatura ambiente (18-25°C). Posteriormente, se afiadio 100 pL de cada estandar y 100
pL de cada muestra en los pozos correspondientes, tanto los estandares como las muestras
se montaron por duplicado. Una vez adicionado lo anterior, se cubri6 la placa con papel
aluminio y se incubé por 2 horas y 30 minutos a temperatura ambiente en agitacion suave.
Para los procesos de agitacion se uso el equipo Heidolph (casa comercial HEIDOLPH,
modelo INKUBATOR 1000) en la menor rpm y a una temperatura de 20°C.
Posteriormente, se desechd la solucion y se lavo la placa 4 veces con tampdn de lavado al
1X. Este procedimiento se realiz6 con pipeta multicanal llenando cada pozo con 300 pL del
tampon.

En la realizacion de los lavados se procur6 la eliminacién completa del liquido en la placa
para tener un buen rendimiento de la técnica. A continuacion se afiadio a los pozos 100 pL
de anticuerpo biotinilado al 1X, se incubd por 1 hora con agitacion suave. Seguidamente, se
desechd la solucidn y se repitié el lavado por 4 veces con tampén de lavado al 1X. Luego,
se afiadi6 100 pL de solucion Streptavidin-HRP a cada pozo y se incubd durante 45
minutos con agitacién suave. Pasado este tiempo, se desechd la solucién y se repitié el
lavado 4 veces con tampén de lavado al 1X. Luego, se afiadio 100 pL de sustrato TMB a
cada pozo y se incubd durante 30 minutos con agitacion suave. Finalmente, se adiciond 50
uL de solucion de parada a cada pozo y se procedio con la medicion de las absorbancias a
450 nm y 550 nm en el lector de ELISA. Los valores de lectura a 550 nm se restaron de los
obtenidos a 450 nm con el fin de corregir las imperfecciones Opticas en la microplaca. Los
valores de absorbancia obtenidos para cada duplicado debian estar dentro del 10% del valor
promedio para evitar interpretaciones erréneas de los resultados.

Para la cuantificacion de C5a se tuvo en cuenta la comparacion del valor de la absorbancia
de cada muestra con su respectiva curva estandar. La curva estandar se hizo con 7 puntos y
un factor de dilucién 1/2 partiendo de una concentracion del estandar de 2000 pg/mL hasta
31,25 pg/mL. La curva estandar se gener6 trazando el promedio de la absorbancia (450 nm

menos 550 nm) obtenida para cada concentracion del estandar en el eje vertical (YY) versus
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la concentracion correspondiente de C5a en el eje horizontal (X). Se determind la
concentracion de C5a en cada muestra interpolando la concentracion del estandar de C5a
(eje X) con el valor de absorbancia para cada una de las muestras con concentracion
desconocida (eje Y).

Los resultados de las muestras se multiplicaron por el factor de dilucion (1/40) para
determinar la concentracion real de C5a en las mismas. Para el anélisis de los resultados se
tuvo en cuenta los valores reportados previamente en sangre placentaria: elevados >100

ng/ml; no elevados: <100 ng/ml (31).

Andlisis estadistico

Se aplico un andlisis de varianza (ANOVA) no paramétrico de Kruskal y Wallis para
determinar si habia diferencia entre los tres grupos independientes. Si se encontr6
diferencia, se hizo un analisis de comparaciones multiples de Student-Newman-Keuls para
confrontar cada par de grupos. Se midieron correlaciones lineales bivariadas con la prueba
no paramétrica del coeficiente rho de Spearman. Todas las decisiones sobre significacion se
tomaron con una probabilidad (p) menor de 0,05. Para el analisis se uso el programa SPSS
18,0.

Consideraciones éticas

Las mujeres firmaron el consentimiento informado escrito para participar en los estudios
que permitieron obtener las muestras bioldgicas y para que dichas muestras fueran usadas
en investigacion. La confidencialidad de la informacion se garantizé por medio del uso de
codigos numeéricos para identificar las muestras y para garantizar el anonimato de los
sujetos del estudio.

La informacion clinico-epidemioldgica fue igualmente manejada con un codigo
correspondiente a cada gestante y sélo el personal autorizado tuvo acceso a la informacion.
El proyecto recibi6é aval del Comité de Bioética de la Sede de Investigacién Universitaria
SIU, Universidad de Antioguia (Medellin, Colombia) (Acta de aprobacion: 07-32-126.
Proyecto Colciencias Codigo Colciencias 111540820495; Contrato: 238-2007).
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Resultados

Caracteristicas de la poblacion

En total se analizaron 59 placentas: 20 con IPP por P. vivax (IPP-V), 20 con IPP por P.
falciparum (IPP-F) y 19 negativas para IPP (IPP-no). El diagndstico de la infeccidn
plasmodial se baso en la prueba molecular gPCR.
Diagnostico de infeccion plasmodial. Con la gota gruesa en sangre placentaria solo se
detectaron dos casos de infeccion (5%: 2/40); por tanto, 95% (38/40) de los casos con
infeccion presentd infeccion plasmodial submicroscopica (IPS) en la placenta, que se
diagnosticé con gPCR. El resultado de la gota gruesa en sangre periférica de las gestantes
en el momento del parto mostr6 que sélo 18% (7/40) fueron positivas y coincidieron en
especie con el diagndéstico realizado en la placenta por gPCR para Plasmodium. Ese dato
(18%) indica que la IPS también se presenté en sangre periférica de la gestante,
alcanzando 82%. Por otro lado, el resultado del diagndstico por gPCR en sangre
periférica de las gestantes en el momento del parto mostré que 65% (26/40) fueron
positivas y sélo una no coincidié en especie con el diagndstico realizado en la placenta
por esta misma técnica.
Antecedentes de malaria durante la gestacion. De las gestantes, 25% (15/59)
presentaron antecedentes de malaria durante la gestacidn actual, segin la revision de la
historia clinica. Este diagnostico prenatal se hizo con gota gruesa. Las especies halladas
en los antecedentes de malaria siempre coincidieron con las halladas en las sangres
periférica y placentaria en el momento del parto.
Caracteristicas demogréaficas. Edad. El rango etario estuvo entre 14 y 41 afios y el
promedio de edad de los tres grupos de mujeres fue similar (IPP-no: 22; IPP-F: 25; IPP-V:
23), sin diferencia significativa entre ellos. Las menores de 18 afios (menores de edad)
fueron 24% (una de cada cuatro) y las mayores de 40 afios fueron 2%.
Edad gestacional. Las placentas analizadas provenian de mujeres con edad gestacional
promedio de 38,6 semanas (rango 36 a 41 semanas), es decir, todas eran placentas a
término.
Gestaciones previas. EI namero promedio de gestaciones previas fue 2,8 en el grupo total
de 59 mujeres; 36% estaban en la primera gestacién, 20% en la segunda y 44% entre la
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tercera y la novena. No hubo diferencia significativa entre los grupos segun la cantidad de
gestaciones. La mayoria de mujeres presentaron un parto espontaneo, por via vaginal y
solo 5 fueron por cesérea.

Anemia. Los niveles promedio de hemoglobina fueron de 11,1 + 1,4 g/dL, medida en el
momento del parto: No presentaron diferencia significativa entre los tres grupos, pero las
infectadas tuvieron menos hemoglobina que las no infectadas: 10,86 g/dL y 11,69 g/dL
respectivamente; el promedio fue menor en IPP-V (10,75 g/dL) que en IPP-F (10,97 g/dL).
Peso neonatal. ElI promedio del peso neonatal fue de 2.852 + 315 gramos, sin diferencia
significativa entre grupos (IPP-no: 2.974 g; IPP-F: 2.852 g; IPP-V: 2.737 g), pero los pesos
al nacer fueron menores en los hijos de las infectadas y las afectadas por P. vivax tuvieron

hijos con menor peso que las afectadas por P. falciparum.

Hallazgos histologicos en placentas sin infeccion

La frecuencia de eventos se presenta en la tabla 4. No hubo necrosis. En la decidua,
aterosis y abrupcio estuvieron en 53% y 63% de las placentas; en la vellosidad, infarto y
edema sucedieron, respectivamente, en mas de 8 y de 9 de cada 10 placentas, mientras que
los nodos sincitiales y los depdsitos de fibrina estuvieron en todas; en el espacio
intervelloso, todas las placentas presentaron hemorragia y 6 a 7 de cada 10 placentas

mostraron trombos y calcificaciones.
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Tabla 4. Frecuencia de los hallazgos histologicos de la placenta, segun el grupo de estudio

Zonay IPP-no IPP-F IPP-V
Evento N=19 N= 20 N= 20
Decidua Nro. | % | Nro.| % Nro. %

Aterosis | 10 53 6 30 7 35
Abrupcio | 12 | 63 8 40 3 15
Necrosis 0 0 1 5 2 10

Vellosidad

Infarto | 16 | 84 | 18 90 19 95
Edema| 18 | 95 | 18 90 15 75

N. sincitial | 19 | 100 | 20 100 15 75
D. fibrina | 19 | 100 | 20 100 20 100

Espacio

Trombos | 13 68 9 45 10 50
Calcificaciones | 12 63 13 65 12 60
Hemorragia | 19 | 100 | 19 95 19 95

Hemozoina 0 0 10 50 6 30
Paréasitos 0 0 3 15 1 5

En cuanto a la frecuencia de los hallazgos en general hubo ausencia de necrosis y mayor aterosis,
abrupcio y trombos en el grupo de IPP-no vs los demas grupos. El grupo IPP-V presento resultados
similares a IPP-F en aterosis, necrosis, infarto, depésitos de fibrina y trombos pero menor cantidad
de Hz y glébulos rojos parasitados.

