EFECTOS DE LA MALARIA GESTACIONAL POR Plasmodium vivax y
Plasmodium falciparum SOBRE EL ESTADO QLTNICO E INMUNE EN
GESTANTES DE URABA-SUR CORDOBA

MARIA FERNANDA YASNOT ACOSTA M. Sc.

UNINERSIDAD DEL VALLE
FACULTAD DE SALUD
ESCUELA DE CIENCIAS BASICAS
POSGRADO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

SANTIAGO DE CALlI, 2012

1



EFECTOS DE LA MALARIA GESTACIONAL POR Plasmodium vivax y
Plasmodium falciparum SOBRE EL ESTADO QLTNICO E INMUNE EN
GESTANTES DE URABA-SUR CORDOBA

MARIA FERNANDA YASNOT ACOSTA M. Sc.

TESIS PARA OPTAREL TIiTULO DE DOCTOR EN CIENCIAS BIOMEDICAS
DIRIGIDA POR: AMANDA ELENA MAESTRE BUITRAGO M. D. Ph. D.

UNINERSIDAD DEL VALLE
FACULTAD DE SALUD
ESCUELA DE CIENCIAS BASICAS
POSGRADO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

SANTIAGO DE CALlI, 2012

2



MARCUS VINUCIUS LACERDA

MANUEL ALFONSO PATARROYO

ANILSA BONELO

SANTIAGO DE CALI, OCTUBRE 26 DE 2012



Con especial dedicacion a:

Mi abuela Dolores Garcia
Mi madre Aida Acosta

Mi esposo Gustavo Quintero



AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer, primero y de la forma méas especial a Aida Acosta G., mi mama, por su
incondicionalidad, apoyo y aliento.

A mi esposo, Gustavo Enrique Quintero, por brindarme su gran amor y paciencia durante
este largo proceso.

A la Universidad del Valle por abrirme sus puertas y permitirme alcanzar una nueva meta.

A la Universidad de Antioquia por aceptarme como su alumna.

Ala Universidad de Cérdoba, sin cuyo apoyo no podria haber culminado esta etapa de mi
desarrollo profesional y personal.

A la Doctora Amanda Elena Maestre Buitrago, M.D. Ph. D., del Grupo Comunidad y Salud
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Antioquia, y Directora del presente
estudio, porque me acogid, me orientd y me brindé su amistad durante todo este proceso.

A Mauricio Corredor R. Biol. Ph. D. Co-director del proyecto, por sus comentarios, aportes
y acompafiamiento.

Al Doctor Jaime Carmona Fonseca M.D. Ph. D., Director del grupo por compartir
desinteresadamente sus conocimientos y sus invaluables aportes para el analisis de los
resultados.

A la Doctora Stephany Yanow Ph. D. del Alberta Provincial Laboratory for Public Health,
por su orientacion y aportes cientificos.

Al Doctor Douglas Jay Perkins director de Center for Global Health, Universidad de Nuevo
México, por aceptarme en su laboratorio para la realizacién de las pruebas, por sus
aportes cientificos, por su amistad.

A Olga Maria Agudelo M. Sc., Eliana Arango M. Sc.., Alexander Franco B. Sc. Y Adriana
Correa B. Sc por su respaldo y por los aportes que ayudaron a darle fortaleza al trabajo.

A mis compafieras de la Universidad de Cérdoba: Agustina Noble G., Ena Luz Torres ,
Linda Chams., Lisy Gracia , Mayra Raciny . M. Sc., Rossana Villegas y Virginia C.
Rodriquez M. Sc., por su compresion y apoyo.

A mis amigos Yesid Solarte, Leonardo Rocha, Andrey Payan y Olga Fernandez por sus
palabras de aliento. A mi familia, especialmente mi tia Betty Acosta por apoyarme durante
toda mi formacion profesional.

A todas las gestantes voluntarias involucradas en este estudio y al grupo de trabajo de
campo en Puerto Libertador, Tierralta y Monteria.



TABLA DE CONTENIDO
CAPITULO 1.

EL PROBLEMA DE LA MALARIA GESTACIONAL Y PLACENTARIA EN EL
MUNDO Y EN COLOMBIA.

1.1 EPIDEMIOLOGIA. 28
1.2FISIOPATOLOGIA. 30
1.2.1 Secuestro de Plasmodium en la placenta. 32
1.2.2 Desarrollo de la inmunidad adaptativa durante la malaria gestacional
y placentaria. 34
1.3BIBLIOGRAFIA 41
CAPITULO 2.

CARACTERIZACION DEMOGRAFICA Y CLINICA DE LA POBLACION DE
GESTANTES EXPUESTAS A MALARIA EN EL DEPARTAMENTO DE

CORDOBA
2.1 INTRODUCCION 48
2.2 METODOLOGIA 49
2.2.1 Tipo de estudio poblacion y tamafio de muestra. 49
2.2.2 Consideraciones éticas. 51
2.2.3 Recoleccion de la informacién clinica. 52
2.2.4 Diagnostico de infeccion por Plasmodium spp. y densidad parasitaria. 52
2.2.5 Anélisis de datos. 53
2.3 RESULTADOS 53
2.3.1 Caracterizacion demografica y clinica. 53
2.4 DISCUSION 55

2.5 BIBLIOGRAFIA 59



CAPITULO 3

CAMBIOS HISTOPATOL OGICOS DE LAS PLACENTAS INFECTADAS CON

Plasmodium vivax Y Plasmodium falciparum.

3.1 INTRODUCCION

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Tipo de estudio.

3.2.2 Histopatologia.

3.2.2.1 Decidua.

3.2.2.2 Espacio intervelloso.

3.2.2.3 Vellosidades.

3.2.2.4 Grado de maduracion de las vellosidades placentarias.

3.2.2.5 Membranas fetales.

3.2.3 Inmunohistoquimica.

3.2.4 Andlisis de resultados.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Caracterizacion histopatologica de las placentas de los grupos
MGP (+), MGP (-) y control.

3.3.2 Caracterizacion del infiltrado celular placentario mediante
inmunohistoquimica.

3.4 DISCUSION.

3.5 BIBLIOGRAFIA.

63
64
64
64
64
64
65
65
65
67
67
67

67

67

73
76



CAPITULO 4

EFECTO DE LA INFECCION POR Plasmodium vivax Y Plasmodium
falciparum EN LAS CITOQUINAS PRO-INFLAMATORIAS/ANTI-
INFLAMATORIAS Y EN LAS QUEMOQUINAS

4.1 INTRODUCCION

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 ldentificacion de infeccion por Plasmodium spp.

4.2.2 Recoleccion de muestras.

4.2.2.1 Sangre de corddn y periférica materna.

4.2.2.2 Placenta

4.2.3 Medicion de la expresion de citoquinas y quemoquinas por PCR
en tiempo real.

4.2.3.1 Extraccion de RNA.

4.2.3.2 Sintesis de ADN complementario.

4.2.3.3 PCR en tiempo real.

4.2.4 Medicién de los niveles de citoquinas y quemoquinas en plasma
por ELISA multiplex.

4.2.5 Andlisis de resultados.

4.3 RESULTADOS.

4.3.1 Efecto de la malaria en la expresidn de citoquinas y quemoquinas
en el tejido placentario, sangre periférica materna y cordon.

4.3.2 Efectos en la expresion de citoquinas y quemoquinas en gestantes
con P.vivax y P. falciparum.

4.3.3 Concentracion plasmatica de de citoquinas y guemoquinas en
gestantes con y sin malaria (ELISA multiplex).

8

81
82
83
83
83
83

84

84

85

85

85

86

87

89

89

90



4.3.4 Concentracion plasmatica de citoquinas y quemoquinas en
gestantes con P. vivax y P. falciparum.

4.3.5 Asociaciones entre las citoquinas pro-inflamatorias/anti-inflamatorias,
las qguemoquinas y algunas variables epidemiologicas, clinicas e
histopatologicas.

4.4 DISCUSION

4.5 BIBLIOGRAFIA

CAPITULO5

91

93
94
99

EFECTOS DE LA MALARIA GESTACIONAL POR P.vivax SOBRE EL ESTADO
CLINICO E INMUNE EN GESTANTES DEL NOROCCIDENTE DE COLOMBIA

5.1 INTRODUCCION 103
5.2 METODOLOGIA 104
5.2.1 Tipo de estudio, poblacién y tamafio de muestra. 104
5.2.2 Recoleccion de la informacién clinica. 105

5.2.3 Diagnostico de infeccion por Plasmodium spp. y densidad parasitaria.105

5.2.4 Recoleccion de muestras. 106
5.2.4.1 Extraccion de RNA. 106
5.2.4.2 Sintesis de ADN complementario 107

5.2.4.3 PCR entiempo real para medir la expresion de

citoquinas/quemoquinas. 107
5.2.5 Histopatologia de la placenta. 107
5.2.6 Inmunohistoquimica. 108
5.2.7 Andlisis de datos. 108

5.3 RESULTADOS. 108



5.3.1 Caracterizacion de la poblacion estudiada.

5.3.2 Expresion de citoquinas pro-inflamatorias/anti-inflamatorias
y gquemogquinas en los grupos MGP (+) y MGP (-)

5.3.3 Caracteristicas histopatoldgicas y presencia de monocitos-
macrofagos y células NK en la placenta.

5.3.4 Malaria congénita por P. vivax.

5.4 DISCUSION.

5.5 BIBLIOGRAFIA

CONCLUSIONES GENERALES

RECOMENDACIONES

PERSPECTIVAS

ANEXO 1

ANEXO 2

ANEXO 3

ANEXO 4

10

108

109

111
112
112
117
121
121
122
123
126
128
140



INDICE DE TABLAS

Tabla 1.1 Efecto de diferentes citoquinas y qguemoquinas sobre

la placenta y el feto en la malaria gestacional y placentaria.

Tabla 2.1 Caracteristicas socio-demograficas y clinicas estudiadas
de los tres grupos.

Tabla 3.1 Clasificacion de las posibles alteraciones de la placenta.

Tabla 3.2 Clasificacion histologica de las placentas de gestantes
con malaria.

Tabla 3.3 Caracteristicas histopatologicas de las placentas de los
grupos MGP(+),MGP(-) y Control.

Tabla 3.4 Clasificacion histopatolégica de las placentas de gestante

con malaria segun lo descrito por Ismail, et al , 2000.

Tabla 4.1 Citoquinas y guemoquinas a estudiar en sangre periférica materna,

sangre de corddn y tejido placentario.

INDICE DE FIGURAS

Figura 1.1 Distribucion territorial de la malaria en Colombia.
Figura 1.2 Mecanismos placentarios de adhesion, supresion

y eliminacion parasitaria.
Figura 2.1 Sitios centinela para la toma de muestras.
Figura 3.1 Infiltrado de células inmunes en decidua placentaria.
Figura 3.2 Presencia de monocitos-macrofagos en placentas

infectadas con P. falciaprum.

11

39

54
66

67

68

69

84

29

37
50
69

70



Figura 3.3 Presencia de monocitos-macréfagos en placentas
infectadas con P. vivax.
Figura 3.4 Presencia de células asesinas naturales (NK) en
placentas infectadas con P.falciparum.
Figura 3.5 Presencia de células asesinas naturales (NK) en
placentas infectadas con P. vivax.
Figura 4.1 Modulacion de expresion de citoquinas en la placenta
inducidas por Plasmodium en MGP (+) y MGP (-).
Figura 5.1 Infiltrado de células inmunes en decidua placentaria. 111
Figura 5.2 Presencia de monocitos-macrofagos en placentas
infectadas con P. vivax. 111
Figura 5.3 Presencia de células asesinas naturales (NK) en
placentas infectadas con P. vivax. 112

Figura 5.4 Modelo hipotético de los efectos inmunolégicos de P. vivax en
placenta 160

INDICE DE GRAFICAS
Gréafica 2.1 Diferencias en la concentracion de DNA, de las dos
especies de Plasmodium, entre la placenta y la sangre

periférica.

Grafica 4.1 Citoquinas proinflamatorias con diferencia significativa
entre los tres grupos en la placenta.

Gréfica 4.2 Expresion aumentada de citoquinas antiinflamatorias en
la placenta (P), sangre periférica materna (SPM), y el
corddn umbilical (C).

12

71

72

72

97

55

87

88



Gréfica 4.3 Quemoquinas con diferencia significativa entre los
tres grupos, en la placenta.

Grafica 4.4 Comparacion entre la expresién de citoquinas pro-inflamatorias
en MGP (+) coninfeccion por P. vivax/P. falciparum y el grupo
control.

Grafica 4.5 Niveles plasmaticos aumentados de citoquina pro-inflamatoria
en la placenta del grupo MGP (+).

Grafica 4.6 Niveles plasmaticos aumentados de citoquina pro-inflamatoria

IL-10.

Grafica 4.7 Niveles plasmaticos aumentados de citoquinas que mostraron
diferencias significativas entre el grupo control y el
grupo MGP con P. vivax.

Grafica 4.8 Niveles plasmaticos de citoquinas que mostraron diferencias
significativas entre el grupo control y el grupo MGP (+)

con P. falciparum.

Gréfica 5.1 Comparacion entre la expresiéon de citoquinas pro-inflamatorias
en MGP (+) con infeccion por P. vivax y el grupo control. 109
Grafica 5.2 Comparacion entre la expresion de citoquinas IFNy y TGF

En MGP (-) yel grupo control. 110

Grafica 5.3 Comparacion entre la expresion de citoquinas en MGP (+),

MGP (-) y el grupo control. 110

13

88

89

90

91

92

93



LISTA DE ABREVIATURAS

ARDS. Acute Respiratory Distress Syndrome.
AH. Acido hialurénico.

APC. Células presentadoras de antigeno.
BPN. Bajo peso al nacer.

CSA. Condroitin Sulfato A.

dL. Decilitro

DEPC. Dietilpirocarbonato.

DNA. Acido Desoxiribonucleico.

dNTPs. Dinucledtidos trifosfatados.

g. Gramo.

GPDH. Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.
IFN-y. Interferon gamma.

IL4. Interleuquina 4 relacionada

IL6. Interleuquina 6

IL10. Interleuquina 10

IL12. Interleuquina 12

IPA. indice Parasitario Anual.

MCP1. Proteina 1 atrayente de monocitos.
MGP. Malaria gestacional y placentaria.
MIP1. Proteina atrayente de macrofagos.

Hg. Microgramo

pL. Microlitro

mg. Miligramo.

mL. Mililitro.

14



NK. Células Natural Killer.

PCR. Reaccion en cadena de la polimerasa.

PfEMPL1. Proteina de la membrana eritrocitica derivada de P. falciparum.
PGE2. Dinoprostona.

RCIU. Retardo del Crecimiento Intra-Uterino.

RNA. Acido ribonucleico.

SDRA. Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo.

SIVIGILA. Sistema de Vigilancia en Salud Publica.

TGF-B. Factor de Crecimiento Transformante [3.

Th1l. Células T ayudadoras. Th2. Células T ayudadoras

TLR. Receptores Tipo Toll.

TNF. Factor de necrosis tumoral.

TORCH. Toxoplasmosis, rubeola, citomegalovirus, herpes virus y VIH.

WMA. Asociacion médica mundial.

ANEXOS

ANEXO 1 AVAL DEL COMITE DE ETICA MEDICA.

ANEXO 2 CONSENTIMIENTO INFORMADO.

ANEXO 3 ESQUEMA DE TOMA DE MUESTRAS.

ANEXO 4 MEDIDAS DE RESUMEN PARA LA EXPRESION DE
CITOQUINAS Y QUEMOQUINAS

15



GLOSARIO
A

Aborto. Interrupcion del embarazo, por causas naturales o provocadas,
expulsando el feto antes del tiempo normal de gestacion.

Acido Hialurénico. AH. Polisacarido hialino viscoso que constituye la porcion
mas importante de la sustancia amorfa del tejido conjuntivo.

Anemia. Estado en el que el nimero de glébulos rojos por microlitro de sangre, la
cantidad de hemoglobina en 100 mL de sangre, o el volumen de glébulos rojos por
cada 100 mL de sangre, son inferiores a las cifras normales, lo que indica la
menor capacidad de un volumen determinado de sangre para transportar oxigeno.
Las manifestaciones clinicas son: palidez e la piel y de las mucosas, dispnea,
taquicardia y fatiga, entre otras.

Anemia de células falciformes. Trastorno hereditario de la sangre caracterizado
por una anomalia de la hemoglobina que consiste en una alteracion estructural de
la cadena b de la globina debida a la sustitucion de un Unico aminoacido (4cido
glutamico por valina) originando la hemoglobina S (HbS), la mayoria o toda la
hemoglobina normal (HbA) esta cmabiada por hemoglobina falciforme (HbS), se
denomina HbSS y es la forma mas comun y mas severa de las variedades de
células falciformes.

Acute Respiratory Distress Syndrome, ARDS. Ver Sindrome de Distrés
Respiratorio Agudo, SDRA.

B

Barrera placentaria. Separacion entre la sangre fetal y la materna. Consiste en
una capa de sincitiotrofoblasto, una capa remanente de citotrofoblasto (células de
Langhans), el mesénquima que separa las vellosidades, las células ovoides de
Hofbauer y las paredes de los capilares fetales. Esta composicion varia a lo largo
de la gestacion.

BPN. Bajo peso al nacer. Recién nacido con un peso igual o menor a 2.499
gramos.

C

C3. Proteina plasmatica soluble que hace parte del sistema del complemento y es
producida por el higado e implicadas principalmente en la defensa frente a
infecciones y células tumorales.
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C4. Proteina plasmética soluble que hace parte del sistema del complemento y es

producida por el higado e implicadas principalmente en la defensa frente a
infecciones y células tumorales.

CD4+. Cluster de diferenciacion. Es una glicoproteina que se encuentra en la
superficie de las células inmunes como los linfocitos T ayudadores , monocitos,
macréfagos y células dendriticas, cuando el CD4 es expresado activamente
entonces es llamados CD4".

CD8+. Cluster de diferenciacion. Es una glicoproteina transmembrana que sirve
como un co-receptor para el receptor de células T (TCR).

CD11b. Cluster de diferenciacion. Es un miembro de la familia de las integrinas,
que se une con la CD18 para formar el heterodimero CR3. Se expresa en la
superficie de leucocitos como monocitos, neutréfilos, NK, granulocitos vy
macréfagos, asi como en 8% de las células del bazo y el 44% de células de
médula Osea. Funcionalmente, CD11lb regula la adhesién y migracion de
leucocitos para mediar la respuesta inflamatoria.

CD14+. Cluster de diferenciacion. Es un tipo de antigeno CD propio del sistema
inmune de mamiferos. su naturaleza bioquimica es la de un receptor de
membrana. Su funcion biolégica en la célula es: recepcion del complejo de
lipopolisacéarido y de la proteina de union al lipopolisacarido o LBP. Se expresa
especificamente en células mielomonociticas.

CD56+. Cluster de diferenciacion. Asignado como el antigeno de adhesion para

las celulas neurales, es glicoproteina de membrana que se expresa ampliamente
en todas las capas moleculares y granulares del cerebelo y la corteza cerebral, al
igual que en toda la materia gris y blanca de la médula espinal y en las células NK

CD64+. Cluster de diferenciacion. Es un tipo de glicoproteina de membrana
integral conocido como un receptor de Fc que se une con alta afinidad a
anticuerpos monoméricos IgG. Se conoce mas comunmente como Fc-receptor
gamma 1 (FcyRIl). se encuentra constitutivamente en los macréfagos y los
MONOCitos.

Células BeWo. Células derivadas de trofoblasto humano.

Citoadherencia. Union del globulo rojo parasitado al endotelio microvascular. Esta
adhesion es mediada por receptores como ICAM1, SELECTINA E, CD36 y
Condroitin Sulfato A. La proteina de la membrana eritrocitica derivada de P.
falciparum (PfEMP-1) es el ligando mejor estudiado.

Citoquinas. Las citoquinas son proteinas reguladoras de bajo peso molecular que

son secretadas por células de la inmunidad innata y adaptativa, que median
muchas de las funciones de las mismas.
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Citotrofoblasto. Capa celular interna del trofoblasto de los embriones de
mamiferos a partir de la cual se origina la capa externa y las vellosidades
corionicas

Coagulacién Intravascular Diseminada, CID. Sindrome hemorragico ocasionado
por el consumo de factores de coagulacion en fendbmenos tromboticos difusos del
organismo. También se conoce como coagulopatia por consumo de factores.

D
DNA. Acido Desoxiribonucleico.
E

Enfermedad emergente. Enfermedad recién descubierta en un lugar en el que no
habia evidencia de su existencia.

Enfermedad re-emergente. Enfermedad supuestamente controlada, en franco
descenso o practicamente desaparecida, que vuelve a constituir una amenaza
sanitaria y que frecuentemente reaparecen proporciones epidémicas.

Esplenomegalia. Aumento del tamafio del bazo.

Esplenomegalia tropical. Sindrome de esplenomegalia masiva que ocurre en
regiones endémicas para malaria, generalmente cuando el paciente esta
repetidamente expuesto.

Esporozoito. Estadio infectivo de los plasmodios, producto final de Ila
esporogonia, que inyecta el mosquito vector en el hospedero.

