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Distribucion de la malaria

OMS 2023

» >30 Millones de mujeres viven en
areas endémicas de P. falciparum.

» Malaria durante el embarazo,
150,000 muertes fetales y 10,000
muertes maternas.

En Colombia, se registraron 61,339
casos de malaria. Los departamentos

) V4 .~ Vé . .
. de Chocd, Narifio, Cérdoba y Antioquia
: representaron el 73% de los casos.
WORLD
Il One or more indigenous cases M Certified malaria free after 2000 MALARIA
Zero cases in 2017-2018 __ No malaria REPORT

Bl Zero cases in 2018 B Not applicable
Il Zero cases (>3 years) in 2018

2019

P. falciparum es la especie responsable del 90% de las muertes a nivel mundial.
Grupos susceptibles: mujeres embarazadas y ninos menores de 5 afos.

Malaria gestacional, Malaria placentaria y Malaria congénita
|

https://www.who.int/malaria/media/world-malaria-report-2023/




Desarrollo placentario: embarazo normal
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Consecuencias de la malaria placentaria:
Procesos fisiologicos y metabolicos del trofoblasto.
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Tomlinson Alice et al 2021. VAR2CSA-Mediated Host Defense Evasion of Plasmodium falciparum Infected Erythrocytes in Placental Malariatime




Objetivo general

Evaluar la integridad del tejido placentario e identificar cambios en la funcion
endocrina, la respuesta inflamatoria y la apoptosis en células y tejidos expuestos a
Plasmodium falciparum.
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Modelos de estudio

‘ Vellosidad placentaria

Estereoscopio recién

Células BeWo ATCC® CCL-98™ Sembrado sobre matriz: SFB

Regeneracion del STB
a las 48h-72h

Estimulo quimico para
inducir CTB>STB

Permite evaluar impacto Indicadores

de factores asociados con
MP sobre el STB

Reflejan variabilidad
bioldgica entre placentas

Morfoldgico ‘ ‘ Molecular

Bioquimico Estructural

¢Como evalio la diferenciacién de CTB = STB?

Kidima et al 2017 . Kristina Orendi 2010, Vasques et al 2013



Metodologia: Implementacion del cultivo de explante placentario humano
(EPH) y P. falciparum
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La exposicion ex vivo a Plasmodium falciparum induce un aumento en la
actividad de la LDH y una tendencia hacia una disminucion
en la produccion de phCG
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A. Actividad de la LDH medida en el sobrenadante del HPE, normalizada por cada 100 mg de tejido, en los grupos de
control y tratamiento. B. Produccion de BhCG medida en el sobrenadante del HPE, normalizada por cada 100 mg de
tejido, en los grupos de estudio. Los graficos de barras representan las medias ME + SEM. n=9. ANOVA de una via
para medidas repetidas con una prueba de comparaciones multiples (Tukey).




Evaluacion de la integridad de
las vellosidades placentarias
por histologia

Imagenes representativa de corte transversal
de explantes placentarios tefidos con HE

Dano histolégico evaluado Tincion Trofoblasto (HE)

Nudo sincitial

Deposito de fibrina

Infarto

Vasos sanguineos fetales




P. falciparum causa dafio histoloégico en HPE expuesto ex vivo
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A-C. Panel de microfotografias representativas de HPE teiidas con H&E; D-F. Panel de analisis estadistico para
determinar la frecuencia de los diferentes hallazgos; nudos sincitiales (punta de flecha negra), depdsitos de fibrina
(flecha negra) e infarto (asterisco negro). ANOVA de una via a modelo mixto con prueba de comparaciones multiples
(Tukey). Barra de escala: 20 um. Aumento total (400X).




Evaluacion de la barrera del BN

trofoblasto que recubre las Desprendimiento
vellosidades

Denudamiento

Ruptura

Imagenes representativa de corte transversal de explantes placentarios tefiidos con CK-7 especifico de trofoblasto



P. falciparum induce dano al trofoblasto en HPE expuesto ex vivo
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G-l. Panel de microfotografias representativas de HPE tefiidas con CK-7. J-L. Frecuencia de desprendimiento del
trofoblasto (flecha blanca), ruptura del trofoblasto (punta de flecha blanca) y denudaciéon del trofoblasto (asterisco
rojo). Los graficos de barras representan las medias ME + SEM. n=7. ANOVA de una via a modelo mixto con prueba de
comparaciones multiples (Tukey). Barra de escala: 20 um. Aumento total (400X).