La magnitud/cantidad de cada hallazgo histolégico en los tres grupos de estudio se muestra
en la tabla 5. En este grupo, la aterosis y el abrupcio, que estuvieron presentes en 5 a 6 de
cada 10 placentas, presentan una cantidad escasa, con promedios 1,3 y 2,2, en ese mismo
orden. El infarto y edema vellositarios tienen promedios de 9 cada uno, en cifras
redondeadas, lo cual puede considerarse poca cantidad, que contrasta con la elevada
presencia (8-9 de cada 10 placentas). La cantidad de depdsitos de fibrina y de nodos
sincitiales (presentes en todas las placentas) es de 72 y 109, como promedio. De interés es
conocer que las placentas aparentemente sanas tienen, en esas mujeres, 366 vellosidades y

1.463 capilares y 3,99 capilares por vellosidad. Hasta donde conocemos, es la primera vez
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que se hace esta cuantificacion en placentas colombianas. ElI promedio de hemorragias
(presentes en todas las placentas) fue de 18, mientras que los de trombos y calcificaciones
fueron 2 (estuvieron en 60-70% de ellas).

Las células inmunes estuvieron en todas las placentas, en los tres compartimentos, pero en
cantidad muy diferente: 10 células en decidua, 22 en vellosidad y 50 en espacio

intervelloso.

Tabla 5. Magnitud de los hallazgos histoldgicos de la placenta, segun el grupo de estudio

IPP-no IPP-F IPP-V p (K-W)
(Media + DE) (Media + DE) | (Media + DE)
N=19 N= 20 N= 20 Para 3 grupos
Decidua
Aterosis 1,3+15 05+1 0,7+1,2 0,198
Necrosis 0,0+0,0 0,1+0,2 0,1+0,3 0,031
Abrupcio 22+25 2,7+40 08+24 0,371
CID 9+6 68 + 32 58 + 30 0,000
Vellosidad
Infarto 9,1+ 8 11,1+9 15,8 + 11 0,068
Edema 8,7+6 6,9+5 49+5 0,095
Depositos Fibrina 72,5+ 22 82,3+ 34 65,5 + 20 0,158
Nodos sincitiales 109 + 67 150 + 60 110 + 42 0,037
Vellosidades 366 + 44 364 + 48 326 + 61 0,056
Capilares totales 1.463+434 | 1.446 +634 | 1.043 + 460 0,018
Capilares/Vellosidad | 3,97 + 1,07 3,87+1,35 | 3,15+1,06 0,050
Clv 22+11,3 45+ 19,8 34 +15,8 0,000
Espacio intervelloso
Hemorragias 18+ 8 13+8 12+ 9 0,090
Trombo 2,0+ 3 1,1+2 14 +2 0,345
Calcificaciones 19+18 11,1+ 16,6 | 16,6 + 22,6 0,492
CIEV 50 + 24 157 + 56 130 + 54 0,000

*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.I. en vellosidad. CIEV: C.I. en
espacio intervelloso. Las C.I. en los tres compartimentos presentaron diferencia significativa
(p<0,05) y fueron mayores en los grupos con IPP respecto al grupo IPP-no. Depdsitos de fibrina y
edema fueron los Unicos hallazgos de la vellosidad que no presentaron diferencia significativa entre
los grupos. Respecto al espacio intervelloso, la formacion de trombo fue el Unico hallazgo que no
presentd significacion estadistica.
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Hallazgos histologicos en placentas infectadas segun la especie

Infecciones causadas por P. falciparum

En decidua: la frecuencia de necrosis se elevo a 50%, pero las de aterosis y abrupcio
rebajaron a 30% (6/20) y a 40% (8/20), respecto a las placentas sin infeccion (tabla 4).

En vellosidad: el infarto aument6 a 90% (18/20) y el edema cay6 a 90% (18/20), mientras
que nodos sincitiales y depositos de fibrina estuvieron en todas las placentas, como sucedid
en las “sanas”.

En espacio intervelloso: la hemorragia se redujo a 95% (19/20) y los trombos a 45% (9/20).
Mientras las calcificaciones permanecieron en 65% (13/20). La Hz se encontré en 50%
(10/20) de las placentas, mientas que s6lo en 15% (3/20) se detectaron eritrocitos

parasitados.

Infecciones causadas por P. vivax

En decidua: la necrosis subi6 a 10% (2/20), el maximo en los tres grupos; aterosis bajo a

35% (7/20), que es 66% de las “sanas”; abrupcio se redujo a 15% (3/20), contra 63% de

las “sanas” y 40% de IPP-F.

En vellosidad: el infarto subid a 95% (19/20) (maximo en los tres grupos), el edema se

redujo a 75% (15/20) (minimo de los tres grupos), los nodos sincitiales cayeron a 75%

(15/20) (en los otros dos grupos fue 100%), y los depdsitos de fibrina estuvieron en todas

las placentas, como en los otros grupos.

En espacio intervelloso: hubo hemorragia en 95% (19/20) (contra 100% de las “sanas” y

95% de IPP-F), trombos en 50% (10/20) (“sanas” 68% e IPP-F 45%); calcificaciones en

60% (12/20), similar a los otros dos grupos. La Hz se encontré en 30% (6/20) de las

placentas, contra 50% en IPP-F, y los eritrocitos parasitados solo en 5% (1/20), frente a

15% en IPP-F.

Los hallazgos que mostraron diferencia significativa fueron estos:

a) Entre los tres grupos: en decidua, solo las células inmunes; en vellosidad la cantidad

de infarto, de nodos sincitiales, de vellosidades, de capilares totales y de células
inmunes; en el espacio intervelloso, las hemorragias, las calcificaciones y las células

inmunes.
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b) Entre P. vivax y placentas sin infeccion: celulas inmunes deciduales, de la vellosidad y
del espacio intervelloso; el infarto, las vellosidades, los capilares y los
capilares/vellosidad; las hemorragias y las calcificaciones.

c) En P. falciparum y P. vivax; células inmunes deciduales, de la vellosidad y del
espacio intervelloso; el infarto, los nodos sincitiales, las vellosidades, los capilares y
los capilares/vellosidad; las hemorragias y las calcificaciones.

Algunos de estos hallazgos se muestran en la figura 3.
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Figura 3. Hallazgos histoldgicos en placentas con infeccion plasmodial
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A. Nodo sincitial en vellosidad. Tincion hematoxilina-eosina (H-E). Aumento total 400X. La flecha
roja indica el engrosamiento o nudo de la ldmina basal del trofoblasto. B. Células inmunes en
espacio intervelloso (CIEV) H-E 400X. Se indica el infiltrado de células PMN entre las
vellosidades. C. Calcificaciones en vellosidad H&E 400X. Se indica una estructura que abarca casi
por completo el tamafio de la vellosidad que hace referencia a depdsitos de calcio. D. Hz
intracelular H&E 400X. Se sefiala una célula mononuclear que contiene dep6sitos de Hz los cuales
son refringentes al enfocar en el microscopio 6ptico. E. Aterosis H-E 400X. Se sefiala la disposicion
de fibrina alrededor del vaso sanguineo fetal (intravellositario) F. Dep6sitos de fibrina H-E 100X.
Se indica el acimulo de fibrina alrededor de las vellosidades. G. Edema H-E 100X. Se observa un
acumulo de fluido en la vellosidad caracterizado por expansion, hinchamiento o espacios vacios. H.
Necrosis H-E 100X. Se indica en el circulo zona muerta, degenerativa e isquémica de la placenta
que se acompafia por extensas zonas de hemorragia. I. Trombo H-E 400X. Se indica un coagulo
sanguineo resultante de hemorragias intervellosas.
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Expresion de marcadores inflamatorios, angiogénicos e hipdxicos por grupo

En la tabla 6 se resumen los resultados del nivel de expresién del ARNm de los marcadores

asociados con procesos inflamatorios, angiogénicos e hipdxicos, en cada grupo de estudio.
a) Inflamacion (COX-1, COX-2, IL-10, IFNy, TNF, C5a): significativamente mayor en

placentas infectadas. La expresion de IL-2 e IL-4 no varié mucho entre los tres
grupos. C5a, aunque no mostro diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos, presentd valores mayores en el grupo de placentas infectadas con P. vivax
comparado con lo obtenido en los otros dos grupos. Los resultados de C5a se ubicaron
en una tabla a parte del resto de marcadores, ya que corresponden a un numero de
muestras un poco menor y en este caso se cuantificd la proteina en suero y no la

expresion del ARNm en el tejido placentario.

b) Angiogénesis: VEGF y el receptor VEGFR-1 no presentaron diferencia

c)

estadisticamente significativa entre los grupos, pero su expresion aumento en grupos
con infeccion plasmodial.
Hipoxia: HIF-1a presentd diferencia significativa, siendo mayores sus valores en las

placentas infectadas.