Esquizogonia. Variedad de reproduccion asexual en el cual las células hijas

aparecen por division multiple del nlacleo de la célula madre (estado de
esquizonte), continuando después con la division del citoplasma que forma masas
alrededor de cada nucleo

Esquizonte sanguineo. Estadio multinuclear que ocurre en el desarrollo de la
fase sanguinea de la esquizogonia de ciertos esporozoos y sarcodina.

Esquizonte hepatico. Estadio multinuclear que ocurre en el desarrollo de la fase
hepatica de la esquizogonia de ciertos esporozoos y sarcodina.

G

Gametocito. Célula productora de gametos masculinos o femeninos en el ciclo de
vida de Plasmodium y de otros esporozoarios.
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Gametogonia. Fase del ciclo evolutivo del Plasmodio paliddico y otros

esporozoarios en el hombre, del que resultan los gametos masculinos y
femeninos.

Glomerulonefritis. Grupo heterogéneo de enfermedades que tienen como
caracteristica comun la presencia de alteraciones morfologicas y funcionales de
los glomérulos renales, no siempre de origen inflamatorio.

H

Hemocele. Cavidad general secundaria de los artrépodos, que constituye un

sistema lagunar lleno de liquido hematico y forma parte del aparato circulatorio
abierto.

Hemocorial. Tipo de placenta en el cual la sangre materna esta en contacto
directo con el corion, como en los humanos.

Hemolinfa. Nombre que se aplica al liquido hematico que se encuentra en el
interior de la cavidad hemocélica, cumpliendo la misma funcién de la sangre.

Hipnozoito. Trofozoito intrahepatico en estado de quiescencia, estado en el que
puede permanecer por tiempo prolongado, hasta dos afios, antes de reemprender
su desarrollo para dar lugar a recaidas por la generaciéon de nuevos merozoitos
exoeritrociticos, que son capaces de invadir los eritrocitos.

Holoendémica (0). Relativo a un area de enfermedad intensamente endémica.
Una enfermedad holoendémica es aquella para la cual existe un alto nivel de
prevalencia de infeccion que comienza pronto en la vida y afecta a la mayoria de
la poblacién infantil, llevando a un estado de equilibrio tal que la poblacion adulta
muestra evidencia de la enfermedad con mucha menor frecuencia que los nifios
(la malaria en muchas comunidades es una enfermedad holoendémica).

IFN-[J. Interferon gamma tipo de citoquina producida por los linfocitos T y NK cuya
funcion mas importante es la activacion de los macrofagos, tanto en las
respuestas inmunitaria innatas como las respuestas celulares adaptativas.

IL4. Interleuquina 4 relacionada con la proliferacion de linfocitos B, mastocitos y
linfocitos T. Tiene unimportante papel en las reacciones alérgicas

IL6. Interleuquina 6 segregada por macrofagos, participa en reacciones de fase
aguda, también estimula el crecimiento y diferenciacion de tanto linfocitos T como
linfocitos B.

IL10. Interleuquina 10 llamada antes factor inhibidor de la sinteis de citoquina,
producida por células Th2, células T CD8, monocitos, queratinocitos y células B
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activadas. Inhibidor de macrofagos y células dendriticas activadas por lo tanto
participa en el control de reacciones inmunitarias innatas e inmunidad celular

IL12. Interleuquina 12: se llamé factor de maduracién de linfocito citotéxico o factor
estimulador de célula NK; sintetizado predominantemente por células B y
macréfagos. La produccion de la IL-12 por los macrofagos activados se suprime
por la IL-4 y la IL-10. Promueve la proliferacion de linfocitos T y células NK
activados, aumentando en esta Ultima célula la actividad litica

IPA. indice Parasitario Anual.: Expresa la relacion de los casos de la enfermedad y

la poblacion que vive en zonas de riesgo. Dando cuenta de la probabilidad de
contraer la enfermedad entre la poblacidon que esta expuesta.

L

Leucopenia. Recuento de leucocitos por debajo de los valores considerados
como normales. También se conoce como leucocitopenia.

M

Malaria. Enfermedad infecciosa endémica causada por las especies del género
Plasmodium y transmitida por los mosquitos del género Anopheles.

Malaria cerebral. Complicacion mas frecuente de la malaria producida por
Plasmodium falciparum.

Malaria congénita. Malaria adquirida por via vertical, de la madre gravida al feto.
Se considera congénita cuando se encuentran parasitos plasmodiales el primer
dia de vida.

Malaria gestacional. Infeccion por Plasmodium durante el embarazo.

Malaria severa: es la producida por Plasmodium falciparum presentando un

cuadro clinico asociado con obnubilacién, estupor, debilidad extrema,
convulsiones, vomito, ictericia y diarrea.

Merozoito: Célula resultante del proceso de esquizogonia o division multiple que
presentan algunos protozoos.

Morbilidad. Es la cantidad de individuos que son considerados enfermos o que
son victimas de enfermedad en un espacio y tiempo determinados.

Mortalidad. La mortalidad nos indica el niUmero de fallecimientos de una poblacién
en concreto por cada 1000 habitantes, durante un periodo de tiempo determinado,
este puede ser durante un afio.

Mortinato. Se presenta cuando un feto que se esperaba que sobreviviera muere
durante el nacimiento o durante la segunda mitad del embarazo.
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Mutigravida. Mujer que ha estado embarazada en mas de una ocasion.
N

NK. Células Natural Killer, un tipo de linfocito pertenecientes al sistema
inmunitario. También se las conoce como células nulas. Morfoldgicamente son
practicamente indistinguibles a los linfocitos grandes excepto por los granulos que
contienen. También se les llama tercera poblacion ya que cuando se conocieron
bien los linfocitos T y B por marcadores, las células NK no acoplaban estos
marcadores

O

Ooquineto. Forma de cigoto movil que atraviesa las células del intestino medio
del mosquito para formar posteriormente el ooquiste

Ooquiste. Forma quistica que contiene el cigoto resultante de la esporogonia en
los Apicomplexa y los cuales pueden estar cubiertos por una envoltura translicida
(Isospora) o estar desnudos (Plasmodium).

P

Paludismo. Enfermedad causada por un parasito denominado Plasmodium que
se transmite a través de la picadura de mosquitos infectados del genero
Anopheles.

Parasitemia. Presencia de parasitos en la sangre

Paridad. Clasificacion de una mujer por el nimero de nifios nacidos vivos y de
nacidos muertos con mas de 28 semanas de gestacion

PCR. Reaccion en cadena de la polimerasa, técnica de biologia molecular
desarrollada en 1986 por Kary Mullis, cuyo objetivo es obtener un gran niamero de
copias de un fragmento de ADN particular, partiendo de un minimo; en teoria
basta partir de una Unica copia de ese fragmento original, 0 molde.

PCR en tiempo real. Reaccién de PCR cuya principal caracteristica es que
permite cuantificar la cantidad de ADN o ARN presente en la muestra original, o
para identificar con una muy alta probabilidad, muestras de ADN especificas a
partir de su temperatura de fusion

Pérdida fetal. Se produce cuando el feto muere dentro del Utero con un peso
mayor de 500 gramos y/o con un desarrollo gestacional mayor de 22 semanas; es
decir, cuando ha alcanzado un desarrollo tal que, en condiciones 6ptimas, la vida
fuera del Utero pudiera haber sido posible. La mayoria de muertes fetales ocurren
en el tercer trimestre de embarazo
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PfEMPL1. Proteina de la membrana eritrocitica derivada de P. falciparum, sirve

para secuestrar eritrocitos infectados de la destruccion esplénica a través de la
adhesion al endotelio.

PGE2. Dinoprostona. Se emplea como oxitocina en la induccién del parto, la
expulsion del feto muerto y el tratamiento de la mola hidatiforme o el aborto
espontaneo.

Placenta. Organo efimero presente en los mamiferos placentarios y que relaciona
estrechamente al bebé con su madre, satisfaciendo las necesidades de
respiracion, nutricion y excrecion del feto durante su desarrollo

Primigravida. Mujer que sélo ha estado embarazada una vez

Q

Quemoquina. Las quemoquinas son un subgrupo de citoquinas, que afectan la
quimiotaxis jugando un papel importante en la inflamacion. Son proteinas
pequefas que participan en la conduccion de los leucocitos (neutréfilos) a los
sitios en los que se encuentra la infeccion.

R

Retardo del Crecimiento Intra-Uterino, RCIU. Describe el retraso del crecimiento

del feto, haciendo que su peso esté por debajo del percentil 10 esperado para la
respectiva edad gestacional.l Puede ser causa de malnutricion materna y fetal,
intoxicacién con nocivos genéticos, toxicos o infecciosas o por cualquier factor que
cause supresion del desarrollo del feto.

Recaida. Aquella situacién en la que un paciente se ve afectado, durante el

periodo de convalecencia de una enfermedad, nuevamente por los sintomas de la
misma.

Reinfeccion. Infeccion nueva que sobreviene en un terreno anteriormente
infectado por el mismo germen, pero actualmente curado de esta antigua
infeccion.

Riesgo. Existencia de un dafio, futuro e hipotético, cuya produccion no esta
completamente determinada por los acontecimientos o condiciones causales que
somos capaces de identificar y caracterizar.

RNA. Acido ribonucleico, &acido nucléico formado por una cadena de
ribonucledtidos. Estq presente tanto en las células procariotas como en las
eucariotas, y es el unico material genético de ciertos virus (virus ARN).

S
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Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo, SDRA. Es una alteracion aguda y
severa de la estructura y funcién pulmonar secundaria a una injuria inflamatoria
aguda que ocasiona edema pulmonar difuso producto de un aumento de la
permeabilidad capilar pulmonar. Sus caracteristicas clinicas principales consisten
en disminucion de la compliancia, de la oxigenacién y de la capacidad pulmonar
residual.

Sincitiotrofoblasto. Es la capa mas externa del trofoblasto embrionario, adosada

al citotrofoblasto, cuya funcion es erosionar los capilares del endometrio materno
en el desarrollo de la circulacion placentaria

SIVIGILA. Sistema de Vigilancia en Salud Publica
T

Tasa. Frecuencia relativa que se obtiene al dividir el nimero de elementos (o el
subconjunto) que sufrié las consecuencias de determinado fendbmeno (muerte,
enfermedad, nacimiento, etc.) entre el total de elementos del conjunto que estuvo
expuesto a tales consecuencias.

TGF-B. Factor de Crecimiento Transformante . Estd implicado en muchos
procesos celulares, tanto en el organismo adulto, como en el embrion en
desarrollo, incluido el crecimiento celular, diferenciacién celular, la apoptosis, la
homeostasis celular y otras funciones celulares.

Thl. Células T ayudadoras que forman un subgrupo de los linfocitos y
desempefian un papel importante en el sistema inmune, particularmente en la
inmunidad celular.

Th2. Células T ayudadoras que forman un subgrupo de los linfocitos vy

desempeiian un papel importante en el sistema inmune, particularmente en la
inmunidad humoral.

TLR: (receptores tipo Toll) constituyen una familia de proteinas que forman parte
del sistema inmunitario innato. Estos receptores transmembrana reconocen
patrones moleculares expresados por un amplio espectro de agentes infecciosos,
y estimulan una variedad de respuestas inflamatorias.

TNF-a. Factor de necrosis tumoral alfa. Es una proteina del grupo de las citocinas
liberadas por las células del sistema inmunitario que interviene en la inflamacion y
la destruccion articular secundarias a la artritis reumatoide, asi como en otras
patologias.

Tolerancia inmunitaria. Ausencia especffica de respuesta del sistema inmunitario
frente a un antigeno, ya sea propio o extrafio, inducida por el contacto previo con
dicho antigeno.
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Transmisién estable. Tipo de transmisidon caracterizado por la aparicion
constante de casos nuevos en un periodo de tiempo de afios. También se le llama
endémica.

Transmision inestable: Tipo de transmision caracterizado por la aparicion de
casos nuevos de forma periédica u ocasional. También se le llama epidémica.

Trombocitopenia. Situacion de disminucion de la cantidad de plaquetas
circulantes en el torrente sanguineo por debajo de los niveles normales.

Trofozoito. Forma vegetativa activada que se alimenta generalmente por
fagocitosis.

Vv

Vellosidad placentaria. Proyecciones que proliferan a partir del corion y se
encargan de la absorcién de sustancias nutritivas para el crecimiento fetal.
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RESUMEN

La malaria durante el embarazo es la principal causa de morbilidad materna e infantil,
puede causar anemia materna, parto prematuro y bajo peso al nacer. Durante la
gestacion, el sistema inmune materno se adapta para aceptar el implante fetal, por lo
tanto el embarazo se caracteriza por un predominio de citoquinas anti-inflamatorias. La
produccioén de citoquinas pro-inflamatorias pueden ser nocivas para la madre y el feto. En
Ameérica Latina, son pocos los estudios enfocados en la respuesta inmune durante la
malaria gestacional, especialmente en infecciones causadas por P. vivax. El proposito de
este estudio fue determinar el efecto de la infeccion por Plasmodium vivax y Plasmodium
falciparum en el balance de citoquinas pro-inflamatorias/anti-inflamatorias y quemoquinas
y su relacion con algunas variables epidemioldgicas y clinicas. Para tal fin, se involucraron
en el estudio 87 gestantes residentes de la regién Uraba-Sur Cérdoba, 28 gestantes con
malaria en el momento del parto (MGP+), 14 con alguna historia de malaria durante la
presente gestacion (MGP-) y 45 sin malaria en ningin momento de la gestacion, con
previa aceptacion y firma del consentimiento informado. Los datos epidemiolégicos y
clinicos (edad, edad gestacional, gravidez, peso recién nacido, hemoglobina materna,
parasitemia) fueron colectados a partir de la historia clinica. En el momento del parto
fueron tomadas muestras de sangre periférica materna, sangre de cordon, sangre
placentaria y tejido placentario, a partir de las cuales se obtuvo plasma. El diagnostico fue
realizado mediante gota gruesa y PCR en tiempo real mdltiple. La expresion de
citoquinas pro-inflamatorias (TNFa, IFNy, IL1B, IL17)/anti-inflamatorias (IL4, IL6, IL10,
TGF-B) y quemoquinas (MIP1, MCP1, IL8) fueron medidas por PCR en tiempo real y los
niveles plasmaticos de las mismas por ELISA multiplex. Para caracterizar los cambios en
el tejido placentario (infiltrado celular, parasitos, hemozoina, entre otros) se realizé
histopatologia y la identificacion en la placenta de monocitos-macrofagos y células
asesinas naturales (NK) se realizé por inmunohistoquimica. En las variables
epidemioldgicas y clinicas no se encontrd ninguna diferencia entre los tres grupos excepto
en la edad gestacional. Las placentas de ambos grupos presentaron cambios
histopatolégicos como Vvillitis crénica, depédsitos de fibrina, inflamacién en el espacio
intervelloso y hemozoina. Se encontr6 modulacion en la expresion, hacia las citoguinas
pro-inflamatorias en la placenta para ambos grupos. En las anti-inflamatorias se
encontraron incrementadas la TGFB en sangre materna y la IL10 en el corddn en el grupo
MGP-, mientras que en para MGP+ no fue observado ningin cambio. En el grupo MGP-,
se encontré aumento de las quemoquinas IL8, MIP1 y MCP1 en la placenta y en el grupo
MGP+ también mostré aumento la MCP1 en la placenta. Los niveles plasmaéaticos
mostraron cambios solamente en el grupo de MGP+ para la IL1B en la placenta y para la
IL10 en todas las muestras. En P. vivax se encontraron elevadas todas las citoquinas pro-
inflamatorias estudiadas, mientras que en P. falciparum solo IFNy. Se encontrd
correlacion entre la inflamacion y la expresion de MCP1 en placenta para ambas
especies de Plasmodium. En conclusion, existe una modulacion de la respuesta inmune
local, no sistémica, hacia citoquinas pro-inflamatorias, en placentas con cambios
histopatolégicos tanto con infeccion activa como con infeccion pasada, para ambas
especies de Plasmodium. Estos hallazgos evidencian que la malaria gestacional por P.
vivax se comporta de manera similar a la de P. falciparum sugiriendo alteraciones en la
materna y el producto de la gestacion en la poblacion estudiada.
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SUMMARY

Malaria during pregnancy is a leading cause of maternal and infant morbidity, due to
mother’s anemia, early birth and low birth weight. During gestation, the immune system of
the mother undergoes modulation in order to adapt to the fetal implantation, resulting in a
cytokine driven anti-inflammatory status. Therefore, production of pro-inflammatory
cytokines might harm the mother and fetus. In Latin America, few studies addressed the
subject of the immune response during gestational malaria, this is more notorious in P.
vivax infection. The aim of the current study was to establish the effect of P. vivax and P.
falciparum infection in the balance of pro- versus anti- inflammatory cytokines and
chemokines, and their relationship with some clinical and epidemiology outcomes. To this
end, 87 pregnant women inhabitants in Uraba-South Cordoba, were recruited after inform
consent was obtained. Out of these, 28 subjects were included at delivery (MGP+), 14 had
history of gestational malaria (MGP-) and 45 had no exposition to infection throughout the
pregnancy. Epidemiology and clinical data (age, gestational age, number of previous
pregnancies, newborn’s weight, mother’s hemoglobin and parasitaemia) were recorded
after reviewing the clinical records. At delivery, whole blood and plasma from the mother,
placenta and cord, as well as placental tissue, were collected. Diagnosis of infection was
performed by thick smear and real time PCR. Pro-inflammatory ((TNFa, IFNy, IL1B,
IL17)/anti-inflammatory (IL4, IL6, IL10, TGF-B) cytokines and chemokines were measured
by real time PCR and plasma level of them were assessed by multiplex ELISA. In order to
characterize the changes on placental tissue (cell infiltrates, parasites, hemozoin, among
other), histopathology analysis was performed and identification of the monocytes and NK
cell infiltrates was carried out by immunohistochemistry. The clinical and epidemiology
variables explored were similar in the three groups with exception of the gestational age.
Placentas from the infected groups evidenced histopathology changes including chronic
villitis, fibrin deposition, intervillous inflammation, and hemozoin deposition. Cytokine
expression showed a bias towards a pro-inflammatory status in both groups. Anti-
inflammation was evident in the MGP-, but not in the MGP+, group by the rise in mother of
TGFB, and in cord of IL-10. In addition, in the MGP- group, the chemokines IL8, MIP1 and
MCP1 were high in placenta, while in the group MGP+ only MCP1 was observed high in
this compartment. Plasma evaluation confirmed changes in the MGP+ for IL1f in placenta
and for IL10 in all the compartments. In P. vivax cases, all pro-inflammatory cytokines
were detected high whilst in P. falciparum cases, only IFNy was found high. Inflammation
correlated with expression of MCP1 in placentas in both Plasmodium species. In
conclusion, modulation of the local, but not the systemic immune, response was observed,
with a bias towards pro-inflammatory cytokines in placentas with histopathology changes,
regardless of the species and the time of infection. These findings provide evidence for an
effect in the mother and fetus of P. vivax similar to the observed in P. falciparum infection,
in the population studied.
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CAPITULO 1.

EL PROBLEMA DE LA MALARIA GESTACIONAL Y PLACENTARIA
EN EL MUNDO Y EN COLOMBIA.
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1.1 EPIDEMIOLOGIA

La malaria es una enfermedad que representa una amenaza para la vida humana
no solo por la alta morbilidad y mortalidad, sino porque también genera un gran
impacto socio-econdmico en los paises sub-tropicales y tropicales donde la
enfermedad es altamente endémica (1). Ademas, es considerada una enfermedad
re-emergente en diversas areas del mundo, donde se pensaba inicialmente
eliminada después de la década de los 60’s (2, 3).

Esta enfermedad, es causada por parasitos protozoarios del género Plasmodium
del cual existen cinco especies que infectan al hombre: P. knowlesi, P. ovale, P.
malariae, P. falciparum y P. vivax, siendo las dos dltimas las que causan la mayor
proporcion de casos en el mundo, pero P. falciparum tiene mayor relevancia
debido a suamplia distribucidn, gran virulencia y mortalidad (3).

Los diferentes patrones de transmision de la malaria en el tiempo, asi como su
intensidad, determinan los términos utilizados para describir la endemicidad de
una regién. En primer lugar, un patron de transmision estable indica que la
malaria se puede contraer a lo largo de todo el afio, mientras que un patrén
inestable que se presenta de manera estacional. En cuanto a la intensidad de
transmision, un area geografica se clasifica como Holo-endémica, Hiper-
endémica, Meso-endémica o Hipo-endémica, dependiendo del porcentaje de
nifios entre 2-9 que presenten esplenomegalia.

En Colombia, la malaria tiene un patron de transmisién estable, con
intensificacion durante los periodos de lluvias y no hay estudios que definan la
presencia de esplenomegalia. Por lo tanto, segun la Organizaciéon Mundial de la
Salud, se considera como un pais de alto riesgo de transmision ya que presenta
un indice parasitario anual >10 por 1.000 habitantes (4).

Se estima que en 2008 hubo 243 millones de casos de malaria en todo el mundo.
La gran mayoria de ellos, 85%, se reportaron en Africa, los restante provienen
principalmente de Asia y América. En este ultimo continente, Latinoameérica es la
mas afectada, con aproximadamente un 50% de su poblacion total (225 millones)
viviendo bajo algun riesgo de transmisién de malaria (5) y reportes anuales de al
menos un millén de casos principalmente de P. vivax (55%) (6).