Puntaje 4

Evaluacion de la distribucion/organizacion del colageno

Score Desorganizacion del colageno (PRS)
4 Fuerte birrefringencia de colageno
3 Moderada birrefringencia de colageno Puntaje 1
2 Baja birrefringencia de colageno
1 Ausencia de birrefringencia de colageno

Adaptado de: Liempi A, Castillo C, Medina L; et al 2020. Comparative ex vivo infection with Trypanosoma cruzi and Toxoplasma gondii of human, canine and ovine
placenta: Analysis of tissue damage and infection efficiency.



Puntaje 4

Score Daio de la lamina basal (PAS)
4 Mas de 5 regiones de engrosamiento por vellosidad
3 Entre 3 y 4 regiones de engrosamiento por campo
2 Entre 1y 2 regiones de engrosamiento por campo
1 Ausencia de regiones de engrosamiento

Adaptado de: Liempi A, Castillo C, Medina L; et al 2020. Comparative ex vivo infection with Trypanosoma cruzi and Toxoplasma gondii of human, canine and ovine
placenta: Analysis of tissue damage and infection efficiency.



P. falciparum desordena el colageno en el estroma velloso de HPE expuesto ex vivo e induce un aumento

en las regiones con engrosamiento de la lamina basal del trofoblasto
Control nlE P. Ialdparum-lE
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A-C. TM para visualizar la organizacion de las fibras de colageno en azul (asterisco negro), areas sin fibras de colageno (flechas rojas). D-F. PSR (asterisco blanco). G. Andlisis estadis

la distribucion de Col I con PSR. H-J. PAS para identificar areas de engrosamiento de la ldmina basal (punta de flecha roja). K. Analisis estadistico de areas de engrosamiento de la

basal utilizando PAS. Los graficos de barras representan las medias ME + SEM. n=3. ANOVA de una via para medidas repetidas con una prueba de comparaciones multiples (
Aumento total para TM y PAS (400X) (A-C y H-J). Aumento total de PSR (200X) (D-F). Barra de escala: 20 um.




P. falciparum no afecta significativamente la apoptosis celular de HPE
A expuesto ex vivo
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A. Panel de fotografias representativas de HPE expuesto ex vivo a P. falciparum marcado con TUNEL. El control positivo corresponde a HPE expuesto a
TNF-a (20 ng/mL) durante 24 horas. B. Andlisis estadistico de los datos presentados en A. No hay diferencias estadisticamente significativas en la
fragmentacion del ADN entre los diferentes grupos de estudio. Los graficos de barras representan las medias ME + SEM. n=3. ANOVA de medidas
repetidas de una via con pruebas de comparaciones multiples (Tukey). Barra de escala: 20 um. Aumento total 400X.




Produccion y liberacion de citocinas y factores angiogénicos por HPE expuesto

ex vivo a P. falciparum

Cytokines [pg/mL] n=8 nlE P. falciparum-1E P value

IL-6 18887 £ 4658 23034 £+ 6400 0.188

IFN-y 67669 76295 0.399

IL-4 6523+ 7.0 729+ 86 0.257

IL-17 37.7+42 4562+ 54 0.228

IL-10 6.1+£0.7 92+18 0.066

IL-2 48+04 56707 0.232

Angiogenic factors [pg'mL] n=5

sFLT-1 7362 £ 991 7262 + 1419 0908
Endoglin 478+1.2 554+8.1 0.334

PIGF 523+32 582+ 144 0.694

VEGF 449+ 38 459+47 0.841

Se presentan los resultados de la produccion de citocinas y factores angiogenicos en HPE cultivados durante 24 horas con
P. falciparum y sus respectivos controles. Citocinas (n=8), factores angiogénicos (n=5). Los datos representan la media
ME = SEM, el anélisis estadistico se realizo con la prueba t pareada.



Consecuencias de la malaria placentaria:
Hallazgos histologicos

Antecedentes Efectos poco estudiados
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Lépez et al, 2020. Carmona-F J et al, 2013. Rogerson SJ et al, 2003. Galbraith RM et al, 1980. Boeuf P et al, 2008. Carvalho BO et al, 2011. Souza RM et al, 2013, McGready R et al, 2004.



Conclusions

P. falciparum induce dafio en la membrana del trofoblasto en el modelo de infeccidn ex vivo.

P. falciparum no solo altera el trofoblasto, sino también la matriz extracelular de las vellosidades.

Es importante profundizar en los mecanismos de la patogenesis que no se limitan solo a la
citoadherencia en la barrera sincitiotrofoblastica, sino que posiblemente involucran la alteracion de

componentes estromales como el colageno, perturbando la integridad estructural del estroma velloso.

Los hallazgos de este estudio podrian tener implicaciones para futuras pautas de manejo en regiones
endémicas de malaria.
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