En general, los marcadores que no presentaron diferencia estadisticamente significativa

entre los grupos fueron IL-2, VEGF, VEGFR-1 y C5a. Es importante tener presente que

para VEGFR-1 y Cbha, la alta variabilidad o desviacion estandar mostrada intragrupo,

probablemente es un factor que afectd la significacion estadistica al comparar los tres

grupos.
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Tabla 6. Marcadores de inflamacion, angiogénesis e hipoxia segun grupo de estudio

IPP-no IPP-F IPP-V p*(K-W)
(Media + DE) (Media + DE) (Media + DE)
N=19 N= 20 N= 20 Para 3 grupos

COX-1 0,9+0,3 132+138 136+11 0,000
COX-2 09+04 59+05 7,6 +0,7 0,000
IL-2 1,3+0,5 1,0+0,2 1,1+0,2 0,413
IL-4 1,3+04 16+04 16+0,3 0,010
IL-10 1,2+0,3 38+0,6 38+04 0,000
IFNy 1,4+0,3 10,6 +1,6 8,9+0,6 0,000
TNF 2,7+0,5 10,2 + 0,7 11,8+0,5 0,000
HIF-1la 0,6+0,5 1,2+04 1,1+0,3 0,000
VEGF 0,8+04 1,0+0,1 10+0,1 0,179
VEGFR-1 1,1+26 24+49 23+51 0,891

N= 12 N=13 N= 17 p (K-W)
Cbha 77,7+139 77,7+ 37,6 94,7 + 26,8 0,274

*Significacion estadistica (p <0,05) en la prueba de anova no paramétrica de Kruskal-Wallis para
los tres grupos. Se muestra que en general en el grupo IPP-no todos los marcadores medidos estan
disminuidos, excepto la IL-2, VEGF y VEGFR-1 que no tienen diferencia estadisticamente
significativa respecto a los otros grupos. En cuanto a la fraccion C5a aunque no hubo diferencias
significativas entre los grupos, el IPP-V present6 mayor cantidad de esta fraccion, posiblemente
esta significacion estadistica se deba a la alta variabilidad intragrupo.
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Correlaciones lineales bivariadas significativas entre hallazgos histoldgicos

Para representar las correlaciones lineales bivariadas significativas entre eventos se
disefiaron varios graficos. En cada uno se colocan todos los eventos posibles, sea que
presenten 0 no correlaciones: son 15 eventos histoldgicos y 11 de marcadores de procesos
fisioldgicos. Con lineas de diferente grosor (gruesas, delgadas) y continuidad (continuas,
discontinuas) se representan las correlaciones con p<0,05: lineas gruesas continuas para
correlaciones positivas y gruesas discontinuas para las negativas; las correlaciones con
p<0,10 tienen lineas delgadas continuas en el caso de las positivas y delgadas y
discontinuas para las negativas. Ademas, cada evento ocupa siempre la misma posicion en
el plano de la hoja, lo cual facilita captar sus correlaciones. Los eventos sin CS no tienen
lineas de ninguna clase.

En cuanto a las correlaciones entre los hallazgos histoldgicos se encontré que estas no
fueron las mismas en los tres grupos de estudio (gréafico 1):

a) Placentas no infectadas: se hallaron 17 correlaciones, 14 positivas (8 con p<0,05y 6 con
p<0,10) y 3 negativas (todas con p<0,05).

b) Placentas con P. falciparum: hubo 19 correlaciones positivas (12 con p<0,05 y 7 con p<
0,10) y 2 correlaciones negativas (1 con p<0,05 y 1 con p<0,10).

¢) Placentas infectadas por P. vivax: hubo 55 correlaciones, 49 positivas (42 con p<0,05y
7 con p<0,10) y 6 negativas (4 con p<0,05y 2 con p<0,10).

Placentas sin infeccion

Todos los eventos histologicos, excepto necrosis (que no sucede), tienen CS, tanto positivas
como negativas, con mayoria de las primeras; ademds, predominan las CS “fuertes”
(p<0,05). Las células inmunes de la vellosidad y del espacio intervelloso, asi como el
namero de capilares vellositarios, acaparan la mayoria de CS; en general, cada uno de los
15 eventos tiene una o dos CS.

Placentas con infeccion

IPP-F: la situacién cambia intensamente. La “polaridad” de las CS pasa de concentrarse en
unos pocos eventos a ser dispersa, 0 sea, a estar distribuidas en muchos eventos; en efecto,
las células inmunes de decidua y vellosidad casi no tienen CS y, en cambio, las células

inmunes del espacio intervelloso, el nimero de capilares vellositarios y las vellosidades,
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junto con abrupcio, depositos fibrinoides, nodos sincitiales, edema, y la hemorragia,
aparecen con 3-6 CS.

IPP-V: el extremo del cambio sucede aqui, con una cantidad enorme de CS, casi todas
fuertes (p<0,05) y positivas; cada evento, excepto necrosis, tiene 4 a 8 y mas CS. Si esas
CS representan alteracion de la histologia placentaria, hay que decir que la alteracion de
ella es maxima en las infecciones con P. vivax, comparadas con P. falciparum y, mucho
mas, comparadas con el estado de no infeccion.
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A. IPP- P, falciparum C. IPP- P, vivax

RS

m— Tho +, p<0,05

tho +, p<0,10
== = tho -, p<0,05
________ tho -, p<0,10

Gréfico 1. Gréaficos de red. Correlaciones lineales bivariadas significativas entre los hallazgos
histoldgicos placentarios. Los circulos representan los hallazgos histolégicos. 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, CIV:
células inmunes en vellosidad, CIEV: células inmunes en espacio intervelloso, H: hemorragia, N:
necrosis, T: trombo, CAL: calcificaciones. Las lineas sélidas y punteadas son correlaciones
positivas y negativas respectivamente. El grosor de linea representa el grado de significacion. A.
Grupo de placentas infectadas con P. falciparum. B. Grupo de placentas sin infeccién. C. Grupo
de placentas infectadas por P. vivax.

Cuando no hay IPP: todos los hallazgos histol6gicos tienen una correlacion significativa (CS)
excepto la necrosis que fue el Gnico hallazgo que no se encontré en estas placentas.

Cuando existe IPP: Es notoria la cantidad de CS en IPP-V respecto a los otros grupos. Ademas la
mayoria de las CS de IPP-V son positivas y s6lo 4 del total de CS en este grupo son negativas y
hacen referencia al infarto con AB, H, NCV, NS, DFy E.
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Correlaciones lineales bivariadas significativas entre marcadores asociados a procesos

inflamatorios, angiogénicos e hipdxicos

Sin infeccion: en general, 1L-2, VEGF y su receptor, COX-2 e HIF acaparan las CS, que
son, ademas, “fuertes” y positivas (grafico 2).

IPP-F: la cantidad de CS se reduce mucho y, al tiempo, cambia la “polaridad” de las
mismas, que ahora se concentran en VEGF (pero ninguna en su receptor) y en TNF; hay CS
fuertes y débiles, positivas y negativas, es decir pocas CS y muy heterogéneas.

IPP-V: las CS casi desaparecen y todas giran alrededor de IL-2, citoquina fuertemente
proinflamatoria; ninguin otro marcador presenta CS.

En las placentas no infectadas, la IL-2 se correlaciona positivamente con VEGF, VEGFR-1,
COX-2, HIF e IFNy, mientras que en las infectadas por P. falciparum esa interleuquina no
mostrd ninguna correlacién. COX-2 presento correlacién positiva con HIF tanto en el grupo
IPP-no como en el grupo IPP-F, mientras que la IL-4 no se correlaciond con ningun otro

marcador en ninguno de los tres grupos.
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A. IPP- P. falciparum C. IPP- P. vivax

rho +, p<0,05
rho +, p<0,10
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tho -, p<0.10

Gréfico 2. Graficos de red. Correlaciones lineales bivariadas significativas entre los marcadores de
angiogénesis, inflamacion e hipoxia. Los circulos representan los marcadores. Las lineas
sOlidas y punteadas son correlaciones positivas y negativas respectivamente. El grosor de
linea representa el grado de significacion. A. Grupo de placentas infectadas con P. falciparum. B.
Grupo de placentas sin infeccion. C. Grupo de placentas infectadas por P. vivax.

Cuando no hay IPP: Todas las CS que existen son positivas, se muestra que los marcadores de IL-
2, COX-2, VEGF e HIF tienen la mayor cantidad de CS; seguido de VEGFR-1, IL-10 e IFNy. Es
notoria la ausencia de CS de IL-4, TNF y C5a.

Cuando existe IPP: es evidente que las CS cambian, incluso aparecen CS negativas que no estaban
en placentas sin la infeccion. En IPP-V, aparecen menos CS, y la IL-2 es el centro de las CS
existentes. Por el contrario, en IPP-F las correlaciones son mas descentralizadas. En ambos grupos
con la infeccion el TNF y el C5a presentan CS, lo que no ocurrié en las placentas sin infeccion.

70



Correlaciones lineales significativas entre los hallazgos histologicos y los marcadores

asociados a procesos inflamatorios, angiogénicos e hipoxicos

Gréfico 3y Anexo 1 (complemento del grafico 3).

Sin infeccion

Es claro el predominio de CS negativas y débiles (p<0,10); los depositos de fibrinas, los
nodos sincitiales y los trombos retnen la mayor cantidad de CS. Las seis CS que tienen los
depdsitos fibrinoides se hacen con siete marcadores de procesos, tanto promotores de
inflamacion (COX-2 [pero no COX-1], C5a, IFNy [pero no TNF], VEGF) como de hipoxia
(HIF) y angiogénesis (VEGF, pero no su receptor); no tiene CS con IL-4 ni IL-10,
citoquinas antiinflamatorias. Las cinco CS de los nodos sincitiales se hacen con tres de los
marcadores que también las poseen con los depositos fibrinoides (COX-2, HIF y VEGF) y
con dos nuevos, que son las citoquinas 2 (proinflamatoria) y 10 (antiinflamatoria). Las
cuatro CS de los trombos suceden con los marcadores de inflamacion TNF, IL-2, VEGF y
el marcador de hipoxia HIF.