En Colombia, aproximadamente el 85% del territorio presenta condiciones
ecolégicas para la transmisién de malaria. Segun los informes epidemiolégicos
del SIVIGILA correspondientes a la malaria en 2010 y 2011, cerca del 60% de la
malaria del pais se concentra en la region delimitada por el Norte de Antioquia y el
Sur de Cordoba denominada Region Uraba - Bajo Cauca - Alto Sinu (Figura 1.1).
En el afio 2010 el pais reportdé 116.726 casos de malaria, mientras que en 2011 el
reporte se redujo a 65.172 casos.
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De acuerdo con el reporte del ultimo periodo epidemiolégico del afio 2011 de la
Secretaria de Desarrollo Departamental de Cérdoba, se presentaron 9.352 casos,
de los cuales 1.275 fueron por P. falciparum, 8.021 por P. vivax y 56 por malaria
mixta. Adicionalmente, los cuatro municipios que reportaron el mayor niumero de
casos fueron: Tierralta con 3.002 (342 P. falciparum/2.637 P. vivax), Montelibano
con 2.503 (310 P. falciparum/2.181 P.vivax) ; Puerto Libertador con 2.421 casos (
463 P. falciparum/1943 P.vivax) y Valencia con 625 (76 P. falciparum/543 P.
vivax)(7).
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Figura 1.1 Distribucion territorial de la malaria en Colombia. Cada circulo representa la frecuencia
de casos reportados en cada localidad. Se aprecia el marcado predominio de la infeccion por P.
vivax en la regiones que reportan el mayor nimero de casos de malaria en el pais. Fuente: Boletin
Epidemiologico Semanal, SIVIGILA, Colombia, 2011

29



En el pais no se tiene informacion oficial acerca de la poblacién de embarazadas
afectada por la infeccion. A nivel mundial se conoce que cada afio, 25-30 millones
de mujeres embarazadas estan expuestas a malaria en las areas endémicas (8),
esto ocurre principalmente en Africa, en donde el problema de la malaria
gestacional es ampliamente conocido v documentado. Pocos estudios en América
Latina (3), Tailandia (4) e India (5) confirman que P. vivax, puede producir
malaria gestacional con efectos como anemia, bajo peso al nacer y pérdida fetal.

Sin embargo, estos estudios soélo proporcionan informacién parcial sobre los
aspectos epidemioldgicos y clinicos de la infeccion durante el embarazo. Sin
embargo, el problema parece no estar delimitado a las zonas hiperendémicas, ya
que en regiones de baja o inestable transmisién se ha confirmado la existencia de
parasitemia asintomatica, infeccidén placentaria, anemia, bajo peso al nacer, parto
pre término y mortinatos. Estos estudios muestran que la prevalencia de la
parasitemia periférica y placentaria en areas africanas de baja transmision fue de
13.7 y 6.7% respectivamente, mientras que en areas de baja transmision fuera de
Africa fue de 6.2 y 9.6% respectivamente (9).

A nivel de América Latina, los pocos reportes evidencian que la malaria
gestacional cursa con alteraciones clinicas o de laboratorio y que prevalecen las
complicaciones por P. falciparum (10). En un estudio realizado en el hospital de
Managua, Nicaragua, se encontr6 que la anemia fue la complicacibn mas
frecuente y 30% de las pacientes con anemia presentaron otras complicaciones
graves, el 83% de estas gestantes presentaron infeccién por P. vivax (11).

Un numero mucho menor de estudios provienen de Colombia. En Turbo, regién de
Uraba, en 1986, se presentd una tasa de incidencia de malaria gestacional (MG)
9% y de malaria congénita (MC) de 0,85%. En el Bajo Cauca antioquefio se
observaron 40 casos de MG entre 1992 y 1994. Mas recientemente, se
identificaron entre los afios 2005 y 2007, 220 casos de malaria gestacional en tres
municipios de Uraba (Necocli, Turbo, Carepa): 76% por P. vivax, 22% por P.
falciparum y 2% de malaria mixta, 5 recién nacidos presentaron malaria congénita
y 3 murieron (10). En relacion con efecto clinicos se encontré que el 27% de las
gestantes tenian anemia (hemoglobina <11g/dL) durante la primera mitad de la
gestacion y 56% en la segunda mitad de la gestacion.

1.2 FISIOPATOLOGIA

Las manifestaciones clinicas de la malaria estdn asociadas con la ruptura de los
glébulos rojos infectados en la circulacion periférica. En mujeres gestantes, se ha
descrito que los eritrocitos infectados por P. falciparum pueden adherirse a
receptores en las células placentarias.

30



La patogéenesis de la malaria gestacional por P. falciparum es la mas estudiada.
Tanto en la poblacion general como en gestantes, se sabe que la presentacion
clinica es ampliamente variable y que la gravedad de la infeccion es multifactorial.
Las altas cargas de parasitos combinadas con la habilidad Unica de los eritrocitos
infectados para adherirse a las paredes del endotelio contribuyen a la oclusién de
la microvasculatura y al deterioro metabdlico como consecuencia de la acidosis;
todo esto conduce a las manifestaciones clinicas de la malaria grave (sindrome de
distrés respiratorio agudo, insuficiencia renal y malaria cerebral). Ademas, una
importante respuesta de citoquinas, como consecuencia de las proteinas liberadas
por el parasito durante la ruptura de los esquizontes, puede contribuir a una
respuesta clinica adversa (12, 13).

Ocasionalmente, en la literatura se pueden encontrar reportes aislados que
demuestran que P. vivax también puede llegar a producir malaria grave con
complicaciones como malaria cerebral, trombocitopenia, coagulacion intravascular
diseminada (CID) y sindrome de distrés respiratorio agudo (ARDS) (14).

Adicionalmente, la enfermedad causada por P. vivax es responsable de recaidas
usualmente de 2-5 meses después de la infeccidn, ocasionando una enfermedad
cronica, debilitante y postrante que frecuentemente induce parasitemias
persistentes que afectan al paciente en sus labores, dado que induce hipersomnia,
malestar general, hipodinamia, astenia, hipoxia y anemia crénica. (15).

En las zonas de transmision inestable o de baja transmision, las mujeres
embarazadas tienen un bajo nivel de inmunidad adaptativa especifica, y se puede
presentar malaria grave (16). De manera inversa, en zonas de transmision
estable se observan pocos accesos febriles y pocos casos de malaria grave,
debido a la inmunidad adquirida de las mujeres embarazadas (17).

La anemia asociada a la malaria es mas comun en primigravidas que en
multigravidas. Las primeras se encuentran en por lo menos un 1,5 mas de riesgo
de anemia grave (Hb <8 g / dL) que las segundas. Teniendo en cuenta que un
cuarto de todos los embarazos en los paises en desarrollo son en primigestantes,
esto equivale a un riesgo atribuible poblacional de 12,1% de la anemia grave por
malaria en esa poblaciéon (95% IC, 8,7 a 15,4). Lo que concuerda con lo reportado
en Africa, en donde la prevalencia de anemia grave se redujo de 24,2% a 12,1%,
después de un solo tratamiento con antipaludicos (18), mientras que la profilaxis
aumento los niveles medios de hemoglobina en 3,5 g/dL (19) en Gambia yen 2,4
g/dL en Tailandia (20).

En las zonas rurales de Malawi, holoendémicas para malaria, el 14,6% de anemia
grave se asocio a parasitemia en primigravidas (21). En la India, P. vivax ha sido
reportado como la especie mas comun en mujeres embarazadas, y la gravedad de
la infeccion y la prevalencia de anemia es mas frecuente en mujeres
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embarazadas en comparacion con mujeres no embarazadas (Sholapurkar, Gupta
etal. 1988; Singh, Shukla et al. 1999).

Como se ha mencionado anteriormente, la malaria gestacional se asocia a alta
frecuencia de aborto. Este efecto es marcado en zonas de transmision inestable.
Adicionalmente, las primigestantes estan mas expuestas a las infecciones
palidicas por P. falciparum y las multigestantes a las infecciones por P. vivax
(22).

En todas las regiones paltudicas la malaria durante el embarazo se acompafia de
una importante reduccion del peso al nacer (<2.500g) (BPN) ya sea por
prematurez o por retardo del crecimiento intrauterino secundario a la infeccién
palidica placentaria (23). Este problema se observa con P. falciparum y con P.
vivax producen bajo peso al nacer, aunque en casos de P. falciparum y en zonas
de transmision inestable es mayor (22).

En aquellos casos en los que el parasito logra pasar la barrera placentaria, puede
ocurrir infeccion congénita. Se han reportado alrededor de un 5% de infecciones
congénitas por Plasmodium, basadas en diagndstico por microscopia (24, 25),
pero se aumenta a 33% cuando el diagnostico se hace por técnicas moleculares
(26).

Esta forma de transmisién se presenta entre 0,3 a 3,6% en hijos de mujeres con
malaria gestacional residentes en zona de alta endemicidad y en un 10% en zonas
de baja endemicidad. La presentacién clinica varia desde casos asintomaticos sin
gravedad (lo mas frecuente) hasta casos que simulan los cuadros sépticos
observados en el TORCH, con irritabilidad, fiebre, hepatomegalia, esple nomegalia
e ictericia (27).

Los efectos de la malaria gestacional parecen no finalizar una vez ocurre el
nacimiento. El bajo peso al nacer constituye un factor de riesgo de morbi-
mortalidad en el periodo neonatal y post neonatal. El retardo de crecimiento
intrauterino se acomparia de un déficit de la inmunidad celular del nifio y lo expone
a diversos riesgos infecciosos de la nifiez, particularmente al paludismo (28).

Adicionalmente, diversos estudios han demostrado una asociacion entre anemia
materna y el riesgo de morir del nifio antes del primer afio de edad y entre
infeccion placentaria y anemia durante los primeros 6 meses (29, 30).

1.2.1 Secuestro de Plasmodium en la placenta

La placenta por la cara materna esta formada por parte de la mucosa materna y
dividida en I6bulos o cotiledones por una serie de surcos profundos. La placenta
humana es de tipo vellosa, hemocorial y corialantoidea, ya que las vellosidades
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placentarias se bafian de sangre materna y esta recorrida por vasos cuyo origen
es la circulacion alantoidea fetal.

Los intercambios a través de la placenta se realizan principalmente por difusion
simple (gases y agua), difusién facilitada (la glucosa), transporte activo (hierro,
vitamina B12, etc.) y selectivo (por ejemplo el transporte de lipidos por vesiculas
de pinocitosis) (31).

Los eventos y mecanismos que explican el fendbmeno de los eritrocitos parasitados
en la placenta han sido asociados con el aumento de la citoadherencia al tejido
placentario, de ciertas poblaciones parasitarias. En un modelo propuesto por Fried
& Duffy, se explican a nivel molecular, los fendmenos de secuestro de parasitos en
la placenta y la susceptibilidad particular de las primigestantes, en comparacion
con las multigestantes. El modelo se basa en la expresion de receptores de
subpoblaciones parasitarias en el lecho vascular placentario, que normalmente no
son expresados en otros sitios de la circulacion periférica. Asi, las primigestantes,
no poseen inmunidad contra epitopes especificos de receptores placentarios y
solo el contacto y la inmunidad desarrollados contra aquellos después de la
primera gestacion, brindan la posibilidad de tener algun grado de inmunidad
durante futuras gestaciones (32).

Entre las moléculas candidatas para explicar el fendbmeno de adherencia y
secuestro placentarios se propone el condroitin sulfato A (CSA) (33). En gestantes
expuestas en Asia y Africa se ha confirmado la presencia de anticuerpos contra
CSA capaces de inhibir la adhesién de glébulos rojos parasitados (34) (35).

La proteina de Plasmodium responsable de esa unién a CSA se ha identificado
como P. falciparum erythrocyte membrane protein 1 (PfEMP1). Esta proteina hace
su aparicion en la membrana de eritrocitos infectados desde las fases tempranas
del desarrollo y alcanza el maximo de expresion a medida que el parasito madura.
Los parasitos de la malaria poseen multiples formas del gen que codifica PIEMP1.

Ya que el gen pertenece a la familia var, tiene el potencial de alterar el fenotipo y
las propiedades de adherencia del parasito (36). Nunes y Scherf en 2007,
propusieron que la produccién alterada de hormonas y citoquinas podria influir en
la activacion de los genes var del parasito (Nunes 2007).

Adicionalmente, en placenta, los parasitos también pueden unirse al
glicosaminoglicano acido hialurénico (AH) (37). Mas aun, la presencia de
citoquinas proinflamatorias (tal y como ocurre en la placenta infectada) aumenta la
expresion de AH en las células endoteliales de la microvasculatura. En conjunto,
estos hallazgos confirman que los parasitos alojados en la placenta expresan
antigenos exclusivos que les permite adherirse al endotelio de este tejido
mediante CSA y AH y que son diferentes de los expresados por parasitos alojados
en otros tejidos del hospedero (38). En la placenta, los trofozoitos y los
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esquizontes parecen adherirse al endotelio, en contraste con otros 6rganos donde
solamente se adhieren esquizontes (39).

En América las mujeres embarazadas estan a mayor riesgos de contraer P. vivax.
Estudios de Brasil muestran que la proporcién de P. falciparum: P. vivax fue 1:5.6
en un grupo de mujeres embarazadas no infectadas y de 1:2.3 en mujeres
embarazadas infectadas. Otros autores reportaron citoadherencia de trofozoitos
maduros y esquizontes jovenes de P. vivax a células placentarias in vitro(40).
Ademas, se sugiere que infecciones Unicas por P. vivax detectadas solo en sangre
periférica materna, se asocian con BPN y anemia materna, al parecer estos
efectos son menos graves que los causados por P. falciparum (9, 16).

En la cara materna de la placenta es frecuente observar depdsitos de pigmento
malarico o hemozoina, fendbmeno que es mas frecuente por P. falciparum que por
P. vivax. La hemozoina se ha detectado en forma libre en el espacio inter-velloso
o0 unida a depdsitos de fibrina alrededor de las vellosidades placentarias y su
presencia ha sido de utilidad para categorizar el tiempo y la intensidad de la
infeccion placentaria (37) . La mayoria de los investigadores coinciden en que los
productos derivados de los parasitos no se acumulan en las estructuras fetales
(41).

El hallazgo mas significativo a nivel placentario durante la infeccion malérica activa
es el infiltrado en el espacio inter-velloso de células inflamatorias, en su mayoria
mononucleares (42, 43). Este infiltrado inflamatorio puede ser prominente dando
origen a una intervellositis masiva crdnica, la cual se ha asociado con falta en el
tratamiento de la infeccion malarica.

1.2.2 Desarrollo de la inmunidad adaptativa durante la malaria gestacional y
placentaria.

La respuesta inmune contra las infecciones naturales por malaria, es compleja y
varia con el grado de endemicidad, ciertos rasgos genéticos, la edad del
hospedero, el estadio y la especie del parasito. La exposicién continua a las
infecciones repetidas es necesaria para que se logre una inmunidad clinica. Sin
embargo, los individuos que viven en areas hiperendémicas, rara vez desarrollan
una inmunidad estéril y usualmente persiste la baja parasitemia sin sintomas
aparentes. Adicionalmente, esta inmunidad no es sostenida en el tiempo y
depende de repetidas exposiciones a la infeccién (44).

Durante el embarazo, Las tres brazos de la respuesta inmune: innata, humoral y
celular, interactian en la proteccion con Plasmodium. Las células dendriticas, los
macroéfagos, las células natural killer (NK), las células T NK, y las células T y-3
ayudan a dar forma a la naturaleza de la respuesta inmune adaptativa a la malaria.
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La produccion temprana de citoquinas inmunorreguladoras por estas células y -en
el caso de las células dendriticas- la presentacion de antigenos, son
probablemente los factores determinantes de la respuesta a la infeccion. En la
placenta, los macrofagos ayudan a la eliminacién del parasito por fagocitosis y la
liberacién de reactivos intermediarios de oxigeno, asi como mediante la induccion
de la respuesta innata mediada por las citoquinas. Los eritrocitos infectados
activan a las células NK, se inicia la produccion de Interferén-y (IFNy) y se activan
células dendriticas a través de CD36, modulando sus funciones (45).

Por otra parte, P. falciparum altera la presentacion cruzada por las células
dendriticas y la respuesta antiviral mediante la interaccion con receptores Toll-like
(TLR) (46). Los estudios en seres humanos son escasos, pero en modelos
murinos, las células T NK1.1 protegen ratones atimicos contra las infecciones con
estadios sanguineos y la respuesta de células NK CD1d restringidas mejoran la
respuesta de expansion de los clonos de células B y la producciéon de anticuerpos
en ratones expuestos a la malaria (47).

Parasitos asexuados de P. falciparum son reconocidos por células innatas a través
de los TLR. Curiosamente, los polimorfismos en TLR4 y TLR9 se han asociado
con un bajo peso al nacer, y, en mujeres con infeccion placentaria cronica, el
polimorfismo de TLR4 se asoci6 con la restriccion del crecimiento fetal y anemia
materna (48).

Las importantes funciones inmunorreguladoras que estos tipos de células tienen
en la inmunidad de la malaria en modelos animales, y en los pocos estudios en
humanos, determinan su papel en la malaria placentaria. Un primer estudio no
encontré células NK en el espacio intervelloso de placentas infectadas de malaria,
(43), mientras que uno en el 2007, mostré que las células NK estdn aumentadas
en la sangre de la placenta con malaria. Células NK de sangre periférica de
primigestantes tienen citotoxicidad reducida contra eritrocitos infectados, en
comparacion con las células NK de multigravidas y no embarazadas.

En la actualidad, no se sabe si los eritrocitos infectados que expresan antigenos
var de superficie particularmente asociados con el embarazo, presentan
interacciones similares con células dendriticas o células NK como las descritas
arriba y no hay estudios que hayan informado de la presencia o las caracteristicas
de las células dendriticas, las células T NK, o las células T y—3 en la malaria

placentaria (49).

Muchos investigadores han sugerido que la supresion de la respuesta inmune
mediada por células en mujeres embarazadas explica la mayor susceptibilidad a
enfermedad grave, sin embargo, los datos que apoyan esta conclusion son
escasos. Los primeros estudios encontraron que en la respuesta in vitro de células
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T contra los antigenos de malaria fueron menores en las mujeres embarazadas,
especialmente primigestantes, que no gestantes (50).

La disminucidon de las respuestas proliferativas de las células T podria ser causada
por la ausencia de células T circulantes en la sangre periférica y no por
inmunosupresiéon. No es claro como las respuestas antimalaricas de las células T
cambian durante el curso de cada embarazo v cOmo se relacionan con los
resultados del embarazo. Fievet et al.,(51) estudiaron mujeres durante el primer
embarazo, después del parto, y en el sequndo embarazo. En conjunto, las
respuestas de interleuauina (IL) -2 contra antioenos especificos e inespecfficos de
malaria fueron suprimidas, pero sorprendentemente la proliferacién in vitro no.

Las respuestas de IL-4 e IFNy o bien no se afectaron o mejoraron. Del mismo
modo, en un estudio longitudinal de mujeres embarazadas, ni la respuesta de
IFNy, ni la de IL-5 fueron suprimidas en mujeres primigravidas o multigravidas
durante el embarazo (Megnekou R et al, Universidad de Yaoundé, Camerun,
comunicacién personal) (49).

La base molecular para la malaria placentaria es el secuestro de eritrocitos
infectados con P. falciparum expresando la proteina PfEMP1, (52) (53). En la
placenta, los eritrocitos infectados con P. falciparum se acumulan en el espacio
intervelloso. Tanto los trofozoitos como los esquizontes se adhieren al endotelio
placentario en contraste con otros 6rganos en donde solamente se adhieren los
esquizontes. Sin embargo, no es claro como el secuestro de eritrocitos infectados
con P. falciparum en la placenta resulta en bajo peso al nacer, aunque la
infiltracién de monocitos en la placenta ha sido identificada como un importante
predictor de infantes con bajo peso al nacer (54-57).

Asi pues, la respuesta inflamatoria en la placenta, como un resultado de la
infeccibn en malaria puede ser importante para el crecimiento intrauterino.
Adicionalmente, los parasitos alojados en la placenta expresan antigenos
exclusivos que les permite adherirse al endotelio de este tejido mediante CSA y
AH y que son diferentes de los expresados por parasitos alojados en otros tejidos
del hospedero. Por lo tanto, se requiere de una forma especifica de inmunidad
para que exista proteccién contra esas poblaciones parasitarias adheridas a la
placenta. Esta via de adquisicion de inmunidad y los posibles mecanismos
involucrados se encuentran esquematizados en la figura 1.2 (38).