De otro lado, hay que resaltar las CS que establecen varios marcadores con algunos eventos
histoldgicos. Es el caso de HIF que se asocia, ademas de los nodos sincitiales, los depdsitos
fribrinoides y los trombos, con infarto. TNF se relaciona con abrupcio, trombos y capilares
vellositarios.

IPP-F: las CS se reducen y la “polaridad” cambia; ahora, los “polos” no son los nodos
sincitiales, los depdsitos fribrinoides y los trombos, sino el unico “polo” que se destaca con
los capilares vellositarios (tres CS: con TNF, HIF e I1L-10). A partir de los marcadores son
notorias las CS de TNF (cuatro: edema, infarto, el nimero de vellosidades y el nimero de
capilares por vellosidad) e IL-2 (cuatro: abrupcio, aterosis, trombos, depdsitos fibrinoides).
IPP-V: las CS abundan como en la ausencia de infeccion pero tiene otros “polos”:
abrupcio, trombos, calcificaciones. Las del abrupcio se hacen con COX-1, C5a e HIF-1q;
las de trombos y calcificaciones comparten a TNF e IL-2, pero los trombos se asocian a

VEGF vy, en cambio, las calcificaciones se relacionan con VEGFR-1.

71



A. IPP- P falciparum C.IPP- P viverx
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tho - , p=<0.10

Gréfico 3. Gréaficos de red. Correlaciones lineales bivariadas significativas entre los diferentes
marcadores y los hallazgos histoldgicos placentarios. Circulos negros: marcadores; circulos azules:
hallazgos histolégicos. Lineas solidas y punteadas son correlaciones positivas y negativas,
respectivamente. El grosor de linea representa el grado de significacion. A. Placentas infectadas con
P. falciparum. B. Placentas sin infeccién. C. Placentas infectadas por P. vivax.

Cuando no hay IPP: resulta claro que los nodos sincitiales y los depoésitos de fibrina tienen la
mayor cantidad de CS (6 y 5, respectivamente); comparten las que suceden con VEGF, HIF y COX-
2. Los trombos tienen 4 CS, dos de las cuales suceden con HIF y VEGF. Los marcadores HIF, TNF
y VEGF presentan 3-4 CS. Es notoria la ausencia de CS de varios eventos histoldgicos y de COX-1
y VEGFR-1.

Cuando existe IPP: es evidente que las CS aumentan, sobre todo en IPP-V, pero més evidente es el
hecho de que las variables asociadas cambian radicalmente con respecto a IPP-no y que entre ambas
especies hay diferencias importantes. Lo primero que debe sefialarse es que los nodos sincitiales y
los depositos de fibrina no tienen o son muy pocas las CS que muestran. Las CS de HIF, TNF y
VEGF desaparecen. TNF e IL-2 aparecen ahora con varias CS. Las calcificaciones y hemorragias
surgen como eventos con varias CS en el caso de IPP-V.

72



Discusion

Es importante reiterar que 95% de los casos de infeccidn placentaria que aqui se estudian
corresponden a infeccion submicroscépica. De esta, cuando se debe a P. falciparum, hay
pruebas suficientes de su poder patdgeno en gestantes y sus hijos (102), inclusive con
estudios en la misma zona geogréafica en donde se hizo este trabajo (56-58, 103, 115, 116).
Cuando la infeccién submicroscopica placentaria se debe a P. vivax, también ocasiona
efectos nocivos (56-58, 81, 103, 115, 116).

El anélisis de los grupos de mujeres y sus placentas sefiala que las mujeres de esta
investigacion fueron jovenes, con edad promedio de 23 afios, con un namero relativamente
alto de gestaciones (previas: 2 y la actual). Ellas fueron residentes durante casi toda su vida
en la zona del estudio, que es endémica de paludismo y la que mas casos genera en
Colombia, como es la region conformada por Uraba Antioguefio-cuencas altas de los rios
Sinu y San Jorge-Bajo Cauca Antioquefio. Existe antecedente de infeccidn plasmodial en la
presente gestacion en una de cada cuatro mujeres. La edad gestacional vario entre 36 y 41
semanas, con promedio de 38,6 semanas. Estas caracteristicas demograficas fueron
similares a las encontradas en otros trabajos en la misma regién, referidos a malarias
gestacional, placentaria o congénita (46, 55-58, 91, 103, 115, 117).

Cuando se compara, incluyendo lo hecho en el trabajo epidemiolégico, el grupo control es
fundamental para valorar el comportamiento de los demas grupos estudiados. En este
trabajo se puso especial empefio en la construccién del grupo control. Las mujeres
integrantes del grupo sin IPP fueron calificadas como “aparentemente sanas” por el
personal encargado de la atencién prenatal y del parto (que no fueron los investigadores).
El estado de salud se evalué por el médico o la enfermera encargada de la consulta prenatal
o la atencion del parto; sus datos y opiniones se consignaron en el registro prenatal (ficha
CLAP: Centro Latinoamericano de Perinatologia y Desarrollo Humano) y en la historia
clinica, documentos que fueron consultados por los investigadores. Esto quiere decir que
las gestantes evaluadas no tenian problemas como preeclampsia y eclampsia, diabetes,
infecciones del llamado sindrome TORCHS, ni ningln otro estado patolégico infeccioso
detectable en el examen clinico. Algo similar ocurrié con las de los grupos con infeccion

plasmodial, excepto por la presencia de esta. No obstante la valoracion de “aparentemente
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sana” recibida por cada mujer, hay que tener presente lo siguiente, que el evaluador clinico
casi nunca considera ni investiga a fondo, por limitaciones que el aparato sanitario le
Impone. Estas anotaciones aplican, en general, para las gestantes colombianas en las zonas
endémicas de paludismo, como es la region donde se hizo el presente estudio. La
morbimortalidad materna es generada por maltiples procesos bioldgicos y principalmente
sociales, como la seguridad alimentaria y los procesos alimentarios y nutricionales
asociados a ella; estos dos ultimos dan origen al incremento de la demanda de calorias y
nutrientes en la madre para mantener sus procesos vitales y los del producto gestacional.
Nos referiremos de manera especifica a tres problemas: desnutricién y obesidad, parasitos
intestinales, anemia:

- Desnutricion y obesidad: en Colombia, hacia 2005, 5 de cada 10 gestantes sufrian
malnutricion y de éstas, 40% tuvieron déficit de peso, lo que pudo incidir en el BPN, el cual
alcanzd 6,2% en el pais (118). En Antioquia, se evaluaron 2.000 gestantes, de 16 a 40 afios,
participantes de un programa de ayuda alimentaria, residentes en 30 municipios de las
regiones de Bajo Cauca, Norte y Uraba; 53% de los hogares mostraron inseguridad
alimentaria; 28% de las mujeres tenia indice de masa corporal gestacional (IMCG) bajo; de
las 22 gestantes que presentaron IMCG bajo en el primer trimestre, dos tuvieron hijos con
bajo peso y siete con peso insuficiente. EI peso promedio de los nifios al nacer fue de 3.201
gramos con una variacion de + 629 gramos (119). En otro estudio en Antioquia, con 80 de
las 2000 gestantes del estudio antes citado, se encontrd que 20% tuvieron IMCG bajo al
ingresar a la cohorte y que en el tercer trimestre 48% tenian IMCG inadecuado segun el
IMC pregestacional (120), a pesar de haber estado en el programa de suministro adicional
de alimentos durante el embarazo.

El déficit nutricional, el bajo peso pregestacional y la inadecuada ganancia de peso en la
gestacion incrementan el riesgo de insuficiencia cardiaca para la madre y el feto, de parto
prematuro, de defectos del tubo neural y de BPN. La RCIU fue la principal causa de BPN
(121). Este ultimo genera en etapas posteriores de la vida consecuencias deletéreas como
trastornos del aprendizaje, alteraciones en el desarrollo sicomotor y de crecimiento y mayor
riesgo de padecer enfermedades cronicas en la edad adulta (121, 122). El estado nutricional
deficiente de la mujer antes de iniciar la gestacion influye negativamente tanto en ella como
en su futuro bebé (122).
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- Parésitos intestinales: En el municipio Maracaibo, estado Zulia, en Venezuela, se
estudiaron 120 muestras de fecales de gestantes, con edad de 14 a 43 afios, asistentes a un
centro obstétrico; se encontro prevalencia de infestacion parasitaria en 66% y el grupo mas
afectado fue el de 23-31 afios, con 48%; los parasitos patégenos mas frecuentes fueron E.
histolytica/E. dispar 13%, T. trichiura 4%, A. lumbricoides 3%, S. stercoralis 2%,
ancylostomideos y Taenia spp. 1%, cada uno (123).

En un centro de salud de Trujillo, departamento de La Libertad, en el norte de Per(, sobre
la costa Atlantica, se evaluaron, en 2010, 161 embarazadas y se encontrd que 55%
presentaron estado nutricional normal, 37% tuvieron sobrepeso y 8% deficiencia de peso;
también se hallé en 32% una o més de las especies de parasitos, entre las cuales estan los
patégenos Giardia lamblia y Ascaris lumbricoides (124).

En el subdistrito de Butantan, municipio de Sao Paulo, Brasil, se encontré que 19% de las
gestantes atendidas presentaron parasitismo por Ascaris lumbricoides, 16% por Trichuris
trichiura (125).

En 111 mujeres embarazadas que acudieron a consulta del Centro de Salud Jaihuayco,
zona sur de la ciudad de Cochabamba, Bolivia, se encontr6 que 23% de ellas tenian
parasitosis intestinal; los parasitos mas frecuentes fueron Entamoeba histolitica/E. coli 15%
y Giardia lamblia con 4% (126).

En México, se revel6 la presencia de especies de helmintos y protozoarios en muestras de
heces tomadas de mujeres embarazadas y se demostré que los recién nacidos de madres que
presentan parasitosis intestinal tienen mayor probabilidad de presentar un peso al nacer mas
bajo de lo esperado (127). En Guatemala se determin6 que el RCIU del feto durante la
gestacion se incrementa con el nimero de especies parasitarias encontradas (128).

- Anemia: la Encuesta Nacional de la Situacién Nutricional (ENSN) en Colombia, en 2005,
hall6 52% de las gestantes entre 13 y 17 afios, 41% de 18-29 afios y 48% de 30-49 afios,
tenian anemia (118). Es fundamental saber que la anemia se previene en las gestantes con
deficiencia de hierro mediante el suministro de un suplemento y se previene también la
deficiencia de folato con el respectivo suplemento, como se ha comprobado en 30
municipios de las regiones Norte, Uraba y Bajo Cauca del departamento de Antioquia
(119).
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Tenemos que declarar en forma explicita que dos de estos tres problemas (desnutricion,
pardsitos 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
en el pais y debe ser méas elevada en las zonas palldicas, como son las que integran la
region del estudio. No conocemos cual es la influencia de estos estados y sus interacciones
sobre la histologia placentaria y los mediadores inmunoldgicos y de los otros procesos
evaluados, pero se conoce que la desnutricion y los parasitos intestinales interacttan con el
sistema inmune y afectan el embarazo. Ademas, hay una relacion estrecha entre el estado
nutricional, el funcionamiento inmunitario y la susceptibilidad a las infecciones. Estas
ultimas se incrementan cuando la desnutricion es grave, ya sea de tipo general o especifica
para algin nutriente (129-134).

Un asunto de interés en el presente trabajo se refiere al grupo control, conformado por
placentas sin infeccion plasmodial. Este grupo es fundamental, porque es necesario conocer
coémo 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 paltdica donde se hizo el estudio. El grupo analizado hace parte de
otro mayor, que viene siendo estudiado por el grupo Salud y Comunidad-César Uribe
Piedrahita; a la fecha han sido investigadas 67 placentas; de ellas se tomaron al azar 19 que
tuvieran 36 a 41 semanas de gestacion y se usaron como control en el presente trabajo.

El promedio de hemoglobina de las mujeres sin infeccion fue 11,6 g/dL, que en términos
estrictos es una anemia muy leve. El grupo de infectadas con Plasmodium si presenta,
claramente anemia, pues su hemoglobina fue de 10,9 g/dL. Esta situacion se debe tanto a la
infeccion plasmodial submicroscépica que tienen, como probablemente, a procesos
nutricionales y parasitarios. Ya anotamos que la ENSN en Colombia, en 2005, halld 41% a
52% de las gestantes, segun su edad, con anemia (118). Muy probablemente en las
embarazadas de la region del estudio el problema es mayor, pues alli las condiciones de
vida de ellas y sus familias estan por debajo del promedio del departamento de Antioquia y
de Colombia, como se ha denunciado (135, 136). Esta situacién se origina, entre otras
cosas, por los procesos de inequidad y desigualdad que imperan en esas regiones y, en
general, en Colombia, como también se ha denunciado (137). De interés es resaltar el

hallazgo sobre el peso de los neonatos, que es de 2.794 gramos en aquellos con madres con

76



infeccion plasmodial placentaria y de 2.974 gramos en quienes tienen madres no infectadas.
En general, en cuanto a la infeccién y el peso del recién nacido, las afectadas por P. vivax
tuvieron hijos con menor peso que las afectadas por P. falciparum; sin embargo, este
hallazgo se contradice con lo reportado por otros autores debido a que el efecto sobre el
peso al nacer se ha atribuido principalmente a infecciones causadas por P. falciparum,
incluso, si estas son submicroscopicas (138), pero en el presente estudio se encontrd que,
ademés cuando la infeccién es submicroscdpica la especie que mas afecta el peso es P.
vivax.

Los 180 gramos de diferencia entre neonatos de madres con infeccion plasmodial
placentaria y las no infectadas, son importantes porque los nacidos de mujeres sin infeccion
apenas estan en el percentil 50 para la edad gestacional que tienen, seguin los valores de
Montoya & Correa 2007; por ello, el peso de 2.794 gramos de los neonatos de mujeres
infectadas es bajo y los coloca en el percentil 25 de la misma escala referida (139). Sea que
tengan o no diferencia estadisticamente significativa la variable del peso al nacer en este
caso, lo cierto es que clinicamente tal diferencia es importante. Estos autores afirman que
“el peso del recién nacido” se ha constituido en una de las variables predictoras de la
morbilidad y la mortalidad infantil. Cuanto menor es el peso, mayor es la probabilidad de
morir durante el primer afio”; agregan que “tanto los recién nacidos grandes para la edad
gestacional como los pequefios, son considerados poblaciones de alto riesgo para presentar
problemas de morbilidad y mortalidad” (139); en los recién nacidos pequefios los
problemas mas comunes son las afecciones perinatales, las anomalias congénitas y las
enfermedades infecciosas (140). Es pertinente retomar lo que expresa Ochoa sobre el
asunto de las significaciones clinica y estadistica: “La significacion estadistica no informa
de la dimension o importancia de los resultados, tan sélo de la probabilidad de que dichos
resultados sean atribuibles al azar. Si el tamafio del efecto encontrado en un estudio resulta
insignificante desde el punto de vista clinico, no importa su nivel de significacion, ya que
su aplicabilidad sera cuestionable. De hecho, cualquier diferencia, por pequefia que sea,
puede alcanzar significacion estadistica si el tamafio muestral del estudio es
suficientemente grande” (141).

Del contraste entre placentas sin infeccion y con infeccion evaluadas en este trabajo resulta

claro que la necrosis es un proceso ausente de las primeras y con presencia baja en las
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infectadas (5-10%), siendo mas notoria en aquellas con P. vivax. 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 (142, 143). Estos
reportes coinciden con lo obtenido en el presente estudio, ya que en placentas infectadas la
necrosis se correlaciond positivamente con nodos sincitiales, depositos de fibrina y aterosis.
El evento de aterosis tienen mayor frecuencia en las placentas no infectadas y este hallazgo
es similar en cada especie. El abrupcio tiene una frecuencia de casi tres veces en P.
falciparum comparada con P. vivax. Desde el punto de vista cuantitativo, solo el abrupcio
aparece con diferencia significativa, por su menor cantidad en las placentas con P. vivax,
respecto a aquellas con P. falciparum o sin infeccion, que no difieren entre si. En sintesis,
el abrupcio es poco frecuente y tiene significativamente menor cantidad cuando hay
infeccion por P. vivax. No tenemos explicaciones apropiadas para estos comportamientos,
los cuales también se observaron en otro estudio con 67 placentas sin infeccion, adelantado
en mujeres de las cuales el presente trabajo tom6 una muestra (116). 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; ademas, se considera un evento que
no esta sometido a modificaciones hormonales de la prefiez aunque esta ultima aseveracion
no se ha comprobado (144).
En los eventos de la vellosidad, es absolutamente claro el efecto nocivo que la infeccion
plasmodial tiene sobre la cantidad de vellosidades, de capilares y de capilares por
vellosidad, al reducirlos en grado significativo, mucho méas cuando el agente es P. vivax. De
estas tres variables depende el adecuado suministro de nutrientes al producto gestacional.
Su reduccion hay que entenderla, entonces, como un proceso que atenta contra el adecuado
desarrollo del producto de la gestacion. En un importante trabajo sobre morfometria de las
vellosidades placentarias se encontro lo siguiente (100), que concuerda con nuestros datos y
nuestra interpretacion de ellos:
a) el tamarfio de las vellosidades se correlaciond significativamente con la vascularidad
(cantidad de vasos), pero se correlacioné inversamente con las vellosidades

observadas por unidad de area (p =0,0001);
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b) hubo mayores 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 relacién significativa entre el nimero 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 &rea
compensa este cambio y persiste después del tratamiento. Los cambios arquitectdnicos
histopatolégicos y vellosos pueden revertirse mediante la deteccion temprana y el
tratamiento antipalidico apropiado” (100). De mayor importancia es el dato segun 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 diferencias importantes en los efectos placentarios de las
dos especies plasmodiales evaluadas. Esto es diferente de lo que informaron los anteriores
investigadores (100), quienes expresan que “n0 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,
respecto a P. falciparum. Por otra parte, P. vivax comparado con las placentas sin infeccion,

generd0 mas infarto y menos abrupcio, edema, vellosidades, capilares y capilares por
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vellosidad. Un dato para resaltar es que el infarto presenta CS negativa con el nimero de
capilares por vellosidad tanto en placentas infectadas con Plasmodium como no infectadas.
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 oclusion de
los vasos, lo que conlleva a vellosidades avasculares (145).

Las comparaciones (P. vivax contra P. falciparum o contra no infeccion) apoyan
fuertemente la capacidad patogenica 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 (146-148), aunque no puede decirse que ese sea el Unico proceso necesario. Por
ejemplo, se ha argumentado que la VD de Plasmodium puede representar un determinante
importante, hasta ahora desconocido, de la patogenicidad del parasito. La membrana de la
VD 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 (149). También se sefiala 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 (150).