No solo la placenta se afecta desde el punto de vista inmune durante la infeccién
malaria, el neonato también puede verse afectado por esta. Diferentes estudios
han reportado que los antigenos solubles del parasito pueden atravesar la
placenta (58) (59). Un estudio en Malawi encontr6 que la infeccion placentaria de
malaria estuvo asociada con menor mortalidad perinatal entre infantes con peso
normal al nacimiento (>25009) (OR: 0.35, 95%, C1:014, 0.42) (60). Mientras que en
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Camerun, en muestras de sangre de corddn umbilical de 164 recién nacidos, se
encontré una reduccion en la secrecion de las células T de IFN-y después de la
exposicion a antigenos de malaria, pero iguales niveles de IL-2 e IL-4 (51). El
mismo estudio encontré un riesgo incrementado en los nifios de tener parasitos en
la sangre si la placenta era portadora de parasitos (28). De manera similar, en
Tanzania, se encontr6 que nifios nacidos de mujeres multigravidas con malaria
placentaria, tuvieron un mayor riesgo de parasitemia comparado con multigravidas
sin ella, pero no encontr6 diferencia en nifios nacidos de primigravidas o
secundigravidas (30).

MALARIA PLACENTARIA/RECONOCIMIENTO DE ANTIGENOS

Pf EMP1 DBL-Y
CSA

CELULAS PRESENTADORAS DE ANTIGENO
GLUCOCORTICOIDES GLUCOCORTICOIDES
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Figura 1.2 Mecanismos placentarios de adhesion, supresién y eliminacion parasitaria. PfEMP, P.
falciparum proteina de membrana del eritrocito; DBLy, Duffy binding like domain-y; CSA, Condroitin
sulfato A; NK, asesinas naturales; IFNy, Interferén gamma; TGF-B, Transforming growth factor
beta; THO, precursor de células T ayudadoras, Th célula T ayudadora; IL interleuquina

Fuente: Brabin B. J., et al., 2004.

Los mecanismos inmunoldgicos que confieren la relativa inhabilidad para controlar
la malaria en nifios nacidos de madres con malaria placentaria no estan
completamente entendidos. Un estudio en Gambia encontré que la funcion de las
células presentadoras de antigeno (APC) era pobre en infantes nacidos de madres
con infeccion malarica placentaria. Mientras que en Kenya se encontr6 que fue
mas probable que los neonatos tuvieran una respuesta Th2 contra los antigenos
de malaria si eran hijos de madres multigravidas comparado con primi 0
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secundigravidas, y los autores sugieren que la supresion activa o la anergia de las
células T contra antigenos especificos de la malaria fue desarrollada en algunos
neonatos (61). La inhibicion de la coestimulacion por células dendriticas ha sido
encontrada en un estudio realizado por Urban et al., e insuficientes sefales
coestimuladoras para las células T neonatales de APC inmaduras han sido
también descritas (62).

Durante el embarazo, el sistema inmune materno se adapta para aceptar el
implante fetal, pero al mismo tiempo manteniendo inalterada la defensa del
hospedero contra otros antigenos. Por lo tanto, el embarazo se caracteriza por el
predominio de citoquinas de tipo Th2 en la interfase feto-placentaria. El papel de
estas citoquinas es disminuir la produccién de citoquinas tipo Thl que pueden ser
nocivas para el feto (63). De este modo, la inmunidad contra la malaria adquirida
previamente por la madre como consecuencia de la exposicidén natural, se puede
ver afectada por algun grado de inmunomodulacion que ocurre durante la
gravidez.

Como se ha mencionado, la malaria placentaria resulta en la acumulacion de
células inflamatorias, particularmente macr6fagos y monocitos, en el espacio
intervelloso de este érgano. Como consecuencia, tanto la morfologia trofoblastica
como la produccion de citoquinas placentarias estan afectadas (43). Alrededor del
25% de las madres infectadas con malaria, tienen infiltrados placentarios de
monocitos en el momento del parto y estos monocitos parecen ser la fuente
citoquinas proinflamatorias que se han asociado con bajo peso al nacer.

Las citoquinas mas estudiadas son TNFa, IFNy e IL 10, sin embargo, existen otras
citoquinas y quemoquinas que han sido menos estudiadas pero se ha
demostrado su importancia (16, 38, 55, 56, 64, 65). Estudios focalizados en
citoquinas tanto de tipo Thl como Th2 y quemoquinas, han encontrado que la
alteracion de estas moléculas pueden estar involucradas en la patogénesis de la
malaria gestacional y placentaria, asocidndolas con bajo peso al nacer, retardo en
el crecimiento intrauterino, parto pretérmino, moduladores para citoaherencia,
entre otras (Tabla 1.1).
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Tabla 1.1 Efecto sobre la placenta y el feto de diferentes citoquinas y
guemoquinas en la malaria gestacional y placentaria.

CITOQUINA/QUEM OQUINA} EFECTO EN MALARIA GESTACIONAL AUTOR
Asociado a bajo peso al nacer. Nosten et al., 2004
TNF-a Retardo en crecimiento intrauterino Mormann A. etal ., 1999
Parto pretérmino Menendez C., et al., 2000
Modulacién in vitro de la adherencia Mormann A. etal., 1999
IL-10 Util como marcador de malaria placentaria Kabyemela E., 2008
Disminuye respuesta inflamatoria Dioufl., etal., 2007
TGF-B Inhibidor de inflamacidén Brabin Bl,etal., 2004
Parto pretérmino Mormann A. etal., 1999
IL-1p In vitro inhibe absorcidon de aminoacidos Thongsong, 2005
IL.-4 Determinacién de Th2 Achidi EA,, etal, 2007
IL-6 Parto pretérmino Brabin BJ, 1983;
Menendez C,, et al., 2000
Estimula citoadherencia (¢?) Lucchi N., etal., 2008
MIP-1B Pueden estar involucradas en el reclutamiento de monocitos en IVS. Lucchi N,, etal ., 2008
Bajo peso al nacer/infiltracién de monocitos en la placenta. Abrams E., etal., 2003
Correlacionados con monocitos en el espacio intervelloso placentario. Abrams E., etal., 2003
MCP-1 (CCL2) — - - -
infiltracién (> densidad) de monocitos en la placenta. Abrams E., etal ., 2003
Retardo en el crecimiento intrauterino. Mormann A, etal ., 1999
Parto pretérmino. Rogerson S., etal, 2007
Mormann A, et al., 1999
IL-8 Implicada en la adhesién de monocitos. Abrams E., etal., 2003
Aumentada en la infiltracién de monocitos en la placenta. Abrams E., etal., 2003
En plasma: bajo peso al nacer. Abrams E., etal ., 2003

El proceso antiinflamatorio normal que ocurre en la placenta no infectada es
mediado por el aumento en la produccién de citoquinas como la IL-10 y TGF, las
cuales probablemente son responsables de la supresion de la respuesta inmune
mediada por células necesaria para controlar los sintomas y eliminar el parasito
durante la infeccion malarica (66). La infeccién placentaria por parasitos de
malaria resulta en una pérdida del balance de la respuesta inmune con mayor
produccién de citoquinas como TNFa e IFNy, las cuales han sido directamente
involucradas en el dafio del trofoblasto velloso (34).

La importancia de las citoquinas en la mediacion de los efectos observados
durante la malaria en el embarazo es consistente con la observacion de que en las
infecciones por P. vivax también se observa morbimortalidad materna y fetal, ya

que las infecciones por esta especie, a diferencia de P. falciparum, pueden cursar
con niveles mas altos de TNFa (38).

Diversos estudios se han aproximado a la identificacion de las caracteristicas de la
respuesta inmune en placentas de madres infectadas con malaria. Moormann et
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al., confirmaron que la expresion de citoquinas pro-inflamatorias en la placenta y
por mononucleares obtenidos de ella, es marcada en mujeres infectadas con
malaria durante la gestacion. Sus hallazgos se fundamentaron en el analisis de
RNA mensajero especifico de las citoquinas Thl: IL-1B8, IL-8, y TNFa con
disminucion de las citoquinas Th2: IL-6 y TGF (64). Adicionalmente, otros autores
han confirmado la co-localizacion de macréfagos productores de citoquinas pro-
inflamatorias mediante técnicas de inmuno-histoquimica (Figura 14) (56). La IL-10
en un estudio realizado por Kabyemela et al en el 2008, la considera como un
marcador de inflamacion en la malaria placentaria (67).

Un estudio realizado por Thongsong et al, en el 2005, encontré que la IL-1p, que
esta incrementada en malaria placentaria, inhibe la absorciéon de aminoacidos de
la linea celular BeWo dependiendo de la dosis. Este resultado puede sugerir que
esta citoquina esté involucrada en la disminucién de las concentraciones fetales
de aminoacidos en fetos con restriccion de crecimiento fetal, y que esta ultima esta
asociada con defectos en la activacion de los mecanismos de transporte en el
sincitiotrofoblasto.

En conclusion, la adquisicion de la inmunidad especifica contra la malaria en
casos de infeccion materna y placentaria, es un proceso en el que mdiltiples
factores son determinantes: desde el nivel de endemicidad hasta las condiciones
particulares del ambiente placentario en que detecta el parasito. EI conocimiento
cientifico existente firmemente apoya marcadas respuestas inmunes en los casos
de infeccion por P. falciparum, sin embargo en P. vivax, este conocimiento es muy
limitado. Finalmente, es claro que gran parte del dafio tisular observado durante la
infeccion placentaria es capaz de desencadenar eventos inmunes con
consecuencias graves sobre la madre y el feto.
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CAPITULO 2.

CARACTERIZACION DEMOGRAFICA Y CLINICA DE LA POB LA(;IC')N DE
GESTANTES EXPUESTAS A MALARIA EN LA REGION URABA- SUR
CORDOBA
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2.1 INTRODUCCION

Las condiciones geograficas y epidemioldgicas de la regién Urab4 — Sur Cordoba,
ubicado en el Noroccidente de Colombia, permite que la endemicidad de la
malaria sea alta en gran parte de sus Municipios. Como se detall6 en el Capitulo 1
de este trabajo, la malaria en esta regidn del pais se caracteriza por ser de alta
endemia, con transmision a todo lo largo del afio (estable) y con aparicion de picos
de mayor frecuencia inmediatamente se inician las lluvias. Los marcados cambios
climéaticos resultantes de los fenémenos de El Nifio y La Nifa, que afectan
particularmente esta regidn del pais, han hecho que la epidemiologia de la malaria
se modifique, pero siempre se diagnostican casos de malaria en cualquier época
del afio (68, 69).

Las cifras oficiales suministradas por la Secretaria de Salud del Departamento de
Cordoba confirman el reporte promedio de 17.983 casos de malaria por afio
durante los ultimos tres afos, de los cuales el 69.3% corresponden a P. vivax y el
30.7% a P. falciparum. Esto significa de la regién reporta en promedio un 27.5%
de los casos de malaria del pais y 19,0% de los casos de P. vivax. Esta situacién
preocupa aun si se tiene en cuenta que la mayor parte de los casos se concentran
en la region sur del Departamento, en donde se pueden encontrar localidades con
altos indices parasitarios anuales (IPA) tan altos como el de Puerto Libertador y
Tierralta (70).

El estado de gravidez ha sido reconocido como un factor de riesgo para malaria
(71, 72). Posiblemente, la malaria, es la enfermedad parasitaria de mas alto riesgo
para la mujer embarazada, la frecuencia y la gravedad de la infeccion han llevado
a que la malaria gestacional sea considerada como uno de los principales
problemas de salud publica en las zonas endémicas (1).

El contexto endémico es un aspecto de gran importancia en la relacion malaria-
embarazo; en areas en donde la transmisién es baja, epidémica e inestable, la
mujer embarazada sin inmunidad previa contra la malaria tiene mayor riesgo de
presentar malaria grave y muerte, abortos espontaneos, muerte fetal, bajo peso al
nacer y parto pretérmino. En areas de endemicidad alta y estable en donde la
embarazada ha adquirido algun grado de inmunidad, los efectos de la infeccion
malarica son menos graves principalmente después de la primera gestacion (9,
72,73).

La prevalencia y la gravedad de la malaria durante la gestacién se han estudiado
en diversos paises de Africa, Latinoamérica, Oceania y Asia (8). Histéricamente
ha sido P. falciparum la especie mas implicada en las complicaciones secundarias
a malaria gestacional. Sin embarago, recientemente, varios, pero pocos, estudios
de regiones con mayor endemicidad para P. vivax como Ameérica Latina (74), y el
Pacifico Sur (75), sugieren que esta especie, puede afectar a la embarazada,
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presentandose anemia, bajo peso al nacer y pérdida fetal, de una manera similar a
como ocurre con P. falciparum.

La paridad también ha sido relacionada con las complicaciones malaricas, la
incidencia de la infeccion placentaria y las complicaciones sobre el producto de la
gestacion (9). Al hecho de la escasez de estudios en malaria gestacional en el
territorio americano, se suma el hecho de las grandes limitaciones en cuanto al
conocimiento epidemioldgico y clinico de esta malaria. Los estudios existentes
proporcionan informacion muy parcial sobre los aspectos epidemiolégicos y
clinicos de la infeccién durante el embarazo.

En la mayoria de los estudios de caracter epidemiol6gico en malaria gestacional,
se observa que las pacientes presentan anemia (9). Carmona et al, en el 2009,
revisaron 7 estudios en América Latina sobre malaria gestacional y congénita, en
donde se evidencian las alteraciones clinicas o de laboratorio y el predominio de
P. falciparum como la especie mas comiunmente implicada en esas
complicaciones (10). Una de las complicaciones mas frecuentemente reportadas
en estos estudios es la anemia materna (hemoglobina menor de 11.0 g/dL),
fendbmeno que se reporta tanto en regiones malaricas estables como inestables.

La malaria en Latinoameérica presenta marcados contrastes epidemiolégicos con la
malaria observada en paises Africanos, y los estudios existentes en malaria
gestacional aportan poco al conocimiento de las variables importantes a tener en
cuenta por las directivas que disefian planes de prevencion e intervencion en este
grupo poblacional particular. Mas aun, debido a la gran gama de riesgo de
transmision existente entre las mismas regiones Colombianas, es prioritario
conocer a nivel local cuales son las caracteristicas clinico epidemioldgicas de las
poblaciones afectadas por malaria gestacional. Este conocimiento permitira
priorizar las medidas de control y vigilancia ya que cada infecciébn malarica tiene
efectos, a corto y largo plazo, en la madre y en el feto.

El propdsito de este estudio fue describir algunas caracteristicas demograficas y
clinicas (edad, paridad, edad gestacional, malarias previas, densidad parasitaria,
hemoglobina de las maternas y el peso del recién nacido), en el momento del
parto de gestantes con diferente historia de malaria durante el presente embarazo
y sin malaria. Asi mismo, con este capitulo se pretende contribuir con ese escaso
conocimiento epidemiolégico y clinico que hay en la malaria en la region de
Cordoba y sirve de marco para la interpretacion de las variables inmunologicas y
fisiopatologicas que se presentan en los siguientes capitulos.

2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Tipo de estudio, poblacion y tamafio de muestra.
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El presente estudio hace parte de un macro proyecto en curso titulado “Malaria
gestacional y placentaria en Uraba antioquefio, 2008-2009” del grupo Salud vy
Comunidad de la Universidad de Antioquia, financiado por Colciencias “Proyecto
Colciencias Cadigo Colciencias 111540820495; Contrato: 238-2007". Este estudio
es de tipo descriptivo, transversal, prospectivo. La poblacion de estudio
correspondi6 a las mujeres embarazadas que acudieron a los diferentes hospitales
de los puntos centinela para el estudio: Turbo, Puerto Libertador, Valencia,
Tierralta y Monteria (Figura 2.1).

Para este trabajo se estudiaron 2 grupos de mujeres embarazadas con malaria. El
primero, denominado Grupo 1, consistio de aquellas gestantes con malaria en el
momento del parto (MGP+), segun la gota gruesa o la PCR en tiempo real
realizadas a partir de la muestra de sangre placentaria o de la sangre periférica
materna, independientemente de la presencia de sintomas-signos clinicos. El
segundo se denomind grupo 2 y estuvo conformado por mujeres con historia de
malaria en la gestacion actual pero sangre placentaria o materna negativa para el
parasito por cualquiera de los métodos antes mencionados (MGP-).

MONTERIA

wsu.sucn‘t,el ,
TIE‘ﬁ_A;I.TA
.
PTO. LIBERTADOR

Figura 2.1. Sitios centinela para la toma de las muestras. Las localidades de Turbo (08°05'N 76°
44'0), Puerto Libertador (07°54'N 75°40'0), Valencia (08°16'N 76°08'0O), Tierralta (08°10'N
76°04'0) y Monteria (08°45'N 75°53'0 ) se sefialan en rojo.

Fuente: Google earth.
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El grupo control estuvo constituido por gestantes sin malaria en el momento del
parto, segun la gota gruesa, la PCR en tiempo real y con historia negativa de
malaria en la presente gestacion.

La experiencia adquirida durante el desarrollo del trabajo de investigacién permitié
evidenciar la escasa probabilidad de obtener sujetos de estudio con malaria en el
momento del parto y el limitado acceso a parto intrahospitalario debido a la
situacion de inestabilidad politica en la regién. Segun esto, solo un muestreo no
probabilistico, por conveniencia, era el Unico que podria ser ejecutado. Por tal
motivo el tamafio de muestra dependié de la frecuencia de pacientes que
cumplieran con los siguientes criterios de selecciéon: para Grupos MGP+ y MGP -,
aceptar participar en el estudio y firmar el consentimiento informado, tener historia
de malaria gestacional en el actual embarazo o en el momento del parto, ser
residente permanente del area de estudio (al menos durante el Ultimo afio), tener
el actual parto intra-hospitalario en cualquiera de los sitios centinela, no tener en el
momento del parto ninguna otra patologia infecciosa (segun historia clinica) y no
presentar fiebre en el momento de la toma de la muestra. El grupo control tuvo los
mismos criterios de inclusién excepto la historia de malaria gestacional en el actual
embarazo o en el momento del parto. El Unico criterio de exclusion fue retiro del
consentimiento informado.

2.2.2 Consideraciones éticas.

El proyecto recibié aval ético del Comité de Etica, del Instituto de Investigaciones
Médicas de la Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia. El proceso de
inclusion y participacion voluntaria de los sujetos se realizé en conformidad con las
pautas nacionales (Resolucion N° 008430 del 4 de Octubre de 1993, Republica de
Colombia, Ministerio de Salud) e internacionales (Declaracion de Helsinki y sus
enmiendas, Asociacion Médica Mundial (WMA), Edimburgo, Escocia, Octubre
2000), segun las cuales se obtendra la firma del consentimiento informado de
todos los participantes, manera de la cual se realizd. La informacion acerca de los
objetivos, riesgos y beneficios del estudio fue explicada a los voluntarios, en forma
clara antes de la firma del consentimiento informado (Anexo 1 y 2).

Una copia firmada de los consentimientos fue conservada por el voluntario y el
original por el investigador. Toda la informacidn colectada de los voluntarios fue
manejada con estricta confidencialidad. Para evitar los riesgos de pérdida de
confidencialidad, en el momento de firmar el consentimiento, a cada voluntario se
le asignd un cbdigo y solo personal autorizado accedié a esta informacion.
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2.2.3 Recoleccion de la informacién clinica.

La informacion se obtuvo mediante revision de la historia clinica perinatal “CLAP”
ylo las historias clinicas de las gestantes archivadas en el hospital o la consulta
externa. Se tomaron datos de las variables: edad de la gestante, edad gestacional,
paridad, hemoglobina de la gestante y peso del recién nacido.

Parto pretérmino se defini6 como cualquier gestacion inferior a 37 semanas de
gestacion. La anemia materna se clasifico como leve con niveles de hemoglobina
(Hb) entre 10.1-10.9g/dL, moderada con Hb 7.1-10.0g/dL y grave si la Hb era
inferior a 7.0g/dL, Finalmente como bajo peso al nacer se considero aquel infante
de menos de 2.500g.

2.2.4 Diagndstico de infecciéon por Plasmodium spp.y densidad parasitaria.

El diagnéstico de infeccion se hizo por dos técnicas: gota gruesa y reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real multiple. Muestras de sangre
materna, de corddn y de placenta fueron recolectadas para tal fin. Inicialmente, en
el campo, se determin6é el nUmero de parasitos por microlitro, en la gota gruesa
tefiida con Giemsa, se realizd un conteo de parasitos en relacion con 200
leucocitos (76).

Para la PCR en tiempo real multiple se aplicoé el protocolo estandarizado en el
grupo Salud y Comunidad de la Universidad de Antioquia y el Laboratorio de la
Doctora Stephanie Yanow, Alberta, Canada. Brevemente, se extrajo el DNA a
partir de sangre almacenada en papel de filtro iniciando con un paso de lisis con
saponina al 10%. Luego de varios lavados, se incubé la muestra con Chelex® y el
ADN extraido se almacend a —20°C hasta el momento de la realizacion del PCR
en tiempo real (77). La PCR en tiempo real se proceso en condiciones universales
(95°C por 15 s, 60°C por 1 min) usando ABI TagMan 7500 (78).

La reaccion se realiz6 con un volumen final de 25uL que contiene 5uL de DNA,
12.5uL de Master mix TagMan universal (Applied Biosystems), primers, y sondas.
La positividad de las muestras fue confirmada con Plasmo 1, un primer especifico
para determinar la especie (Plasmo 2) y un Plasprobe marcado con 6-
carbofluoresceina (FAM) para detectar la regién del gen 18s de Plasmodium que
es conservado para las 4 especies. Las especies de Plasmodium presentes en la
muestra fueron determinadas con primers de Plasmo2 y sondas, ambas
especificas de especie.