Las células inmunes son muchisimo mas abundantes, con diferencia significativa, en cada
uno de los compartimientos de las placentas con infeccion, pero no hay diferencia entre las
dos especies; asi, existe diferencia significativa entre P. vivax y las placentas no infectadas.

De nuevo, esto ratifica el poder patégeno de esa especie.

La evaluacion del proceso inflamatorio se hizo con diez marcadores (COX-1, COX-2, IL-2,
IL-4, IL-10, IFNy, TNF, C5a, VEGF y su receptor VEGFR-1), tanto proinflamatorios como
antiinflamatorios y de modulacion. La cifra, sin ser estrictos, podria calificarse de
“suficiente”. En cambio, procesos como el angiogénico apenas tuvieron dos marcadores
(VEGF vy su receptor) y la hipoxia a duras penas tuvo uno (HIF-1a); esta cantidad y clase
de marcadores 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
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trata de un abordaje no sélo de los efectos histoldgicos placentarios sino de los procesos
que, se entiende, anteceden tales eventos, como el sistema de interleuquinas, inflamacion,
hipoxia, coagulacion, complemento, etc. Hecha esta explicacion abordemos el analisis de
los resultados.

La inflamacion, en general, es significativamente mayor en placentas infectadas, sin
diferencia por especie. La fraccién del complemento C5a no tiene diferencia significativa
entre los grupos pero su valor en IPP-V (95+27) es claramente superior al de los otros, los
cuales fueron similares entre si. En la angiogénesis, VEGF esta significativamente alto en
IPP-no, pero su receptor no presenta tal diferencia. EI marcador de hipoxia HIF-1a tiene
diferencia significativa, mayor valor en infeccion, sin diferencia por especie. En su
conjunto, estos datos reiteran el papel patdgeno de P. vivax en la IPP-MP, en el sentido de
que se comportd similar a P. falciparum y ambos difieren del estado de no infeccion.

La expresion y estabilizacion de HIF en las células inmunitarias, ha dicho Palazon et al,
“puede ser desencadenada por la hipoxia, pero también por otros factores asociados con el
estrés patolégico: por ejemplo, inflamacion, microorganismos infecciosos y cancer”. HIF
induce una serie de aspectos de la funcién inmune del huésped, de aumentar la capacidad
fagocitica microbicida a conducir la diferenciacion de células T y la actividad citotdxica. El
metabolismo celular estd emergiendo como un regulador clave de la inmunidad, y
constituye otra capa de control inmune ajustado por HIF que puede dictar el desarrollo de
células y linfocitos mieloides, el destino y la funcién” (151).

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 perturbacién en la funcion del
organo (como el estado inflamatorio infeccioso, anotamos nosotros), desempefiando un
papel importante en el aborto espontaneo, la RCIU, la preeclampsia y el parto prematuro.
La interaccién entre los factores de remodelacion tisular, como las metaloproteinasas de la
matriz, y los factores vasoactivos/hemostaticos, como la prostaglandina y los factores de
coagulacion, interviene en esta respuesta adaptativa” (152).

De gran importancia es la evaluacion de las correlaciones entre eventos histoldgicos y entre
marcadores de procesos pero, en especial de aquellos y estos, razén por la cual la discusion

se centra en ellos, aunque sera breve, por la enorme dificultad que tenemos en laborar un
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discurso amplio y profundo al respecto, habida cuenta de la muy escasa informacién sobre
el tema.

Cuando no hay infeccion, se encuentra que las CS entre eventos histologicos y marcadores
de procesos son predominantemente “débiles” (p<0,10) y negativas (una variable se
incrementa y la otra se reduce). Esto lo interpretamos como propio de un estado
homeostatico, en el que no predomina una respuesta especifica, sino que todas ellas se
encuentra 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 los depositos fibrinoides,
nodos sincitiales y trombos con los marcadores de inflamacion TNF, IL-2, VEGF vy el
marcador de hipoxia HIF.

Cuando existe infeccion plasmodial, el panorama de las CS cambia en forma radical, tanto
cuando se trata de IPP-F como, sobre todo, cuando es IPP-V. La mayoria de CS son
“fuerte” (p<0,05) y positivas, sin excluir las “débiles” (p<0,10) ni las negativas; en general,
las CS que habian en el estado de no infeccion desaparecen y surgen otras nuevas. Es muy
evidente que los “polos” de CS que eran los nodos sincitiales y los depodsitos fibrinoides
desaparecen y son reemplazados por “polos” que ahora pertenecen a los marcadores de
procesos, especialmente de inflamacion, como fueron casi todos los evaluados. 1L-2, TNF e
IL-10 son ahora “polos” en IPP-F, mientras que IL-2, TNF y C5a lo son en IPP-V. En
ausencia de infeccidn, las vellosidades y los capilares estan practicamente sin CS, cuando
aparece infeccion ellos surgen como “polos”. Todo esto, nos parece, expresa el estado
inflamatorio exacerbado de la placenta como consecuencia de la infeccion.

Por ejemplo, especificamente en grupos con infeccion plasmodial la expresion de COX-1
se correlacion6 positivamente con la cantidad de abrupcio y de depositos de fibrina, pero la
expresion de COX-2 no se correlaciond con ningun hallazgo histologico en estos grupos.
Un informe indico que tanto COX-1 como COX-2 pueden asociarse con alteracion de las
arterias de la placa basal y con corioamnionitis, que a menudo son eventos gque se presentan
en casos de abrupcio placentario; sin embargo, ninguna COX se asocio directamente con la
presentacién de abrupcio (153). Respecto a las demas correlaciones no existen estudios que

las relacionen pero llama la atencién que COX-2 siendo la forma inducible por factores
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proinflamatorios no tenga ninguna correlacion con los hallazgos histoldgicos en los grupos
con infeccion pero si en el grupo sin infeccion.

Otro elemento clave para evaluar y que no se abord6 en este trabajo es la Hz. En 1993 se
formuld la idea de que la Hz fuera responsable de la alteracion del sistema inmune,
especificamente de la inhibicion de la funcién de monocitos; se vio reduccion de la
capacidad bactericida y antitumoral de los monocitos después de su incubacion con
eritrocitos infectados con trofozoitos, formas con abundante Hz (154). Los fagocitos
preincubados con Hz tienen capacidad fagocitica reducida respecto a los controles; el efecto
inhibidor es dependiente de la dosis de Hz usada y del tiempo de incubacion. La inhibicion
de la capacidad fagocitica no se cifie solo a los fagocitos que ingieren Hz, sino que los
monocitos preincubados con Hz permiten mayor supervivencia bacteriana. Estos hechos
pueden explicar la predisposicion de los pacientes con malaria para adquirir infecciones
bacterianas diseminadas (155). Los macrofagos que ingieren Hz forman lipoperdxidos
(156) y ese pigmento fagocitado por macrofagos aumenta la secrecion de moléculas como
la 4-hidroxinonenal (4-HNE), un aldehido terminal de la peroxidacion de lipidos, producida
mediante actividad catalitica del hierro presente en la Hz (157). El pigmento malarico
también tiene efecto inhibitorio de la eritropoyesis por un mecanismo que implica cambios
profundos en el ciclo celular (retraso de la apoptosis y cambios en la transicién de la fase
G1 a la fase S) (157). La Hz causa persistencia de la anemia en el paludismo, demostrado
porque el porcentaje de monocitos con Hz estd inversamente correlacionado con el
hematocrito (158). Los monocitos con Hz no inducen el CMH tipo Il en respuesta a la
estimulacion por IFNy; este ultimo, en condiciones normales, es decir en ausencia de Hz
regula positivamente tal complejo (159). Todos estos y otros efectos de la Hz sobre los
sistemas inmune e inflamatorio, anotamos, no exigen, en ninguna parte, que exista
adherencia-secuestro de los eritrocitos infectados.

En el proceso inflamatorio de la IPP-MP también es fundamental considerar el GPI de cada
especie de Plasmodium. EI GPI es un glicolipido que se une de forma covalente al extremo
carboxil terminal de una proteina mediante una modificacion post-traduccional de ésta.
Dicha unién se forma en el lumen (interior) del reticulo endoplasmatico. Generalmente,
esta formado por un grupo fosfatidilinositol (dos acidos grasos unidos a un glicerol que a su

vez esta unido a un grupo fosfoinositol), manosas y una glucosamina que se unira al
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extremo C-terminal de un aminoacido de la proteina. Los dos acidos grasos del grupo
fosfatidilinositol anclan la proteina a la membrana celular. El anclaje GPI es la principal
modificacion de carbohidratos en las proteinas del parasito y es esencial para la
supervivencia del mismo (160).

Los GPI estan en todas las membranas celulares eucariotas y son posibles candidatos a
toxinas de malaria. Los anclajes de GPI a la membrana celular son una gama diversa de
proteinas, pero los GPI también pueden existir sin union proteica (161). Las estructuras de
carbohidratos que decoran la superficie de las células se reconocen cada vez mas como un
papel importante en la biologia de las interacciones hospedero-patogeno (162). Los anclajes
GPI de P. falciparum y otros protozoarios son reconocidos preferentemente por TLR-2, la
accion de estos ultimos depende de proteinas adaptadoras como MyD88 para activar rutas
de sefializacion especificas que median la produccion de citoquinas proinflamatorias y
oxido nitrico de macréfagos hospedadores in vitro (161).

Los anclajes parasitarios de GPI pueden activar las rutas de sefializacién en las células del
hospedero y, por lo tanto, inducir la expresion de citoquinas inflamatorias, moléculas de
adhesion y Oxido nitrico sintetasa inducida (iNOS). Esto podria causar secuestro de
eritrocitos, hipoglucemia, lipogénesis de triglicéridos y desregulacion inmune (163).

Las reacciones inmunes iniciales desarrolladas por el hospedero son similares en respuesta
a una infeccién con Plasmodium o con Toxoplasma, en el sentido de que las mismas células
del sistema inmune innato son estimuladas por GPI para producir citoquinas inflamatorias
(160). Los GPI estimulan altos niveles de produccion de TNF e IL-1 por los macrofagos e
inducen hipoglucemia mediante una actividad mimética de la insulina y contribuyen al
sindrome cerebral y a otra fisiopatologia paltdica. Los anticuerpos monoclonales contra
GPI parasitario neutralizan las actividades toxicas de los extractos de parasitos enteros.
Estos hallazgos sugieren un papel central para el GPI parasitario en la etiologia del
paludismo grave y sugieren nuevos enfoques para la inmunoterapia o la inmunoprofilaxis
de la enfermedad (164). GPI de P. falciparum induce la secrecion de TNF de manera
dependiente de CD36 y apoya un papel para CD36 en la modulacion de la respuesta de
citoquinas del hospedero y el control innato de la infeccién aguda de la malaria en estadio
sanguineo in vivo. CD36 es un receptor depurador (scavenger) que esta implicado en la

patogénesis de la malaria y en la defensa innata contra la infeccion en el estadio sanguineo.
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Se cree que las respuestas inflamatorias a las anclas de GPI de P. falciparum juegan un
papel importante en la respuesta inmune innata a la malaria (165).

En poblaciones expuestas a P. falciparum, la respuesta de anticuerpos a GPI purificados se
caracteriza por un predominio de inmunoglobulina (Ig) G sobre IgM y un aumento en la
prevalencia, el nivel y la persistencia de las respuestas a medida que aumenta la edad (166).
Casi nada se conoce sobre el papel de GPI de P. vivax en la malaria. Los genes vivax que
codifican las proteinas ancladas de GPI, las proteinas de adhesion celular, las proteinas de
exportacion y las proteinas con motivos transmembrana o péptido sefial, que son al menos
parcialmente extracelulares, evolucionaron significativamente mas rapido que los genes
involucrados, por ejemplo, en el metabolismo de los carbohidratos, la regulacion
enzimatica y la estructura celular (167).

De lo expuesto resulta claro y con fuerza suficiente la participacion segura de GPI
plasmodial en la respuesta inmune en MG-MP. Su papel clave en la respuesta inmune
innata y en la generacion y estimulo de la respuesta inflamatoria deberd ser tenido en
cuenta en la explicacion de los cambios y dafios placentarios ocasionados por la infeccion
con plasmodios. En el caso de la IPP-MP, todo esta por estudiar en relacién con GPI y con
Hz.

Por otro lado, en el presente estudio no se midieron hormonas en ninguno de los trimestres
de la gestacion, pero es necesario afirmar que el componente endocrino durante el
embarazo no se puede ignorar como posible participe de los procesos fisiopatélogicos
placentarios inducidos por la infeccion plasmodial. Se ha sefialado que “existe un espectro
de actividades endocrinas placentarias en las diferentes especies. En algunos mamiferos
(por ejemplo, ratén y rata), la placenta eclipsa la pituitaria en el mantenimiento de la
funcién ovarica. En humanos y en ovejas, caballos, gatos y cobayas, la placenta adquiere la
capacidad de sustituir a los ovarios en el mantenimiento de la gestacién en diversos
momentos durante el embarazo. La placenta humana se caracteriza por una alta tasa de
esteroidogénesis (progesterona y estrégenos) y por la produccion de una hormona
trofoblastica especifica de primate: la gonadotropina corionica humana (hCG)” (168).
Muchas hormonas sexuales tienen clara interaccion con el sistema inmune y muchos
marcadores de procesos fisioldgicos también interactdan con tal sistema. Existe, entonces,

una compleja red fisiologica entre hormonas, marcadores de procesos fisiologicos y sistema
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inmune. En el Anexo 2 se entrega un inventario parcial de tal red (169). Las enzimas COX-
1 y COX-2 intervienen en procesos de proliferacion celular y median procesos de
inflamacion; VEGF induce quimiotaxis de células inmunes y VEGF-R1 es
antiinflamatorio; los factores de transcripcion de HIF son elementos clave en el control del
metabolismo y funcion de las células inmunes; C5a activa neutrofilos y tiene actividad
anafilactica (promueve localmente dilatacion y aumento de permeabilidad de vasos
sanguineos) y quimiotéactica. La hCG, por ejemplo, interviene en la diferenciacion y
proliferacion celular y podria activar apoptosis; regula la accién antiinflamatoria e induce al
bloqueo de los macrofagos maternos impidiendo que estos ataquen células placentarias y
estimula la produccion de IL-10 que funciona como regulador de NK uterinas. Induce
produccion de otros reguladores inmunes como enzima indoleamina 2-3 dioxigenasa (IDO)
que también disminuye la respuesta proinflamatoria. Del estradiol puede decirse, como
simple ejemplo, que tanto las células dendriticas progenitoras como diferentes subconjuntos
de las maduras expresan receptores para estrogenos; juegan papel importante en respuesta
inflamatoria por regular desarrollo, proliferacion, migracion y apoptosis de células
inmunes; los estrégenos parecen ejercer efecto supresor sobre linfopoyesis T y B. La
progesterona, como los estrogenos, la prolactina y los glucocorticoides pueden afectar
profundamente la diferenciacion, maduracion y funcion de células dendriticas, lo que lleva
a fenotipo proinflamatorio o antiinflamatorio. De las interleuquinas se conoce con claridad
su enorme rol inmunolégico. Todo esto hace casi imposible evaluar un sistema solo y
menos uno 0 pocos componentes de cualquier sistema, porque, tanto en condiciones
fisiol6gicas como patoldgicas, se trata de una red en constante interaccion y movimiento.

Un estudio abordo6 el tema referente a la medicién de hCG en el segundo trimestre de
gestacion; demostré que el aumento de esta hormona en suero materno se asocia con
alteraciones en el momento del parto como aumento en infiltrados celulares en decidua,
villitis placentaria cronica, preeclampsia, RCIU y menor peso feto-placentario (170). Este
estudio, por ende, considero que niveles elevados de hCG en suero materno en el segundo
trimestre son indicativos de disfuncion placentaria; sin embargo, se deben seguir realizando
estudios referentes a la asociacion endocrina con los cambios histologicos y las alteraciones
placentarias ya que este mecanismo fisiopatolégico no es claro. Ademas, estos hallazgos se

contradicen con lo descrito por otros autores respecto al papel de la hCG sobre el tejido
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placentario, en cuanto a que, esta hormona es considerada un importante regulador de la
respuesta inmune materna y un factor clave para el desarrollo angiogénico placentario
(171).

Fortalezas y debilidades del estudio

Fortalezas

1. Aproximacion integral que abordo la relacion entre los diferentes hallazgos histoldgicos
placentarios con marcadores asociados con inflamacién, angiogénesis e hipoxia,
relacién que nunca antes se habia estudiado en casos especificos de IPP.

2. EI presente estudio cont6 con un grupo control bien definido: unidades negativas para
Plasmodium definidas asi con una técnica altamente sensible y especifica, como la
gPCR; este grupo se definié segun los examenes prenatales que permitieron descartar
presencia de TORCHS y VIH, eclampsia y preeclampsia, sin diabetes, aunque no puede
descartarse la presencia de paréasitos intestinales y desnutricion, cuya influencia en la
histologia placentaria y en el comportamiento de los marcadores estudiados no la
conocemos.

3. El estudio se hizo en lugares de la regién colombiana que mas endemia tiene de
malaria, lo cual implica que los hallazgos del trabajo podrian ser representativos no solo
de la poblacién de mujeres de tal region, sino, en general de lo que sucede en Colombia.
Ademas, los tres grupos del estudio fueron comparables segin caracteristicas
demogréaficas como las evaluadas (edad, tiempo de residencia en zona endémica,
gestaciones previas, edad gestacional, entre otras).

4. Se uso un protocolo de andlisis histolégico que fue sometido a prueba en forma exitosa
en otros trabajos del grupo de investigacion y que permitié obtener resultados

reproducibles al ser usado por otros individuos entrenados en dicho analisis.
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Limitaciones

1.

El tamafio muestral es pequefio y fue seleccionado por conveniencia, debido a
condiciones de tiempo y dinero disponibles.

Los marcadores evaluados representan basicamente el proceso inflamatorio de la
placenta a término, pero los marcadores de los otros procesos fueron insuficientes.

El andlisis de las correlaciones entre hallazgos histologicos y marcadores de procesos

es superficial porque la informacién disponible es escasa o inexistente.
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Anexo 1. Complemento del grafico 3. Correlaciones lineales bivariadas significativas entre
los marcadores de angiogénesis, inflamacion e hipoxia y los hallazgos histoldgicos
placentarios
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Anexo 2. Parte A. Funciones inmunes de marcadores de procesos y de hormonas

Marcador

Funcién inmunitaria

COX-1

Regula la proliferacion de células normales o neoplasicas y posee efecto
citoprotector.