La reaccion fue realizada en un tubo con distintos fluoréforos para cada sonda.
Para definir la positividad de las muestras se tomé un punto de corte de 40 ciclos.
En la evaluacién algoritmica también fueron incluidos controles: TE (10 mM Tris-
HCI [pH 8], 1 mM EDTA) como un control negativo y p2-macroglobulin (2 M)
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blanco de amplificacion, como un control positivo de la extraccion para cada
muestra.

La cuantificacion de parasitos por PCR en tiempo real, fue realizada en el
Laboratorio de la Dra. Stephanie Yanow, en Alberta Canadd de acuerdo con
protocolos ya publicados (79).

2.2.5 Anélisis de datos.

Los datos se analizaron utilizando estadistica descriptiva (promedios, desviacion
estandar, maximos y minimos. Para ello se utilizd el programa estadistico SPSS
15.0 y las graficas en el programa Graphpad Prism5.

2.3 RESULTADOS

En este estudio se incluyeron 28 pacientes en el Grupo 1, MGP +, 14 en el Grupo
2, MGP-, y 45 en el grupo control.

2.3.1 Caracterizacion demogréficay clinica.

Se encontré que los promedios de la edad de las gestantes de los tres grupos son
similares sin presentar diferencia significativa, al igual que la paridad. La edad del
grupo MGP+ oscil6 entre 14 y 36 afios, la de MGP- fue entre 14 y 32 afios y la del
grupo control entre 13 y 44 afios. En cuanto al nimero de embarazos previos, en
el grupo MGP+ el 40% de las gestantes fueron primigestantes y el 60%
multigestantes, con un rango de 2 a 7 gestaciones. En el grupo MGP-, el 55.5%
fueron primigravidas y el 44.5% multigravidas y el rango de gestaciones fue de 2 a
7. En el grupo control, el 40% fueron primigravidas y el 60% multigravidas con un
rango entre 2 y 13 gestaciones (Tabla 2.1).

La edad gestacional entre los tres grupos presenta diferencia significativa
(p=0.002), con promedios de 37.5 semanas en MGP+, 39 semanas en MGP- y
39.6 semanas en el grupo control. Cabe anotar que el 13.3% de las gestantes
presentaron parto pre-termino, dos de ellas presentaban infeccion por P.
falciparum y dos por P. vivax.

La hemoglobina no presentd diferencia significativa entre los tres grupos
estudiados, los datos se observan muy variables para los tres grupos. En el grupo
MGP+ se observé un rango de Hb entre 9.1 y 12.6 g/dL, presentandose anemia
leve en el 25% de los casos, y en el 20% anemia moderada. En MGP- se observo
un rango entre 9.0 y 12.7g/dL, el 18.1% de las gestantes presentaron anemia leve
y el 9.1% anemia moderada. En el grupo control (n=45) se observo un rango entre
8.8 y 18.3g/dL, con un 28.8% con anemialeve y17.7 % con anemia moderada.
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No se evidencid bajo peso al nacer en ninguno de los grupos estudiados. En el
grupo MGP+, el peso del recién nacido fue de 2700 a 3900 g; en MGP- de 2950 a
3300 gy enelgrupo control de 1780 a 4400 g.

En este estudio se encontraron 28 gestantes con malaria gestacional, de las
cuales 15 presentaron infeccion por P. vivax y 13 por P. falciparum, evidenciados
por gota gruesa, PCR en tiempo real multiplex. En el tejido placentario el parasito
fue detectado en 9 gestantes, en muestras de sangre periférica en 7 gestantes y
para ambas muestras fue detectado en 10 gestantes.

En cinco muestras de cordon umbilical solo se detectd el parasito por PCR en

tiempo real, tres con P. falciparum y dos con P. vivax.

Tabla 2.1. Caracteristicas socio-demograficas y clinicas estudiadas de los tres
grupos.

) MGP (+) MGP () CONTROL ANOVA
CARACTERISTICA KW
Promedio DE Promedio DE Promedio  DE Valor de P
EDAD (afios) 22,08 5,56 19,30 5,65 23,50 7,93 0,249
PARIDAD 2,60 1,80 2,40 2,27 3,10 2,98 0,652
EDAD GESTAC. (sem.) 37,50 3,22 39,00 0,94 39,60 1,83 0,002
HEMOGLOBINA (g/dL) 10,90 1,13 11,07 1,03 11,08 1,80 0,877
PESO RECIEN NAC. (g) 3.166 310 3.011 175 3.055 603,84 0,392

Por otro lado, en cuanto a la concentracién de DNA parasitario por PCR en tiempo
real (DNA/uL), en la placenta oscil6 entre 0.1 y 298.1 DNA/uL (media: 52.6
DNA/uUL) DNA/uUL para P. vivax y 0.2 y 167 DNA/UL (media: 13.95 DNA/uUL) para P.
falciparum. En sangre periférica entre 6.4 y 2860 DNA/uUL (media:459.28 DNA/uL )
para P. vivax y 0.2- 244.5 DNA/uUL para P. falciparum (media:9.29 DNA/uL). Como
se observa en la gréfica 2.1, se presentd una diferencia significativa entre la
concentracion parasitaria en la placenta y la sangre periférica en las gestantes
infectadas con P. vivax mientras que no se observé en las infectadas con P.
falciparum.
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Grafica 2.1 Diferencias en la concentracion de DNA, de las dos especies de Plasmodium, entre la
placenta y la sangre periférica.

2.4 DISCUSION

En la malaria, como en las demas infecciones, hay factores de riesgo que se
consideran mas asociados o dependientes del parasito, otros del hospedero
humano y otros del entorno en que ocurre la relacion entre ellos. Entre los factores
de riesgo relacionados con el parasito se incluyen la especie, sus variaciones
genéticas y las densidades parasitarias. Los relacionados con el hospedero se
refieren al género y la edad, el estado nutricional y la inmunidad, el oficio, los
antecedentes morbidos y las conductas y comportamientos mientras que los
relacionados con el ambiente social y natural incluyen la zona de residencia, el
clima, la fauna vectorial, el sistema de atencién sanitaria, y los patrones de
produccién y consumo de bienes y servicios (80).

Es importante tener en cuenta que las normas clinicas basadas en la densidad

parasitaria y la sintomatologia deben ser ajustadas de acuerdo con la densidad de
transmision y al &rea geografica especifica (81).
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Diversas investigaciones confirman que las gestantes mas jovenes son quienes
presentan mas frecuencia de malaria gestacional y mayor riesgo de infeccion por
Plasmodium, explicado por la inmunidad adquirida por la edad y la gravidez, que
juegan un papel importante en el control de la infeccion durante el embarazo.

La presente investigacion no encontré diferencias entre las edades de las
gestantes que presentaron infecciéon por P. vivax y P. falciparum y la mayor
frecuencia se presentd en gestantes adultas, podria asumirse como una condicién
propia de las zonas endémicas de América Latina, debido a que se han obtenido
iguales hallazgos en gestantes de areas endémicas de Brasil (82).

La explicacion de estos hallazgos incluiria diversos factores, pero gran parte
podria radicar en el hecho de que la transmision en las Américas es
significativamente menor que la de las regiones Africanas en donde se lleva a
cabo la mayor parte de las investigaciones sobre el tema.

A pesar de que las zonas de estudio son de alta endemicidad en comparacién con
otras regiones dentro del mismo pais, el nivel de transmisién no alcanza niveles
tan altos como para que sea apreciable un efecto marcado del desarrollo de la
inmunidad a medida que las mujeres avanzan en el numero de gestaciones. Otra
posible explicacion podria provenir de la diferencia en la distribucidén de los casos
segun la especie infectante, ya que es conocido que P. falciparum induce mayor
patogenicidad en relaciéon con P. vivax y es esta Ultima la mas prevalente en
nuestro pais.

Finalmente, un elemento que podria estar influenciando esta falta de diferencia en
la afectacion de individuos mas jovenes, podria radicar en el polimorfismo y la
variacion antigénica de las especies que circulan en la regién y que afectan a la
poblacion gestante. Este Ultimo aspecto esta siendo evaluado actualmente en el
proyecto a largo plazo en el que se enmarca el presente trabajo de investigacion.

En zonas de alta transmision de malaria, las mujeres primigravidas tienen mayor
riesgo de infeccion, mientras que en zonas en donde la malaria es epidémica, el
estado de gravidez no es de importancia y menos marcado en zonas de baja
transmision (83, 84). En nuestro estudio, el niUmero de gestaciones previas no
parece ser determinante importante del riesgo de sufrir malaria gestacional.

Estos resultados difieren con los obtenidos en Tailandia e India Central (40,43), en
los que las primigestantes fueron mas susceptibles a la infeccion que las
multigestantes. Sin embargo, nuestros resultados concuerdan con un estudio
realizado por Martinez-Espinosa y col. en 2004 (82), en el que se refiere que no
se encontré relacion entre el estado de gravidez y la especie de Plasmodium.

Por lo tanto se confirma que, en el contexto latinoamericano, la malaria
gestacional se comporta de manera diferente a la de otras regiones del mundo,
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por lo que cualquier intervencion en esta poblacion susceptible debe ser
enmarcada en este contexto.

Diferentes reportes de la epidemiologia de la malaria gestacional, confirman su
asociacion con bajo peso al nacer (BPN), lo cual conduce a un elevado incremento
de la mortalidad neonatal e infantil en zonas altamente endémicas(23, 85, 86). En
nuestro estudio no se observd BPN en ninguno de los grupos estudiados. Sin
embargo, en el grupo a MGP(+) si se identificaron casos de prematurez tanto en
casos de P. falciparum como de P. vivax. La prematurez es un factor que
predispone a BPN, pero puede variar de acuerdo al nivel de endemia de la
malaria, principalmente en regiones de transmision baja e inestable, debido a la
poca inmunidad de las mujeres por la escasa exposicion al parasito (87).

Independientemente del nivel de endemicidad y de la inmunidad adquirida, la
malaria en la gestante causa anemia a través de un mecanismo complejo y
multifactorial. La evidencia de la asociacion entre la anemia y la malaria, esta dada
por la alta incidencia y gravedad de la anemia reportada en primigravidas de areas
altamente endémicas, y en zonas de transmision baja e inestable, y por la
reduccién en la prevalencia de anemia en mujeres que reciben terapia preventiva
intermitente con antimaléricos (18, 21, 84, 88).

En Colombia, esta uUltima no se administra en ninguna parte del territorio y la
deteccion activa de casos en la poblacion gestante, a pesar de estar normatizada,
se realiza de manera erratica. En este estudio se evidencié anemia en los tres
grupos estudiados sin encontrar una diferencia significativa entre los mismos, esto
sugiere que en esta poblacién, la infeccion por Plasmodium spp. no parece ser un
factor influyente en la modulacion de la concentracion de Hb.

Lo que si esta confirmado es que la poblacién de estudio pertenece a sectores
deprimidos socioecondmicamente y mas bien carencias nutricionales comunes a
los tres grupos podrian estar explicando la existencia de niveles promedios bajos
de hemoglobina en todos ellos. Es importante tener en cuenta que cualquier grado
de anemia en una gestante que no sea identificada y tratada oportunamente
puede convertirse en anemia grave, la cual esta directamente relacionada con
mortalidad materna, retardo en el crecimiento intrauterino y anemia fetal(89).

De tal modo que las medidas de control de la malaria en gestantes en Colombia,
no necesariamente deben ser encaminadas a disminuir la frecuencia de la anemia
sino mas bien orientadas a prevenir otras complicaciones y a tratar los diversos
origenes de la anemia en ellas.

Los resultados de este estudio son preliminares, sin embargo se constituyen en un
referente para futuros trabajos y para la priorizacion en las intervenciones de salud
publica en los departamentos involucrados, ademas de ser un llamado a hacer
cumplir a cabalidad el “protocolo de vigilancia de malaria” emitido por el Instituto
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Nacional de Salud de Colombia (90), en donde se enfatiza en el seguimiento con
gota gruesa de gestantes en cada control prenatal y en la profilaxis para estas
pacientes.

En conclusion, en la poblacién estudiada las pacientes con P. vivax presentan
parto pretérmino de manera similar a como lo hacen las afectadas por P.
falciparum, la paridad y la edad no se muestran como un factor predisponente de
susceptibilidad a malaria por cualquiera de las especies y la malaria durante la
gestacion no tiene un efecto detectable en los niveles de hemoglobina materna.

Trabajos futuros deben incluir el analisis de una muestra con criterios de seleccion
mas exigentes, que permitan obtener cifras mayores de casos de P. vivax de
modo que diversos andlisis estadisticos puedan ser aplicados de manera mas
adecuada y precisa, con el fin de acercarse y de conocer la magnitud real del
problema en los municipios con mayor prevalencia de malaria en el area de
Uraba-Sur Cérdoba.

De manera importante, el proyecto marco de este estudio contempla la
socializacion de los datos obtenidos en los diferentes instituciones de salud que
atienden gestantes con el fin de dar a conocer la magnitud de la malaria
gestacional en las areas endémicas, insistir en el manejo adecuado de estas
pacientes con malaria y anemia que pueden terminar en complicaciones.
Adicionalmente, se estard dando a conocer en las Secretarias de Salud de los
municipios involucrados, los resultados con el fin de insistir en un mejoramiento en
la vigilancia, el control y la prevencion de la malaria durante la gestacion que
permita mitigar la morbi-mortalidad de la malaria en la gestante y las
consecuencias en el recién nacido.
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CAPITULO 3.

CAMBIOS HISTOPATOL OGICOS DE LAS PLACENTAS INFECTADAS CON

Plasmodium vivax Y Plasmodium falciparum
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3.1 INTRODUCCION

La malaria placentaria es causada por la acumulacion de eritrocitos infectados en
el espacio intervelloso de la placenta. En respuesta, se presentan diferentes
eventos inmunoldgicos, los cuales causan alteraciones patolégicas en la placenta
y desequilibrio de la interaccién materno-fetal (1).

Se conoce que P. falciparum se adhiere a las células placentarias y existe un
estudio de Bruna O., et al. en el 2010, en el cual se sugiere que es posible que P.
vivax pueda hacer adherencia en la placenta (2), sin embargo la caracterizacion
clinico-patolégica aun no se conoce con claridad.

Los estudios en P. falciparum han mostrado que la densidad de eritrocitos
parasitados es mas alta comparada con los encontrados en la sangre periférica
materna (3), ademas de encontrar trofozoitos y esquizontes en el espacio
intervelloso placentario en ausencia de los mismos en la sangre periférica (4).
Algunos estudios histopatoldgicos muestran que las placentas infectadas con
Plasmodium, presentan un infiltrado celular de monocitos y macréfagos maternos,
encontrados en el espacio intervelloso con o sin deposicion de hemozoina (5), la
cual puede tener un interesante papel en la patogénesis de la malaria gestacional
ylo placentaria (6-10), en donde posiblemente influya en la modulacion de la
respuesta inmune (11).

Una placenta infectada, esta caracterizada por una membrana basal trofoblastica
gruesa, alteracion morfolégica que esta asociada con el aumento de la densidad
de eritrocitos infectados vy la infiltracién celular en la placenta (12). Esta membrana
trofoblastica gruesa, es una medida de proteccién en respuesta a una gran
cantidad de citoquinas secretadas, las cuales pueden ser perjudiciales para el
tejido placentario. Este hecho puede generar alteraciones en el transporte de
nutrientes y de oxigeno de la madre al feto(13).

No hay estudios prospectivos sobre cambios histopatolégicos de la placenta en
areas de baja transmision o de la patologia de P. vivax en el embarazo. Mas aun,
los reportes sobre malaria gestacional o malaria placentaria en América, con
respecto a las especies infectantes son escasos (Colombia (14), Brasil (15) (16).
Venezuela(17-18), Peru (19), Guyana Francesa (20).

El propdsito del estudio en fue la evaluacion histopatolégica de las placentas cony
sin malaria en el momento del parto de la regién Urab&-Sur Cérdoba, con el fin de
reportar y describir los hallazgos placentarios inducidos por una infeccion
plasmodial.
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3.2 METODOLOGIA
3.2.1 Tipo de estudio.

El estudio de histopatologia de las placentas es de tipo descriptivo y transversal.
A partir de las 87 placentas tomadas, se evaluaron 40 placentas, 18 del grupo
MGP(+), 5 del grupo MGP(-) y 17 del grupo control.

3.2.2 Histopatologia

La placenta fue colectada en el momento del parto y se lavé con solucién salina al
0.9%. Para la realizacién de la histopatologia, se hizo un corte de 1 x2 x 3 cm al
lado del cordén umbilical y otro de igual tamafio entre el cordén y el borde de la
placenta.

Los estudios histolégicos fueron conducidos en las secciones del tejido fino que
previamente fueron fijados en formalina neutra y luego embebidos en parafina en
un Laboratorio de Patologia de la ciudad de Medellin.

Los cortes histolégicos y la tincion con hematoxilina/eosina fue realizada en la
“‘Unidad de Tejidos Humanos” de la Universidad de Nuevo México. Las lecturas
fueron realizadas por un experto en la observacion de hallazgos patolégicos en la
placenta. Para la lectura de las placas histolégicas de placenta en el grupo “Salud
y Comunidad” se disefié un protocolo con el fin de tener en cuenta la histologia de
la decidua, el espacio intervelloso, las vellosidades y las membranas fetales. Las
laminas fueron observadas con microscopio de luz con objetivos 10X y 40X. Todas
las lecturas de la placa se realizaron con aumento de 40X, excepto para la
observacion de los eritrocitos y parasitos, que se observé con 100X (Tabla 3.1).

3.2.2.1 Decidua: se evalu6 la presencia de deciduitis, aterosis, abrupcio y

necrosis. Cuando no se observd ninguna alteracion se consideré como normal.

e Deciduitis: se tomd como la infiltracion de leucocitos polimorfonucleares y de
monocitos, se clasificé segun los campos microscopicos en los que se observd
migracion de células inmunes maternas.

e Aterosis: se evalub como el cambio en las arterias de la decidua materna,
especificamente el engrosamiento de la membrana de estas. Se clasifico,
segun la cantidad de vasos que se observen afectados en toda la placa.

¢ Necrosis: se determiné como ausente o presente.

e Abruptio: se observé como hemorragia en la interfase decidua-placenta.

3.2.2.2 Espacio_intervelloso: se evalud la presencia o ausencia de hemorragia,

trombo o inflamacion. Si no se observd ninguna alteracién se considerd que la

decidua era normal.

e Hemorragia: se determind por un aumento de glébulos rojos entre las
vellosidades placentarias.

e Trombo: coagulo sanguineo como resultado de hemorragias intervellosas.
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e Inflamacion: presencia de infiltrado inflamatorio de polimorfonucleares vy
mononucleares.

3.2.2.3 Vellosidades: se evalud segun la cantidad de infartos, depdsitos de fibrina

y nudos sincitiales observados en el total de placas de cada placenta.

e Infarto: area de necrosis isquémica; se clasific6 como moderado (1) y grave
(2), segun la cantidad de infarto observado por campo microscépico (40X).

e Deposito de fibrina: se asoci6 con el acumulo de fibrina en el espacio
intervelloso y se clasific6 segun la cantidad que se observe en toda la placa
(10X).

¢ Nudos/nodos sincitiales: presencia de areas de vellosidades terminales
pequefias, con adelgazamiento del sincitiotrofoblasto que las cubre, y con
engrosamiento de la membrana basal del trofoblasto. Se clasific6 segun la
cantidad observada por campo microscopico con un objetivo de 10X.

3.2.2.4 Grado de maduracion de las vellosidades placentarias: asincronico

(vellosidades o muy pequefias 0 muy grandes para la edad gestacional de cada

placenta); lento (vellosidades que se observan de un tamafio mayor al que se

espera cuando la placenta es alumbrada a término); acelerado (cuando se
observen vellosidades muy pequefias).

También se determind la presencia o ausencia de edema, corangiosis Yy villitis

cronica.

Si al evaluar las vellosidades no se observaron ninguna de las alteraciones

descritas, las vellosidades fueron consideradas como normales.

e Edema: acumulacion de fluido en el estroma de la vellosidad coridnica
caracterizado por expansion o hinchamiento de la vellosidad y la presencia de
espacios vacios en el estroma velloso.

e Corangiosis: patréon anémalo de crecimiento de las vellosidades coridnicas
terminales. La determinacion de la corangiosis se establece como un aumento
del nimero de capilares (> 10) en las vellosidades coridnicas terminales.

e Villitis crénica: infiltrados de leucocitos polimorfonucleares y mononucleares en
el estroma de la vellosidad.

3.2.2.5 Membranas fetales: se buscé la presencia de meconio y corioamnionitis y
si no se observo ninguna de estas dos alteraciones se clasificaron como normales.
Calcificaciones placentarias: se observaron en el estroma de la vellosidad y en la
superficie sincitial. Estas estructuras le confieren dureza y fragilidad a las zonas de
infarto.
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Tabla 3.1. Clasificacion de las posibles alteraciones en placenta.

Porcnon_ Hallazgo Grado Caracteristicas
placentaria
0 No hay células inmunes
A I Células inmunes en <3 campos
Deciduitis . -
Il Células inmunes en 4-8 campos
I Células inmunes en >8 campos
Decidua 0 No se observa en toda la placa
Aterosis I 1 vaso alterado en decidua en toda la placa
I >1 vaso alterado en decidua en toda la placa
Necrosis Si, no En toda la placa
Abrupcio Si, no En toda la placa
0 0 campos con infarto en toda la placa
Infarto I <2 campos con infarto en toda la placa
I >5 campos con infarto en toda la placa
0 0
Depdsitos I <2 entoda la placa
fibrina Il 3-5 en toda la placa
I >5 en toda la placa
Nudos 0 0
sincitiales l <2 por campo
Vellosidad Il 3-5 por campo
Edema Si, no En toda la placa
- No <10 capilares/vellosidad por campo
Corangiosis - - -
Si >10 capilares/vellosidad por campo
Villitis cronica No <10 PMNN/MN en estroma vellositario por campo
Si > 10 PMNN/MN en estroma vellositario por campo
. Si, no Nomal
Crecw_mento de Sino Cento
vellosidad en toda S no Acelerado
la placa L ———
Si, no Asincronico
Hemorragia Si, no En toda la placa
Trombo Si, no En toda la placa
Espacio Si <10 PMNN/MN en el espacio vellositario por
intervelloso Inflamacién campo
No > 10 PMNN/MN en el espacio vellositario por
campo
Meconio Si, no En toda la placa
Membranas
fetales Corioamnionitis | Si, no En toda la placa
I <5 en toda la placa
Calcificaciones I 6-10 en toda la placa
Otros hallazgos I >10 en toda la placa
Hemozoina Si, no En toda la placa
Glébulos rojos Si, no En toda la placa

Adicionalmente, las placentas del grupo MGP(+), fueron clasificadas como no
infectadas, infeccién activa, infeccion activo-crénica, o infeccion pasada-crénica
gue dependen de la presencia y localizacion de parasitos o del pigmento malarico
(Tabla 3.2) (12).
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Tabla 3.2 Clasificacion histologica de las placentas de gestantes con malaria.

Clasificacion Caracteristica
No infectada No hay presencia de parasitos o pigmento
Infeccién aguda Presencia de parasitos, pigmento minimo o ausente

o células con fibrina.
Infeccién activa

Infeccion cronica Presencia de parasitos, depoésitos de pigmento en
fibrina 0 en células.

Infeccion activa

Infeccion pasada Presencia de pigmento, no de parasitos

3.2.3 Inmunohistoquimica

Para la deteccion del infiltrado celular especifico en la placenta, se realiz6 la
técnica de inmunohistoquimica a partir del tejido en parafina. Se realizaron cortes
de 25 micras y el tejido fué adherido en laminas cargadas. Se realiz
desparafinacion, hidratacién y recuperacion antigénica. Se realiz6 un método de
tincion indirecta por inmunoperoxidasa. Para ello se utlizaron anticuerpos
monoclonales anti humanos contra CD especifico para cada una de las células de
interés, de monocitos/macréfagos (CD68) y Natural Killer (CD56), anticuerpos
secundarios biotinilados anti-raton y un sistema comercial del complejo avidina-
biotina-peroxidasa. Todas las laminas fueron montadas con medio de montaje
Faramount.

3.2.4 Anédlisis de resultados

Los datos fueron analizados mediante estadistica descriptiva (media, razones,
proporciones). Las asociaciones se realizaron mediante la prueba Anova no
parametrico (Kruskal-Wallis). La identificaciébn celular se realiz6 mediante
comparaciones entre el grupo control y los grupos problema.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Caracterizacion histopatologica de las placentas de los grupos MGP(+),
MGP(-) y Control.

De las 40 placentas estudiadas en total, diagnosticadas por gota gruesa y/o PCR
convencional o en tiempo real, se observaron hallazgos diferenciales entre los tres
grupos. Se estudiaron 18 placentas en el grupo MGP(+), 5 en el grupo de MGP (-)
y 17 en el grupo control. En el grupo de MGP+ 12/18 placentas presentaron
deciduitis, 9/18 depdsitos de fibrina, 10/18 villitis crénica y 14/18 inflamacion. Un

67



hallazgo interesante fue la presencia de inflamacién y hemozoina en una placenta
del grupo MGP-. No hubo diferencia significativa entre los grupos en las otras
caracteristicas, datos que se pueden observar en la tabla 3.3.

Tabla 3.3. Caracteristicas histopatolégicas de las placentas de los grupos
MGP(+),MGP(-) y Control.

MGP@#) |[MGP(-) Control
Placenta Hallazgo Grado n=18 n=5 n=17
0 1 1 6
o | 2 1 8
Deciduitis T 5 1 0
I 2 0 2
Decidua 0 11 2 11
Aterosis | 2 1 5
I 0 0 0
Necrosis Si 1 0 1
Abrupcio Si 3 0 1
0 1 1 7
Infarto | 8 1 7
I 4 1 3
0 3 0 6
L. . | 2 1 9
Depésitos fibrina i 5 1 >
I 1 0 0
0 8 2 14
Nudos sincitiales | 2 1 2
Vellosidad Il 4 0 1
Edema Si 1 0 2
0
Corangiosis Si 1 3
. 1
Villitis crénica Si 10 1
Crecir_niento de Si 3 0 2
vellosidad
Hemorragia Si 2 1 0
Espacio Trombo Si 1 2 0
i Il
Intervelloso Inflamacion Si 14 0
Membranas Meconio Si 1 0 1
fetales Corioamnionitis Si 0 0 1
| 3 0 2
Calcificaciones Il 4 2 6
Otros 1] 3 1 3
hallazgos Hemozoina Sj 9 1 NA
Globulos rojos . 0
parasitados Si 2 NA
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Especificamente para P. vivax (n=9) 6/9 placentas, presentaron deciduitis; 6/9
depdésitos de fibrina; 5/9 villitis crénica, 6/9 inflamacién y 4/9 hemozoina. Para P.
falciparum (n=9) 6/9 placentas presentaron deciduitis; 6/9 depdsitos de fibrina, 5/9
villitis crénica, 8/9 inflamacién, 5/9 con hemozoina y 2 placentas con presencia de
glébulos rojos parasitados (Figura 3.1)

Depésito de fibrina

Deciduitis

Calcificaciones
e -

Figura 3.1. A. Infiltrados de células inmunes en decidua placentaria H&E 100X. B. Infarto
placentario H&E 40X C. Vellosidad rodeada de fibrina H&E 100X. D. Migracién leucocitaria en
vellosidades placentarias H&E 100X. E. Calcificaciones en vellosidades y espacio intervelloso H&E
100x.F. Pigmento malarico H&E 100x.

Fuente: Tomada a partir de resultados del proyecto macro “Malaria gestacional y placentaria en el
Uraba antioquefio, 2008-2009".

Adicionalmente, las placentas del grupo de las MGP+ (n=18),fueron clasificadas
segun Ismail, et al., obteniéndose por esta clasificacion, 7 placentas no infectadas,
2 con infeccidn activa y 7 con caracteristica de infeccion pasada (Tabla 3.4)

Tabla 3.4 Clasificacion histopatolégica de las placentas de gestantes con malaria
segun lo descrito por Ismail, et al , 2000.

Clasificacion P.vivax n=9 P. falciparum n=9

N % N %
No infectada 5 55.5 2 222
Infeccién aguda 0 -- 1 111
Infeccién crénica 0 -- 1 111
Infeccién pasada 4 44 .4 5 55.5
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Por otro lado la concentracion parasitaria en la placenta fue determinada por PCR
en tiempo real. Se encontr6 un rango de 0.1-298.1 DNA/uL en las placentas
infectadas. Se determiné que la concentracion parasitaria no es un factor que
influye en la aparicion de la inflamacién (p=0.460), es suficiente con el hallazgo de
la infeccion por Plasmodium en la placenta.

3.3.2 Identificacion de monocitos-macréfagos y de células asesinas
naturales (NK) por Inmunohistoquimica.

La identificacion de monocitos-macrofagos (CD68+) y de células asesinas
naturales (NK, CD56+) se realiz6 en placentas de los tres grupos, MGP+(n=10),
MGP- (n=4) y control (n=10).

Tanto en las placentas del grupo MGP+ como en las del grupo MGP-, se
identificaron monocitos-macrofagos, observandose mas aumentados que en las
placentas del grupo control.

En el grupo de MGP+ con P. falciparum (n=5), se encontré6 que los monocitos-
macréfagos se encontraron tanto en dentro de las vellosidades placentarias como
en el espacio intervelloso. De manera similar en el grupo de MGP- con historia de
P. falciparum en el embarazo actual, se observaron estas células dentro y fuera
de las vellosidades placentarias como se observa en la figura 3.2

A Y e g D ot
Ve

Figura 3.2 Presencia de monocitos-macréfagos en placentas infectadas con P. falciaprum. A.
Placenta normal. B y C. Placenta con infeccion activa por P. falciparum, las flechas negras
muestran monocitos-macréfagos dentro y fuera de las vellosidades placentarias. D. Placenta con
infeccidon pasada de P. falciparum, las flechas negras muestran monocitos.macréfagos dentro y
fuera de las vellosidades placentarias. Inmunohistoquimica, anti-CD68.Peroxidasa.
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Un patron similar de monocitos-macrofagos fue observado en el grupo especifico
de placentas infectadas con P. vivax (n=5) como se observa en la figura 3.3.

(SN )

A \\. AIICS 2oX ‘,: >
»,. N N Py
| g {»\\\\ A
EX NSNS >

x

Figura 3.3 Presencia de monocitos-macréfagos en placentas infectadas con P. vivax. A. Placenta
normal. B . Placenta con infeccion activa por P. vivax, las flechas negras muestran monocitos-
macrofagos dentro y fuera de las vellosidades placentarias. Cy D . Placenta con infeccién pasada
de P. vivax, las flechas negras muestran monocitos.macréfagos dentro y fuera de las vellosidades
placentarias. Inmunohistoquimica, anti-CD68.Peroxidasa.

Al realizar la inmunohistoquimica para las células asesinas naturales (NK), en las
placentas tanto del grupo MGP+ como las del grupo MGP-, las células fueron
observadas alrededor de las vellosidades placentarias y algunas dentro de las
mismas. Cuando se realizd la lectura teniendo en cuenta las especies, ambas
especies mostraron los mismos hallazgos como se muestra en las figuras 3.4 y
3.5.

71



Figura 3.4 Presencia de células asesinas naturales (NK) en placentas infectadas con P.
falciparum. A. Placenta normal. B y C . Placenta con infeccion activa por P. falciparum, las flechas
negras muestran células NK dentro y fuera de las vellosidades placentarias. D . Placenta con
infeccién pasada de P. falciparum, las flechas negras muestran células NK dentro y fuera de las
vellosidades placentarias. Inmunohistoquimica, anti-CD56.Peroxidasa.

Figura 3.5 Presencia de células asesinas naturales (NK) en placentas infectadas con P. vivax. A.
Placenta normal. By C . Placenta con infeccién activa por P. vivax, las flechas negras muestran
células NK dentro y fuera de las wellosidades placentarias. D . Placenta con infeccién pasada de
P. vivax, las flechas negras muestran células NK dentro y fuera de las wellosidades placentarias.
Inmunohistoquimica, anti-CD56.Peroxidasa.
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3.4 DISCUSION

Los hallazgos histopatologicos de las placentas de gestantes con malaria en el
momento del parto y con historia de malaria en la gestacién, son de gran
importancia para el avance en el conocimiento de los posibles mecanismos que
contribuyen al parto pretérmino, aborto espontaneo, mortinatos y bajo peso al
nacer.

McGready R, et al, en el 2004, refiere que una placenta infectada por Plasmodium
se caracteriza por: a) presencia de leucocitos en el espacio intervelloso, b) depdsitos de
fibrina, c) proliferacion de células citotrofoblasticas, d) necrosis y e) engrosamiento de la
membrana basal trofoblastica (8). En nuestro estudio se encontraron alteraciones
similares en el grupo de MGP(+), sugiriendo que la inflamacion es generada por los
depdsitos de hemozoina o por el pardsito adherido.

La mayoria de los estudios de histopatologia en placentas infectadas con malaria han sido
realizados en Africa y con P. falciparum, encontrando que el secuestro parasitario es
comun, al igual que: a) los depdsitos fibrinoides, b) la fagocitosis de hemozoina, de
parasitos y de remanentes eritrocitarios por macréfagos y c) la hemozoina libre, en
macréfagos o en depdsitos fibrinoides (21), hallazgos similares fueron encontrados en
estudios de histopatologia de la malaria placentaria por P. vivax (11, 22-23). Estos
reportes concuerdan con los obtenidos en nuestro estudio en donde se encontrd para
ambas especies parasitarias, P. vivax y P. falciparum, depésito fibrinoide y hemozoina.

Tanto los parasitos como la hemozoina, pueden ser detectados en la evaluacion
histolégica de la placenta (24). Se conoce que los parasitos pueden ser
encontrados en la placenta, generalmente en el espacio intervelloso, de diferentes
maneras a) en glébulos rojos parasitados libres, b) pueden acumularse como un
trombo o ¢ ) acumularse en una masa fibrinoide que contiene parasitos. La
hemozoina se ha encontrado en placentas tanto con P. vivax como con P.
falciparum y se ha detectado hemozoina libre tanto en el espacio intervelloso
como en la fibrina perivellosa (25-27), adicionalmente en estas localizaciones
también se ha encontrado hemozoina en el citoplasma de los macréfagos(10, 28).
En nuestro estudio encontramos el 50% de placentas con hemozoina, 44% en
placentas infectadas con P. vivax y 56% con P. falciparum. Adicionalmente, puede
resultar interesante, evaluar hemozoina en estructuras fetales (cordén), pues
existen estudios que evidencian este hallazgo (29).

Un hallazgo interesante e importante en este estudio fue el de encontrar en el
grupo MGP(-)1/5 placentas con inflamacién y hemozoina, (placenta de una
materna con historia de malaria por P. vivax en el segundo trimestre de la
gestacion), con PCR siendo un indicio de que la hemozoina puede permanecer
en el tiempo y generar una alteracion inmune que pueda tener consecuencias
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graves en la madre y/o en el feto o recién nacido, contrario a lo sugerido por
Brabin et al, en el 2004, quienes describen que la hemozoina al igual que la fibrina
persisten por un periodo de tiempo, pero que eventualmente desaparece (10).

A partir de esta observacion, en el grupo de investigacién “Salud y Comunidad”, se
planteara un estudio futuro con un mayor numero de placentas teniendo como
criterio de seleccion mujeres embarazadas que hayan tenido malaria en algun
momento de la gestacion y agrupando por trimestres, con el fin de realizar un
andlisis completo y profundo de los posibles sucesos fisiopatolégicos en la
placenta y las consecuencias que esto pueda generar en la madre, el feto y el
recién nacido.

Especificamente en placentas con infeccién por P. falciparum, se encontraron glébulos
rojos parasitados en dos placentas, sugiriendo adherencia en células placentarias. Este
hallazgo se ha reportado en diferentes estudios en malaria gestacional y placentariay se
conoce que los parasitos circulantes son selectivos y solo algunos son los que logran la
adherencia a las células placentarias (4, 7, 30). En nuestra region esta evidencia es de gran
importancia pues da un indicio que las cepas que estan circulando tienen esa
caracteristica, sin embrago, se hace indispensable caracterizar las cepas de parasitos que
estan circulando en la zona endémica estudiada con el fin de profundizar en este tema vy
conocer su genotipo.

Adicionalmente, no se puede dejar a un lado un hallazgo poco reportado de Vvillitis
cronica. En este estudio se observd que 10/18 placentas del grupo MGP+,
presentaron villitis, esta puede tener 2 causas: i) las células inflamatorias maternas
migran desde el espacio intervellosos a las vellosidades placentarias para
capturar al antigeno o b) las células inflamatorias fetales estan respondiendo
directamente al antigeno. En un estudio realizado por McGready et al, en el 2004,
reporto que solo el 1.7% presento villitis crénica en placentas con P. falciparum y
ninguna para P. vivax (8).

Los estudios realizados en P. falciparum también han reportado, infiltrado
inflamatorio celular al espacio intervelloso (29, 31-33), en el cual estan
incrementados los macréfagos y en algunas ocasiones los polimorfonucleares, los
linfocitos estdn menos aumentados, los eosindfilos son ocasionales y existe
controversia con las NK debido a que hay reportes segun los cuales estas células
no son comunes y otros en los que si (7, 28). También se ha reportado que en
respuesta a la hemozoina que se encuentra en los fagocitos mononucleares secretan
guemoquinas las cuales atraen mas monocitos y macréfagos (34). Nosotros
encontramos inflamacion en un 66.6% para P. vivax y en un 88.9% para P.
falciparum, sugiriendo que la infeccidén esta generando una respuesta inmune que
altera el estado normal de la placenta causando un infiltrado celular inflamatorio,
con macrofagos y NK como células predominantes del mismo. Se conoce que los
monocitos tienen un papel importante tanto para las complicaciones como para la
resolucién de la infeccién (35).
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Por otro lado, es importante tener en cuenta que la clasificacion realizada por
Ismail et al., no da informacién clara y certera de la infeccion placentaria, debido a
que la ausencia de parasitos y/o de hemozoina en la placenta no elimina la
posibilidad de tener malaria placentaria. De acuerdo con la clasificacion de Ismai
et al, en este estudio se encontraron solo 2 placentas con infeccién activa, sin
embargo utilizando otro método diagnostico (gota gruesa de sangre placentaria,
PCR convencional o PCR en tiempo real) se encontraron 26 placentas con
infeccidn plasmodial. Actualmente, existen herramientas de biologia molecular que
son mas sensibles y especificas para la deteccion del parasito, sugiriendo que
para el diagnostico de infeccidn placentaria, con fines de ser mas exactos en el
estudio de ciencia basica biomédica, se hace indispensable realizarlo mediante
una prueba de PCR en tiempo real. Otros autores sugieren que en areas de baja
endemicidad se debe utilizar otro método diagndstico para la malaria placentaria
gue no sea el sugerido por Ismail et al., como el uso de la gota gruesa a partir de
impresiones placentarias o usar la clasificacion de Bulmer et al. (8, 36).

Los datos generados a partir de este estudio son un referente para la
caracterizacién histopatologica de placentas con Plasmodium, especialmente de
P. vivax, la cual es la especie prevalente en América Latina.

Como conclusiones de este capitulo encontramos que las placentas a partir de
pacientes con P. vivax de la region Uraba-Sur Cordoba, presentan villitis cronica,
inflamacién, depdsitos de fibrina y hemozoina, igual que en P. falciparum.

Es importante tener en cuenta que existen técnicas de biologia molecular mas
sensibles y especificas para la deteccion parasitaria en la placenta, como PCR en
tiempo real, debido a que se ha observado y evidenciado que la clasificacién de
Ismail et al., no es de utilidad para diagnosticar infeccion activa en la placenta.
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CAPITULO 4.

EFECTO DE LA INFECCION POR Plasmodium vivax Y Plasmodium
falciparum EN LAS CITOQUINAS PRO-INFLAMATORIAS/ANTI-
INFLAMATORIAS Y EN LAS QUEMOQUINAS.
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4.1 INTRODUCCION.

La respuesta inmune humana contra las infecciones naturales por malaria, es
compleja y varia con el grado de endemicidad, ciertos rasgos genéticos, la edad
del hospedero, el estadio y la especie del parasito (1). La exposicién repetida a las
infecciones es necesaria para que se logre una inmunidad clinica.

Durante el embarazo normal se observan cambios especificos en la respuesta
inmune para lograr una implantacion exitosa del feto, por lo tanto durante este
periodo ocurre un grado de inmunomodulacion que aumenta la susceptibilidad de
mujeres embarazadas a ciertas infecciones, incluida la producida por Plasmodium.

En madres no infectadas la expresion de las citoquinas de la via Thl se asocian al
aborto espontaneo, ya que tienen efectos citotdxicos directos en los organismos
intracelulares y en el trofoblasto, mientras que las citoquinas de la via Th2 son
esenciales para el mantenimiento del embarazo. La infeccion por Plasmodium en
la mujer gestante cambia el equilibrio en la respuesta de las citoquinas
aumentando las de la via Thl, produciendo complicaciones tales como:
enfermedades maternas agudas (anemia), enfermedades infecciosas congénitas,
abortos, bajo peso al nacer, la muerte del neonato e inclusive su muerte.

Adicionalmente, las quemoquinas han sido descritas en malaria gestacional y
placentaria como las encargadas de reclutar leucocitos en el espacio intervelloso,
especialmente monocitos que se convierten en macrofagos y todo ese acumulo de
células también genera alteraciones de la funcién placentaria. En los ultimos afios
se han publicado algunos estudios in vitro e in vivo sugieren que las repuestas
inmunes mediadas por citoquinas y guemoquinas varia con la geografia (2).

La infeccion placentaria por Plasmodium spp resulta en la acumulacion de células
inflamatorias, particularmente macréfagos y monocitos, en el espacio intervelloso.
Como consecuencia, tanto la morfologia trofoblastica como la produccién de
citoquinas placentarias estan afectadas (3). Alrededor del 25% de las madres
infectadas con malaria, tienen infiltrados placentarios de monocitos en el momento
del parto y la densidad de este infiltrado se ha identificado como un factor clave y
predictor de bajo peso al nacer, se ha sugerido que estos monocitos parecen ser
la fuente de citoquinas proinflamatorias, las cuales finalmente causan los efectos
en la placenta (4).