COX-2

Media procesos de inflamacién y sefializacion por prostanoides

VEGF

Factor proinflamatorio, induce quimiotaxis de monocitos, leucocitos y
macrofagos.

VEGFR-1

Factor antiinflamatorio. SVEGFR-1 captura el VEGF circulante y genera
efecto antiangiogeénico.

HIF-1a

Se expresa y detecta en respuesta a hipoxia en todas las poblaciones celulares
de inmunidad innata y adaptativa, incluyendo macré6fagos, neutrofilos, células
dendriticas, linfocitos T (LT) CD8+, la expresion es influenciada por la
exposicion a citoquinas. Los factores de transcripcion de HIF son elementos
clave en el control del metabolismo y funcion de las células inmunes.
Aumenta agregacion, invasion y motilidad de macrofagos y dirige expresion
de citoquinas proinflamatorias. HIF-1a aumenta supervivencia de neutréfilos
por inhibicion de la apoptosis y desencadena inflamacion neutrofilica
dependiente de NF-kB.

Cbha

Anafilotoxina clave en inmunidad innata. Por ser anafilotoxina promueve
localmente dilatacion y aumento de permeabilidad de vasos sanguineos y
como quimiotéctica, dirige el transito de leucocitos de la sangre al tejido y es
capaz de activar varios tipos celulares. Potente péptido inflamatorio. Recluta
neutrdfilos, eosindfilos, monocitos, LT y participa en activacion de células
fagociticas promoviendo la liberaciéon de granulos y de especies reactivas de
oxigeno.

Induce produccion de sVEGFR-1 por macrofagos; sVEGFR-1 captura el
VEGEF circulante y se genera efecto antiangiogénico.

TNF

Mediador fuerte de funciones inflamatoria e inmunitaria. Regula crecimiento y
diferenciacion de muchos tipos celulares. Citotétoxico para muchos tipos de
células transformadas y algunas células normales. Promueve angiogénesis,
resorcion 6sea y procesos tromboticos. Suprime metabolismo lipogénico.

IFN o IL-28

Coexpresada con IFN-B, participa en respuesta inmunitaria antiviral. Induce
aumento de CMH-1 y II; proliferacién Linfocitos Treg.

IL-2

Estimula proliferacion y diferenciacion de LT y LB y activa NK.

IL-4

Promueve diferenciacion LT virgenes a LTh2. Estimula crecimiento y
diferenciacion LB. Induce cambio de clase hacia IgE. Promueve respuestas
alérgicas.

IL-10

Alza proliferacion de linfocitos B, timocitos y mastocitos; en cooperacion con
TGF-B, estimula sintesis y secrecion de IgA por LB. Antiinflamatoria;
antagoniza generacion del subgrupo Th1 de LT auxiliares.
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Anexo 2. Parte B. Funciones inmunes de marcadores de procesos y de hormonas

Hormona

Funcién inmune

hCG

Diferenciacion y proliferacion celular y podria activar apoptosis (Michels
et al 2007). Regula la accion proinflamatoria y es responsable de impedir
el rechazo inmunoldgico del embrion por parte de la madre durante el
primer trimestre de gestacion. La hCG induce al bloqueo de los
macrofagos maternos impidiendo que estos ataquen células placentarias y
estimula la produccion de IL-10 que funciona como regulador de NK
uterinas. Induce produccion de otros reguladores inmunes como enzima
IDO que también disminuye la respuesta proinflamatoria (Rodriguez &
Mendieta 2014). Altera actividad de células dendriticas por regulacion
positiva de actividad de IDO; esto reduce la activacion de células T y la
produccion de citoquinas, asi como estimula el reclutamiento de células
Treg en la interface materno-fetal. (Bensal et al 2012).

Estradiol

Los estrdgenos juegan un papel importante en respuesta inflamatoria por
regular el desarrollo, proliferacion, migracion y apoptosis de células
inmunes (Starub 2007). Los linfocitos expresan receptores alfa y beta
(Kouro et al 2001). Estrogenos parecen ejercer efecto supresor sobre
linfopoyesis T y B (Barakat et al 2016). Los Linfocitos Treg, como
consecuencia del alto nivel de estradiol en embarazo, despliegan un grupo
de mecanismos como (produccion IL-10, expresion PDL1 Programmed
death-ligand 1) que favorecen la tolerancia inmune (Muzzio et al 2014).
Los estrdgenos, prolactina, progesterona y glucocorticoides pueden afectar
la diferenciacion, maduracion y funcion de células dendriticas, lo que lleva
a fenotipo proinflamatorio o antiinflamatorio. La sefializacion del receptor
de estrogeno (ER)-a en células dendriticas convencionales puede promover
produccion de IFN-o e IL-6 e inducir expresién de moléculas CD40, CD86
y MHC-I1 (Mackern-Oberti et al 2017).

Lactogeno
placentario

Accidn similar a Prolactina (esta es controlada por progesterona).

En el embarazo tiene funciones de diferenciacion celular, regulacién y
crecimiento trofoblastico, angiogénesis, y regulacion inmune (Rodriguez
& Mendieta 2014). Mayor produccion al final del embarazo (Ramirez 62
diapositivas)

Prolactina

Producida por la pituitaria y células del sistema inmunolégico. Participa en
respuestas inmunes innata y adaptativa; funcion inmunomoduladora.
Interviene en proliferacion de LT, proteccion contra apoptosis Yy
supervivencia celular (Blanco et al 2012).

Con NK como blanco: contribuye a proliferacion, diferenciacion y
respuesta LAK (actividad asesina inducida por linfoquinas), estimula
sintesis de IFN-y. Con granulocitos como blanco: estimula expresion del
gen IRF-1 y sintesis de 6xido nitrico sintasa (iNOS). Con linfocitos como
blanco: estimula inmunidad celular, proliferacion, sintesis de IFN-y, I[L-2 y
sus receptores, inhibe apoptosis, regula sintesis de la 6xido nitrico sintasa,
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estimula expresion del gen de factor 1 regulador del interferén (IRF-1).
Con monocitos como blanco: induce diferenciacion y estimula efectividad
de presentacion del antigeno, regula al alza de los receptores para GM-CSF
(factor estimulante colonias de granulocitos y macrofagos) (Méndez et al
2005).

Progesterona

Su concentracion crece con el transcurso de la gestacion. En el embarazo,
tiene efecto inmunosupresor y antiinflamatorio al favorecer la produccion
de citoquinas Th2. Efectos inmunomoduladores son mediados por factor
bloqueador inducido por progesterona PIBF. Ejerce accion inmnosupresora
como glucocorticoides: impide activacion del NK-kp. Controla secrecion
citoquinas Thly Th2 (Barrera et al 2007).

Junto con los estrogenos, prolactina y glucocorticoides puede afectar la
diferenciacion, maduracion y funcion de células dendriticas, lo que
conlleva a un fenotipo proinflamatorio o antiinflamatorio.

Fuente: (169)
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Conclusiones

En IPP suceden cambios y lesiones tisulares y alteraciones en expresion de mediadores
del proceso inflamatorio, tanto en IPP-vivax como en IPP-falciparum. Datos indican
que P. vivax es altamente patdgeno en placenta. En consecuencia, las autoridades y
personal sanitario debieran redoblar esfuerzos durante el control prenatal para detectar
MG y su casi segura acompafiante, la IPP, y aplicar tratamiento especifico antimalarico,

que evite o reduzca los efectos nocivos.

Resultados establecen que IPP-V causa mayor disminucion de vellosidades y de
capilares por vellosidad, asi como aumento de lesiones degenerativas isquémicas como
calcificaciones e infarto. Estos resultados se correlacionan con disminucion del peso al
nacer y de los niveles de hemoglobina. Por lo tanto, se espera que tales lesiones
placentarias aumenten el riesgo de BPN, de RCIU, de anemia neonatal y otros efectos,
por lo cual es urgente el diagndstico precoz y el tratamiento oportuno de la IPP.

Los datos del presente estudio son obtenidos cuando sucede IPP submicroscopica. Se
espera que con IPP microscépica, es decir con mayores parasitemias, mayores sean las
lesiones placentarias y las alteraciones de los mediadores de procesos inflamatorios,

angiogeénicos e hipdxicos.
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Trabajos futuros requeridos

Medir la produccion de citoquinas de diversa clase (proinflamatorias, antiinflamatorias,
moduladoras) durante el embarazo para conocer el perfil de expresion de las mismas en
los diferentes meses, o al menos en los tres trimestres y el momento del parto, buscando

construir perfiles de cada clase.

Medir varias fracciones del complemento, como Cb5a, C3a, C4a en poblacion
colombiana sana sin infeccion plasmodial y en poblacion con la infeccion. Ademas,
medir dichas moléculas tanto en periferia como en placenta. Esto es valedero también
para otros marcadores de inflamacion (pro y anti inflamatorios), como proteina C
reactiva, calcitonina, fibrindgeno, acido sialico, proteina sérica amiloide A, velocidad
de sedimentacion globular, recuento leucocitario. Ademas de conocer la expresion del
ARNmM de cada uno de los marcadores medidos en este estudio, es conveniente medir la

produccion proteica de ellos.

Medir los niveles de algunas hormonas principales sexuales en los diferentes trimestres
de la gestacion para conocer como es el comportamiento de los mismos en presencia o
no de la infeccion plasmodial. Ademas, conocer si los niveles hormonales influyen en
la presentacion de los cambios o alteraciones histoldgicas en placentas a término y en

efectos adversos de la gestacion.
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