Las citoquinas mas estudiadas son TNF, IFNy e IL 10, sin embargo, existen otras
citoquinas y quemoquinas que han sido menos estudiadas pero se ha
demostrado su importancia (5-10). Algunos estudios focalizados en citoquinas
tanto de tipo Thl como Th2 y quemoquinas, han encontrado que su alteracién
puede resultar en patogénesis durante malaria gestacional y placentaria,
asociandolas con bajo peso al nacer, retardo en el crecimiento intrauterino y parto
pretérmino, entre otras. El proceso anti-inflamatorio normal que ocurre en la
placenta no infectada es mediado por el aumento en la produccién de citoquinas
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como la IL-10 y TGF, las cuales probablemente son responsables de la supresion
de la respuesta inmune mediada por células necesaria para controlar los sintomas
y eliminar el parasito durante la infeccion malarica (11).

La infeccién placentaria por parasitos de malaria resulta en una pérdida del
balance de la respuesta inmune con mayor produccion de citoquinas como TNF e
IFNy, las cuales han sido directamente involucradas en el dafio del trofoblasto
velloso (12). La MIPB, IL8, TNF, se han asociado con bajo peso al nacer y las dos
Ultimas con retardo en el crecimiento intrauterino. La IL1B, IL6, IL8 y TNF, estan
involucradas con parto pretérmino (5-6, 9, 13-15).

Se ha observado que en las gestantes con P. vivax también se presenta
mortalidad materna y fetal posiblemente debido a que, a diferencia de P.
falciparum, las infecciones por P. vivax pueden cursar con niveles de TNF mas
altos (8), pero no existen estudios de perfiles de citoquinas/quemoquinas en esta
especie de Plasmodium.

No es claro si la respuesta inmune placentaria a antigenos de malaria refleja
respuestas inmunes en sangre periférica o si esas respuestas son predictivas de
vulnerabilidad en la gestante. Hasta el momento no existen estudios publicados
que evalten la modulacion de la respuesta inmune durante la malaria gestacional
por P. falciparum y P. vivax en Colombia y de esta Ultima especie no existen este
tipo de estudios en el mundo.

El propésito de este capitulo fue determinar el efecto de la malaria en las
citoquinas pro-inflamatorias/anti-inflamatorias y de quemoquinas en gestantes con
y sin infeccién plasmodial en el momento del parto y en gestantes con historia de
malaria gestacional en meses anteriores.

4.2 METODOLOGIA

Se propuso un estudio de tipo analitico, prospectivo y transversal. La poblacion de
estudio correspondié a las mujeres embarazadas que acudieron a los diferentes
hospitales de los puntos centinela para el estudio: Turbo, Puerto Libertador,
Valencia, Tierralta y Monteria.

A partir de las 87 muestras tomadas inicialmente, para esta parte del estudio,
fueron evaluadas 20 muestras del grupo MGP+, 10 muestras para MGP- y 20

muestras del grupo Control de los diferentes compartimentos (sangre periférica
materna, placenta y cordon).
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4.2.1 Identificacion de infecciéon por Plasmodium spp.

El diagnostico de la infeccidn por Plasmodium spp. se hizo por dos técnicas: gota
gruesa y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real multiple.
Muestras de sangre materna, de cordon y de placenta fueron recolectadas para tal
fin (16-17). La cuantificacion de parasitos fue realizada por PCR en tiempo real
usando el protocolo de Shokoples S., et al.(18).

4.2.2 Recoleccién de muestras
4.2.2.1 Sangre de corddn y periférica materna

Para la determinacion de la expresion de los genes de citoquinas y quemoquinas y
su nivel de concentracion, se colectaron 4mL de sangre periférica materna y de
corddn umbilical, en un tubo con EDTA o seco y se agregaron 2mL a un criovial.
La cantidad restante fue centrifugada y el plasma o suero, fue alicuotado. Las
muestras tanto de sangre total como plasma o suero, se congelaron en nitrégeno
liquido hasta el momento de los analisis.

Para la identificacion de la especie de parasito y su cuantificacion, se realizé gota
gruesa y PCR en tiempo real. A partir de la muestra inicial de 4mL, se tomardn dos
gotas para realizar dos gotas gruesas en la misma lamina y una gota para realizar
el extendido. Se realizaron dos laminas de gota gruesa. Para la cuantificacion por
PCR en tiempo real, se agregaron dos gotas de muestra en papel de filtro
Wathman 3M (Anexo 3).

4.2.2.2 Placenta

La placenta fue colectada en el momento del parto y se lavé con solucidon salina al
0.9%. Para la cuantificacién de citoquinas y quemoquinas por PCR en tiempo real,
se obtuvo un fragmento de 1 x 2 cm, de todo el espesor (3 cm), el fragmento se
guardd en un criovial en nitrégeno liquido. Adicionalmente, un fragmento de 2 x 2
cm se agrego en un tubo de 15mL con RNA later con el fin de preservar el RNA
de las citoquinas y guemoquinas y se almacend a -20°C, hasta el momento de su
uso.

Para la identificacion de la especie de parasito y su cuantificacion, se tomé sangre
de placenta realizando un corte profundo de 3 x 3 cm, sin atravesar la placenta. A
partir de esa muestra se realizaron 2 laminas de gota gruesa por duplicado y una
lamina de extendido. Adicionalmente, se tomé sangre del mismo lugar para
impregnar el papel filtro Whatman 3 (Anexo 3).
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4.2.3 Medicién de la expresion de citoquinas y quemoquinas por PCR en
tiempo real.

Para determinar el efecto de la malaria en las citoquinas pro-inflamatorias/anti-
inflamatorias y quemoquinas durante la malaria gestacional y placentaria, se
realiz6 una PCR en tiempo real que midio el nivel de expresidon de citoquinas Yy
guemoquinas..

Las citoquinas y quemoquinas estudiadas en las muestras de sangre total de
sangre periférica, de corddn y en tejido placentario se muestranen la tabla 4.1.

Tabla 4.1 Citoquinas y quemoquinas a estudiar en sangre periférica materna, sangre de cordon y
tejido placentario.

Tipo de moléculas Citoquina/quemoquina
TNF a
CITOQUINAS IFN y
PRO-INFLAMATORIAS IL1B
IL17
IL10
CITOQUINAS IL4
ANTI-INFLAMATORIAS IL6
TGF
L8
QUEMOQUINAS MIP 1
MCP 1

4.2.3.1 Extraccion de RNA

A partir de la muestra de sangre total materna, de cordon vy tejido placentario se
realizd extraccion de ARN total con el kit de QlAamp RNA Blood Mini® de
QUIAGEN, este asegura la integridad y pureza del ARN utilizando soluciones
amortiguadores para la conservacion, y columnas con membranas de silica a la
que el ARN se une mientras que las proteinas, los metabolitos y otros
contaminantes no. Para iniciar la extraccion de sangre total periférica y de cordon,
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se sometio a lisis con tampon suministrado en el estuche comercial; el tejido de
placenta que se mantuvo en RNALater® fué homogenizado por lisis mecanica, el
producto lisado, tanto del tejido como de la sangre total, se transfirié a un tubo con
sales de guanidina y Beta-mercaptoetanol, para continuar la lisis e inhibir las
RNAasas, posteriormente la solucidén resultante se agregé a una columna para
purificar el lisado y después de centrifugacion y lavados con etanol en diferentes
concentraciones, se purifico el ARN que finalmente se eluyé en 30 puL de agua
tratada con dietilpirocarbonato (DEPC).

4.2.3.2 Sintesis de ADN complementario

Para la sintesis de ADN complementario, se utiliz6 el Kit First Strand cDNA
Synthesis® de Fermentas. La sintesis se realizO a partir de 10 pL de ARN,
mezclados con 1 pL de primer Random hexamer, 4 uL de tampén de reaccién 5X,
1 yL de Ribolock RNase inhibitor® (20U/uL), 2 pL de 10 mM dNTP Mix, y 2 uL de
M-MuLV Reverse Transcriptase (20U/uL); la mezcla se llevd a incubacion por 60
minutos a 37°C, posteriormente la reaccion se termin6 con una incubaciéon a 70°C
por 5 minutos.

Se realiz6 la cuantificacion de la concentracion de cDNA en un Nanodrop
(THERMO) y la misma se ajustdé a 500ng/mL para la realizacion de los ensayos.
La calidad del cDNA se evidencio por medio de una PCR convencional para el gen
Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

4.2.3.3 PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real se realizé en un equipo Applied Biosystems Step One Plus
usando TagMan (ABI). La reaccién se realizé con un volumen final de 10uL que
contiene 1uL de DNA, 5uL de Master mix TagMan gene expression (Applied
Biosystems), y 0,5uL de 20X TagMan assay mix (primers y sondas de cada
citoquina/quemoquina). Los primers para citoquinas y las quemoquinas y la B3-
actina fueron suministrados por la casa comercial ABI.

La PCR para todas las citoquinas/quemoquinas se realiz6 en condiciones estandar
(50°C por 2min, 95°C por 10min, 95°C por 10s, 60°C por 1 min). Las curvas
estandar y los datos de las muestras se expresaron en nimero absoluto de copias
normalizados con los datos obtenidos de la amplificacion de la B-actina. Por lo
tanto, las curvas estandar fueron construidas para cada ensayo de PCR.

4.2.4 Medicion de los niveles de citoquinas y quemoquinas en plasma por
ELISA multiplex.

El ELISA multiplex, se realiz6 en un equipo Luminex. La concentracion de
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citoquinas y quemoquinas (TNFa, IFNy, IL1B, IL4, IL6, IL10, IL17, TGFpB, IL8,
MIP1, MCP1), fueron determinadas en plasma a partir de sangre periférica de
mujeres gestantes con malaria en el momento del parto. El procedimiento se
realizd en dos dias de acuerdo con el protocolo establecido por la casa comercial
Millipore.

Dia 1: Se adicion6 a cada pozo de la placa 200 uL de buffer de ensayo y se agito
por 10 min. Se retird el buffer de ensayo con ayuda de una bomba de vacio. Se
adicionaron 25 uL de buffer de ensayo a cada pozo a los cuales se les adicionaron
las muestras, posteriormente se agregaron los estandares, controles y muestras a
los pozos que correspondieron y se adicionaron 25 uL de solucion matriz o de
suero matriz a los pozos que correspondieron a las muestras (estandar, controles
0 plasma, respectivamente). Luego, se adicionaron 25 uL de las muestras a cada
pozo. Finalmente, se adicionaron 25 pL de la mezcla de perlas magnéticas con los
anticuerpos anti-citoquinas/quemoquinas mencionadas anteriormente. La placa
fue incubada en agitacion a temperatura ambiente, toda la noche.

Dia 2: El liquido de cada pozo sera removido mediante vacio, no por inversion. Se
realizaron dos lavadas con 200 uL de buffer de lavada, el buffer se removi6 por
vacio cada vez. Se adicionaron 25 pL de anticuerpos de deteccidén en cada pozo.
La placa fue incubada en agitacion por 1 hora. Posteriormente se adicionaron 25
ML de estreptavidina-ficoeritrina. Se incubd en agitaciéon por 30 min. Se removio
todo el liqguido de cada pozo por medio de vacio. Se lavd dos veces con buffer de
lavada y se removié el buffer con vacio. Se adicionaron 150 yL de PBS1X y se
agité por 5 min con el fin de resuspender las perlas. La lectura se realiz6 en el
Luminex.

4.25 Andlisis de resultados.

Los resultados de la expresion y secrecion de citoquinas/quemoquinas se
analizaron mediante el paquete estadistico SPSS 15.0. Se encontré que los datos
fueron No paramétricos con la prueba de Kolmogorov Smirnov, por lo tanto se
aplico la prueba de Kruskall Wallis (ANOVA K-W) para la comparacion de los tres
grupos estudiados (MGP+, MGP- y Control). Para la comparacion de dos grupos
se aplicé la prueba de Mann Withney. Se aplico la correlacion de Spearman para
relacionar citoquinas entre compartimentos. Se utilizd el programa Graphpad
Prisma 5 para la graficacion.
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Fold change (MRNA levels)

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Efecto de la malaria en la expresion de citoquinas y quemoquinas en el
tejido placentario, sangre periférica materna y cordén.

Para la medicion de citoquinas y quemogquinas, fueron evaluadas 20 muestras del
grupo MGP+, 10 muestras para MGP- y 20 muestras del grupo control de los
diferentes compartimentos (sangre periférica materna, placenta y cordén).

Ninguna de las muestras de los diferentes compartimentos amplifico para IL4 e
IL17. Se detect6 cDNA de las citoquinas TNF, IFN@, IL1B3, TGFpB, IL10, IL6 y de las
guemoquinas IL8, MIP1 y MCP1 (Los datos de promedios, desviacion estandar,
minima y maxima, se pueden ver en el anexo 4).

Al realizar el analisis de varianza no paramétrico de Kruskall Wallis entre los tres
grupos (MGP+, MGP-,Control), se observdo diferencia estadisticamente
significativa en la placenta para las citoquinas pro-inflamatorias: TNF(p=0.001),
IFNy (p=0.011), IL1B (p=0.014). Se encontr6 que las tres citoquinas se
encontraban aumentadas en el grupo MGP+. En el grupo MCP-, solo se encontro
aumentada la IL1B (Gréafica 4.1).

INF IFNy IL1B
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Gréfica 4.1 Citoquinas proinflamatorias con diferencia significativa entre los tres grupos en la
placenta. La prueba de Kruskall Wallis fue usada para detectar diferencias significativas entre los
tres grupos comparados. P<0.05 fue considerado como significante.

En las citoquinas anti-inflamatorias se encontrd diferencia significativa para TGF3
(p=0.00) en la placenta y en sangre periférica materna y e IL10 (p=0.003) en
sangre de cordon (Gréfica 4.2). En la placenta la diferencia la esta haciendo el
grupo MGP-, encontrandose aumentada la TGFB, mientras que esta misma
citoquina en sangre periférica se encuentra disminuida.
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Grafica 4.2 Expresion aumentada de citoquinas anti-inflamatorias en la placenta (P), sangre
periférica materna (SPM) y el Cordén umbilical (C). Se muestra la comparacién entre los grupos

control, MGP+ y MGP- para las citoquinas TGFB € IL10. La prueba de Kruskall Wallis fue usada
para detectar diferencias significativas entre los tres grupos comparados. P<0.05 fue considerado
como significante.

En la expresion de quemoquinas se encontrd diferencia significativa entre los tres
grupos en la placenta para las quemoquinas IL8 (p=0.000), MIP1 (p=0.022) y
MCP1 (p=0.038). Se encontr6 aumentada la IL8 y la MIP1 en el grupo de MGP- y
en el grupo MGP+ la MCP1 (Grafica 4.3).
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Graficas 4.3 Quemoquinas con diferencia significativa entre los tres grupos. en la placenta. La
prueba de Kruskall Wallis fue usada para detectar diferencias significativas entre los tres grupos
comparados. P<0.05 fue considerado como significante.
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4.3.2 Efectos en la expresién de citoquinas/quemoquinas en gestantes con
P.vivax y P. falciparum.

Con el fin de conocer especificamente la modulacion en las citoquinas y
guemoquinas en cada uno de los compartimentos estudiados, se evaluaron las
mismas, a partir del grupo MGP+ separado por especies parasitarias, P. vivax y P.
falciparum.

En el grupo MGP+ para P. vivax, se encontré aumento en la expresion de todas
las citoquinas proinflamatorias estudiadas (TNF (p=0.019), IFNU (p=0.047), IL1B
(p=0.038)) en las placentas. Las citoquinas anti-inflamatorias, no presentaron
ninguna alteracion con respecto al grupo control en ninguna de las diferentes
muestras analizadas (placenta, sangre periférica, cordon). Se encontré aumentada
la quemoquina MCP1 (p=0.035) (Grafica 4.4).

En el grupo MGP+ para P. falciparum, se encontré aumento en la expresion de la
citoquina proinflamatoria: IFNL!, en las placentas e IL13 en sangre periférica , las
citoquinas anti-inflamatorias. no presentaron ninguna alteracion con respecto al
grupo control, solo la quemoquina MCP1 en placenta se observd aumentada
(Grafica 4.5).
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Grafica 4.4 Comparacién entre la expresion de citoquinas pro-inflamatorias en MGP (+) con
infeccion por P. vivax/P. falciparum y el grupo Control. La prueba de U Mann Whitney fue usada
para detectar diferencias significativas entre los dos grupos comparados (Control vs P. vivax o
Control vs P. falciparum). P<0.05 fue considerado como significante.

** Diferencia significativa con respecto al grupo control.
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4.3.3 Concentracion plasmatica de citoquinas/quemoquinas de gestantes
cony sin malaria (ELISA multiplex)

La concentracion plasmatica de citoquinas/quemoquinas fue medida en los tres
compartimentos (sangre periférica materna n=14, placenta n=10 y cordén n=7)
solo para el grupo de MGP+ comparado con el grupo control ((sangre periférica
materna n=19, placenta n=19 y corddén n=13). (Los datos de promedios,
desviacién estandar, minima y maxima, se pueden ver en el anexo 4).

A las citoquinas IFN, TNF, IL17 e IL4, no se les aplico ningun andlisis, debido a
que los controles de la muestra no mostraron ninguna lectura, por lo tanto no son
confiables.

En este estudio se observd diferencia estadisticamente significativa en la placenta
para la citoquina pro-inflamatoria: IL13 (p=0.013).
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Grafica 4.5 Niveles plasméaticos aumentados de citoquina pro-inflamatoria en la placenta del grupo
MGP+. La prueba de U Mann Whitney fue usada para detectar diferencias significativas entre los
dos grupos comparados. P<0.05 fue considerado como significante.

La citoquina anti-inflamatoria:IL10 se encontré6 aumentada en placenta (p=0.029),
sangre periférica materna(p=0.001) y cordon (p=0.003) (Gréafica 4.6).

Adicionalmente se encontré disminuida la quemoquina MCP1 en sangre periférica
materna.
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Grafica 4.6 Niveles plasméticos aumentados de la citoquina pro-inflamatoria IL10. Se muestra la
comparacion entre los grupos control y MGP+ en placenta (P), sangre periférica materna (SPM) y
cordén (C). La prueba de U Mann Whitney fue usada para detectar diferencias significativas entre
los dos grupos comparados . P<0.05 fue considerado como significante.

4.3.4 Concentracion plasmatica de citoquinas/quemoquinas en gestantes
con P.vivax y Plasmodium falciparum

Con el fin de conocer el nivel plasméatico de citoquinas especificamente para cada
especie de Plasmodium, se realizd6 un analisis de comparacién de grupos, entre el
grupo de P vivax y grupo control y el de P. falciparum ye el grupo control, en los
compartimentos de Placenta y Sangre periférica materna: En la muestra de cordén
no se pudo realizar debido al bajo nimero de muestras.

A las citoquinas IFNy, TNF, IL17 e IL4, no se les aplico ningun analisis, debido a

que los controles de la muestra no mostraron ninguna lectura, por lo tanto no son
confiables.

En el grupo de P. vivax , no se observaron cambios en los niveles plasméticos de
la citoquina pro-inflamatoria, IL1[3, tanto en la sangre periférica materna (p=0.380)
como en la placenta (p=0.544). En cuanto a las citoquinas anti-inflamatorias, se
observd aumento en los niveles plasmaticos de la IL10, tanto en sangre periférica
materna (p= 0.005) como en la placenta (p=0.049). El niveles plasmaticos de la
guemoquinas, MIP1 y MCP1, se mostraron disminuidos en la sangre periférica
materna (MIP1 p=0.034; MCP1 p=0.008) (Gréfica 4.7)
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Grafica 4.7 Niweles plasmaticos de citoquinas que mostraron diferencias significativas entre el
grupo control y el grupo de MGP+ con P. vivax. Se muestran niveles plasmaticos aumentados de
las citoquinas IL10 en la placenta y en sangre periférica materna en el grupo MGP+ con P. vivax.
Se muestran niveles plasméticos disminuidos de MIP1y MCP1 en el grupo MGP+ con P. vivax. La
prueba de U Mann Whitney fue usada para detectar diferencias significativas entre los dos grupos
comparados. P<0.05 fue considerado como significante.

En el grupo de P. falciparum, la citoquina pro-inflamatoria IL13 mostrd niveles
aumentados en la placenta (p=0.0125). Los niveles de IL10 se encontraron
aumentados en sangre periférica materna (p=0.008), Los niveles plasmaticos de la
guemoquina MCP1 (p=0.011) se encontraron disminuidos (Grafica 4.8).
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Grafica 4.8 Niveles plasmaticos de citoquinas que mostraron diferencias significativas entre el
grupo control y el grupo de MGP+ con P. falciparum. Se muestran niveles plasmaticos aumentados
de las citoquinas IL10 en la placenta y en sangre periférica materna en el grupo MGP+ con P.
falciparum. Se muestran niveles plasmaticos disminuidos de IL1( en la placenta (P) y de IL10 en
sangre periférica materna (SPM) y la MCP1 disminuida en sangre periférica materna en el grupo
MGP+ con P.falciparum. La prueba de U Mann Whitney fue usada para detectar diferencias
significativas entre los dos grupos comparados. P<0.05 fue considerado como significante.

4.3.5 Asociaciones entre las citoquinas pro-inflamatorias/anti-inflamatorias,
las quemoquinas y algunas variables epidemioldgica, clinicas e
histopatoldgicas.

Se realizaron analisis de regresion lineal para conocer las relaciones entre las

variables epidemiolégicas y clinicas con las citoquinas/quemoquinas en los
diferentes compartimentos.

Al realizar el analisis de regresion lineal entre la expresién de citoquinas pro-
inflamatorias/anti-inflamatorias y con las quemoquinas en el tejido placentario, y
las “semanas de gestacion”, no se encontro asociacion significativa (p=0.807), al
igual que para la concentracion de las mismas moléculas en plasma a partir de
sangre placentaria (p=0.614).
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Sin embargo, al realizar el mismo analisis pero con la expresidn de citoquinas pro-
inflamatorias/anti-inflamatorias y con las quemoquinas en la sangre periférica
materna, se observd asociacion significativa (p=0.000), con IFN vy, IL1p e IL10.
Esta misma asociacion pero en el nivel plasmatico, no se encontré asociacion
(p=0.177) excepto para la IL10 (n=0.032).

La hemoglobina no mostr6 ninguna asociacion significativa con las
citoquinas/quemoquinas en la placenta (p=0.804), la sangre periférica materna
(p=0.519) yelcorddn (p=0.638).

El peso del recién nacido tampoco mostré ninguna asociacion con con las
citoquinas/quemoquinas en la placenta (p=0.804), la sangre periférica materna
(p=0.519) yelcorddn (p=0.638).

Se observo correlacion entre la inflamacion y la expresion de MCP1 (p=0.001) en
la placenta, MIP1 (p=0.012) en sangre periférica.

4.4 DISCUSION

Las citoquinas anti-inflamatorias se han descrito como las encargadas de generar
una tolerancia por parte de la madre al feto. Los efectos en la expresion y la
secrecion de citoquinas proinflamatorias /anti-inflamatorias y en las quemoquinas
pueden ser modulados por infecciones parasitarias como las causadas por
Plasmodium (19).

La infecciéon por Plasmodium en la mujer gestante cambia el equilibrio en la
respuesta de las citoquinas aumentando las de la via Thl, produciendo
complicaciones tales como: enfermedades maternas agudas (anemia),
enfermedades infecciosas congénitas, abortos, bajo peso al nacer, la muerte del
neonato e inclusive la muerte materna.

Se ha descrito que alrededor del 25% de las madres infectadas con malaria,
tienen infiltrados placentarios de monocitos en el momento del parto y la densidad
de este infiltrado se ha identificado como un factor clave y predictor de bajo peso
al nacer. Estos monocitos parecen ser la fuente citoquinas proinflamatorias que se
han asociado con bajo peso al nacer. Las citoquinas mas estudiadas son TNF,
IFNO e IL 10, sin embargo, existen otras citoquinas y quemoquinas que han sido
menos estudiadas pero se ha demostrado su importancia (5-10).

En la placenta, la expresion de las citoquinas pro-inflamatorias (TNF, IFNm, IL13)
en MGP+ se encontr6 aumentada, siendo este hallazgo similar al encontrado por
Moorman et al (1999)(6). De manera interesante se encontré que las mismas
citoquinas se encontraban aumentadas en MGP+ con P. vivax, siendo este el
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primer acercamiento al conocimiento en cuanto a respuesta inmune en gestantes
para esta especie parasitaria.

En MGP+ con P. falciparum se encontr6 aumentada la expresion de IFNR,
diferente a lo reportado por Moorman en 1999, refiriendo que en esta especie
parasitaria se encuentra aumentada la expresion de TNFa e IL1B. Ademas, ha
sido reportado que la infeccion placentaria por parasitos de malaria resulta en una
pérdida del balance de la respuesta inmune con mayor produccién de citoquinas
como TNFa e IFNy, las cuales han sido directamente involucradas en el dafio del
trofoblasto velloso (12).

También se ha observado que en gestantes con P. vivax se observa
morbimortalidad materna y fetal, posible mente debido a que las infecciones por
esta especie, a diferencia de P. falciparum, pueden cursar con niveles mas altos
de TNF (8). En cuanto a la IL 1B, ha sido asociada con parto pretérmino e
inhibicion de la absorcion de aminoacidos por defectos en los mecanismos de
transporte del sincitiotrofoblasto (6, 20).

El aumento de la expresion de las citoquinas pro-inflamatorias estudiadas en la
placenta, sin cambios en sangre periférica materna, sugiere tanto para el grupo
MGP+ como para el MGP- sin distincion de especie parasitaria, que la respuesta
inmune inflamatoria generada es "local’ y no “sistémica.

Adicionalmente, se han realizado estudios in vitro en los cuales se ha encontrado
gue moléculas pro-inflamatorias, como el TNF, conducen a un aumento en la
expresion de las moléculas de adhesion, lo cual posiblemente contribuya a que los
glébulos rojos parasitados se adhieran a las células placentarias (20-21). Esta
importante sugerencia debe ser estudiada mas ampliamente.

Es bien conocido que en humanos la regién anatémica decidua/ placenta es de
predominio anti-inflamatorio. En la decidua se liberan citoquinas anti-inflamatorias como
la IL-10 y la TGF-B, ademas las vellosidades placentarias liberan diversos agentes anti-
inflamatorios en el espacio intervelloso a la circulacion materna. Estos incluyen: la
progesterona, que inhibe especificamente el desarrollo de las células Thl e inhibe la
funcion efectora de los macrofagos la PGE2 también inhibe el desarrollo de Thl a
través de la inhibicion de la produccion de la IL12 por las APC. La liberacién de
estos agentes anti-inflamatorios de las vellosidades placentarias en la circulacion materna
no sélo suprime la inflamacién en el espacio intervelloso placentario, sino que también,
proporciona una posible fuente de la supresiéon de la inmunidad sistémica mediada por
células en las mujeres embarazadas.

En nuestro estudio se pudo evidenciar que la expresion de citoquinas anti-inflamatorias
estudiadas (IL6, IL10, TGF[B), permanecieron sin cambios tanto en MGP (+) (para

ambas especies parasitarias) como en MGP(-), posiblemente la regulacién dirigida
al control de la inflamacion sea dependiente de la carga parasitaria o del tiempo de
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la parasitemia en la placenta que permite modular fuertemente la expresion de
citoquinas pro-inflamatorias (22-23), ademas algunos estudios sugieren que la
hemozoina en mononucleares placentarios, suprime la produccion de 1L10(24).

Sin embargo, se encontraron niveles plasmaticos significativamente aumentados
en el grupo MGP+, con respecto al grupo control, en la placenta, sangre periférica
y cordon. Esto se puede explicar debido a que pueden existir factores inhibidores
en el proceso de produccion y secrecion de la citoquina, que pueden estar
involucrados en el grupo control (embarazadas sin malaria), hallazgo que
explicaria que las expresiones estuvieran similares pero las secreciones no. Para
la evidencia de este hallazgo y obtencién de la dinamica de estas moléculas se
debe realizar un estudio de seguimiento en el tiempo haciendo la asociacion con la
densidad parasitaria. Estos hallazgos de niveles plasmaticos aumentados de IL10
en la placenta y sangre periférica, son similares al estudio realizado por
Kabyemela et al en el 2008, en la cual los autores sugieren a la IL10 como un
marcador de inflamacion en la malaria placentaria (25).

Por otro lado, la restriccidon en el crecimiento intrauterino, el parto pretérmino, los
abortos, los mortinatos, el peso del recién nacido y la anemia materna, han sido
reportadas como consecuencias en gestantes con malaria, independientemente
de la especie (26-27). Estos efectos tanto en la materna como en el producto de la
gestacion han sido asociados con la modulacién de la respuesta inmune,
cambiando la respuesta anti-inflamatoria por una respuesta pro-inflamatoria
durante una malaria gestacional.

En nuestro estudio se observa claramente este cambio en el sistema inmune
materno, sin embargo en este estudio no se encontrd ninguna asociacion entre
estos efectos y la respuesta inmune inflamatoria, excepto en las semanas de
gestacion, sugiriendo parto pretérmino, relacionado con la expresion de la IL1B8 y
de la IL10 en la placenta, al igual que con los niveles plasméticos de IL10 en
sangre periférica materna.

Es importante tener en cuenta que en paises tropicales, la malaria es un
significante factor de riesgo para los partos prematuros (7, 28).El parto pretérmino
es una causa que lleva a mortalidad neonatal (29)(5). Los sistemas neurolégico y
respiratorio de infantes prematuros pueden no tener un desarrollo completo en el
momento del nacimiento, provocando una variedad de enfermedades en los
infantes. La mayoria de infantes prematuros también tienen bajo peso al nacer,
incrementando asi su riesgo de morir durante su primer afio de vida(30).

Durante la malaria gestacional, la mayoria de las placentas infectadas presentan
infiltracién celular, la cual se atribuye a quemoquinas como la IL8, MIP1 y MCP1
(5, 31-32). Nosotros encontramos aumentada la expresién de la MCP1 en MGP+
tanto en infeccidon con P. vivax como con P. falciparum, sugiriendo la importancia
de la misma en el trafico celular hacia la placenta.
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Este resultado es similar al reportado por Dong S., et al. en el 2012(32), en el que
la MCP 1 fue significativamente alta en la placenta durante la infeccion por P.
falciparum y al reporte de Abrams et al en el 2003(5), encontrando alta expresion
de esta quemoquina en la placenta y relacionandola con el infiltrado celular. Es
importante resaltar que en nuestro estudio igualmente, se encontré asociaciéon de
la inflamacion con la quemoquina MCP1.

Este estudio permitié concluir que la malaria causa un efecto pro-inflamatorio en
las placentas de las gestantes con malaria actual y con historia de malaria, el cual
sugiere por la expresidn de citoquinas, ser una modulacion inmunoldgica local y no
sistémica para ambas especies plasmodiales.

Segun los resultados obtenidos, en el grupo MGP+ se muestran aumentadas las
citoquinas pro-inflamatorias TNF, IFNy e IL138 posiblemente por la induccidn de los
parasitos y/o los depdésitos de hemozoina en la placenta y el trafico de monocitos-
macréfagos promovido por la MCP1 (figura 4.1). Ademas, en el grupo de
gestantes con historia de malaria en la actual gestacion, MGP-, se generd
modulacién pro-inflamatoria con aumento de IFNy e IL1B , sugiriendo que las
secuelas (depésitos de hemozoina) en la placenta, son las causantes de esta
respuesta. Posiblemente la MIP1 y la IL18, sean las causantes del reclutamiento
de monocitos-macréfagos y NK, adicionalmente la regulacién de la respuesta
inflamatoria puede estar regulada por el TGF (figura 4.1).

MGP (+) MGP (-)
MALARIA EN EL MOMENTO DEL PARTO MALARIA DURANTE EL EMBARAZO
INFILTRADO CELULAR INFILTRADO CELULAR
@ e 3 e
Neutrdfilos Macréfagos :f‘.h Neutréfilos Macréfagos ";':.h
. . "I l“" . . H '.I l'l' 3
Células NK Linfocitos HenTozoma Células NK Linfocitos emozoina
Qo
(] (@] ( J

Monocitos Parésitos Monocitos

PLACENTA PLACENTA

Figura 4.1 Modulacién de expresion de citoquinas en la placenta inducidas por Plasmodium en
MGP(+) y MGP(-).

Especificamente, Plasmodium vivax induce la expresion de las citoquinas pro-
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inflamatorias TNFa, IFNy, IL1B en la placenta, mientras que P. falciparum solo
induce la expresion de IFNy. Esta modulacion de ambas especies hacia un perfil

pro-inflamatorio, posiblemente pueda tener efectos negativos sobre la materna y el
producto de la gestacion.

Adicionalmente el trafico celular en la placenta parece ser promovido por la MCP1
en placentas con infeccion activa y por IL8 y MIP1 en placentas con historia de
malaria en el actual embarazo.

Es importante tener en cuenta que este estudio tuvo limitaciones en el tamafio de
la muestra, pues durante los 3 afios de toma de muestras se tuvieron
inconvenientes de diferente indole como el dificil acceso en areas de conflicto
politico, disminucién de la incidencia de malaria en al region de Uraba, el parto en
casa de las gestantes de estas zonas.

En cuanto al estudio inmunoldgico, seria interesante e importante, aumentar el
numero de moléculas, especialmente las de las subclases de células Th y estudiar
hormonas que estén relacionadas con los efectos en la respuesta inmune con el
fin de ir aclarando mecanismos inmunolégicos que puedan llegar a ser Utiles en el
disefio de tratamientos y vacunas contra la malaria gestacional.
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CAPITULOS.

EFECTOS DE LA MALARIA GESTACIONAL POR Plasmodium vivax SOBRE
EL ESTADO CLINICO E INMUNE EN GESTANTES DEL NOROCCIDENTE DE
COLOMBIA

102



5.1 INTRODUCCION

La malaria por Plasmodium vivax, ha sido poco asociada con gravedad en mujeres
embarazadas (1, 2), pero se conoce que es responsable de anemia materna y
reduccion en el peso del recién nacido (3-8), el cual a su vez cursa con alta
mortalidad infantil (9, 10). Por lo tanto, desde la perspectiva de salud publica la
malaria gestacional por P. vivax puede considerarse como un problema grave ya
que sus efectos pueden reflejarse hasta mas alla del nacimiento, durante la etapa
infantil.

Es ampliamente conocido que durante la malaria gestacional por P. falciparum
existe secuestro del parasito en la placenta por la unién especifica entre Condroitin
sulfato A (CSA) placentario y la proteina PfEMP1 expresada en el globulo rojo
parasitado (11, 12). Sin embargo, tal fendbmeno no es claro con P. vivax, aunque
dos estudios in vitro recientes, sugieren que los parasitos exhiben afinidad por
CSA y acido hialurénico (HA), al igual que P. falciparum, pero se confirma que los
eritrocitos infectados con P. vivax no exhiben citoadherencia a los principales
ligandos de la vasculatura endotelial, a los cuales si se adhieren eritrocitos
infectados con P. falciparum (13, 14). En las placentas infectadas con P. vivax
son marcados los depdsitos de hemozoina, pero los cambios inflamatorios y
patolégicos no se ha observado que sean tan graves como los de P. falciparum
(15).

La mayoria de los estudios en malaria gestacional y placentaria han sido
realizados en &reas de alta transmision para P. falciparum el sub-Sahara Africano.
En regiones de alta endemicidad para malaria, el rango de prevalencia de la
malaria placentaria esta entre 30% y 60% y ha sido asociada con un alto
incremento del riesgo de pérdidas de infantes, particularmente en primigravidas.
Adicionalmente, el impacto de los efectos en la malaria gestacional y placentaria
pueden diferir en regiones de baja 0 moderada endemicidad, asi como también los
cambios inmunolégicos y patolégicos en la periferia y en la placenta.

Todas las especies de Plasmodium para humanos pueden infectar mujeres
embarazadas, pero solo la susceptibilidad a P. vivax y P. falciparum ha sido
estudiada(16, 17) (18).

La mayoria de los reportes sobre infecciones con P. vivax, son de regiones fuera
de Africa. Las mujeres estan en riesgo aumentado de infeccion con P. vivax
durante el embarazo, aunque el riesgo es menor que con P. falciparum; datos de
Brasil, muestran que la relacién de P. falciparum y P. vivax fue de 1:5,6 en un
grupo de mujeres infectadas no embarazadas (3, 15, 19), lo cual puede ser
explicado por la falta de citoadherencia de P. vivax en la placenta (15). Sin
embargo, ahora hay evidencia de que infecciones simples con P. vivax en sangre
periférica estan asociadas con la reduccién en el peso al nacer y con la
hemoglobina materna (3, 20).
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Interesantemente, comparado con P. falciparum el efecto de P. vivax sobre el
peso al nacer puede ser mas pronunciado en multigravidas a pesar de la mas alta
incidencia de la infeccién por P. vivax en primigravidas (3). También es mas
probable que las mujeres embarazadas con infeccidn por P. vivax, presenten mas
recaidas que las mujeres no embarazadas(3), principalemtente como
consecuencia de la contraindicaciéon de esquizonticidas tisulares durante la
gestacion.

En Colombia, se han publicado pocos estudios epidemioldgicos y clinicos en el
tema de la malaria gestacional y placentaria. Un reciente estudio muestra que en
el Urab&a antioquefio, la prevalencia de malaria gestacional fue de 10.39%, la
incidencia de 9.29% vy la prevalencia de malaria placentaria de 11.7%(21).

En el marco de un estudio que busca conocer la frecuencia de la malaria
gestacional y sus consecuencias en la madre y en el feto, en un de las regiones
mas altamente endémicas para malaria vivax de Colombia, se reportan la relacién
de la malaria por P. vivax con la edad de la materna, la edad gestacional, la
gravidez, la hemoglobina y el peso del recién nacido, ademas de los efectos de las
citoquinas pro Yy anti-inflamatorias y en las quemoquinas en los tres
compartimentos: sangre periférica materna, placenta y cordén umbilical.
Adicionalmente, se describen los hallazgos histopatolégicos en la placenta.

5.2 METODOLOGIA

5.2.1 Tipo de estudio, poblacién y tamafio de muestra.

El presente estudio hace parte de un macro proyecto en cuyo objetivo es conocer
la incidencia, prevalencia y los efectos de la malaria gestacional en el
Noroccidente de Colombia, regiones de Uraba y Cérdoba.

El presente reporte se basa en un estudio de tipo descriptivo y otro analitico,
transversal y prospectivo. La poblacion de estudio correspondié a 43 mujeres
embarazadas que acudieron a los diferentes hospitales de los puntos centinela
para el estudio: Turbo, Puerto Libertador, Valencia, Tierralta y Monteria.

Para este estudio se estudiaron 2 grupos de mujeres embarazadas con malaria. El
primero, consistié de aquellas gestantes con malaria en el momento del parto
(MGP+), segun la gota gruesa o la PCR en tiempo real realizadas a partir de la
muestra de sangre placentaria o de la sangre periférica materna,
independientemente de la presencia de sintomas-signos clinicos. El segundo
estuvo conformado por mujeres con historia de malaria en cualquiera de los
meses previos a la gestacion actual pero sangre placentaria o materna negativa
para el parasito por cualquiera de los métodos antes mencionados (MGP-). Para el
grupo control, se involucraron embarazadas sin historia de malaria en la actual
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gestacion y con diagndéstico por gota gruesa y PCR en tiempo real negativo, en las
muestras de sangre periférica materna o placentaria.

El proyecto recibio aval ético del Comité de Etica, del Instituto de Investigaciones
Médicas de la Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia. El proceso de
inclusién y participacion voluntaria de los sujetos se realiz6 en conformidad con las
pautas nacionales (Resolucion N° 008430 del 4 de Octubre de 1993, Republica de
Colombia, Ministerio de Salud) e internacionales (Declaracion de Helsinki y sus
enmiendas, Asociacion Médica Mundial (WMA), Edimburgo, Escocia, Octubre
2000), segun las cuales se obtendra la firma del consentimiento informado de
todos los participantes. Para evitar los riesgos de pérdida de confidencialidad, en
el momento de firmar el consentimiento, a cada voluntario se le asignd un codigo y
solo personal autorizado accedi6 a esta informacidn.

5.2.2 Recoleccidon de la informacién clinica.

La informacion se obtuvo mediante revision de la historia clinica perinatal “CLAP”
y/lo las historias clinicas de las gestantes archivadas en el hospital o la consulta
externa. Se tomaron datos de las variables: edad de la gestante, edad gestacional,
gravidez, hemoglobina de la gestante y peso del recién nacido.

Parto pretérmino se defini6 como cualquier gestacion inferior a 37 semanas de
gestacion. La anemia materna se clasific6 como leve con niveles de hemoglobina
(Hb) entre 10.1-10.9g/dL, moderada con Hb 7.1-10.0g/dL y grave si la Hb era
inferior a 7.0g/dL. Finalmente como bajo peso al nacer se considero aquel infante
de menos de 2.500g.

5.2.3 Diagndstico de infeccién por Plasmodium spp.y densidad parasitaria.

El diagndstico infeccion se hizo por dos técnicas: gota gruesa y reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real mdltiple. Muestras de sangre
materna, de cordon y de placenta fueron recolectadas para tal fin(22, 23). La
cuantificacion de parasitos fue realizada por PCR en tiempo real usando el
protocolo publicado por Shokoples et al.(24).

Se definib como malaria gestacional la positividad de cualquiera de estas pruebas
diagndsticas en sangre de la madre. De la misma manera si una de las pruebas
diagnostica era positiva a partir de sangre placentaria se consideraba como
malaria placentaria y si la sangre del corddn era positiva, se trataba de malaria
congénita.
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5.2.4 Recoleccién de muestras

Para la determinacién de la expresion de los genes de citoquinas y quemoquinas y
su nivel de concentracion, se tomaron 4mL de sangre periférica materna y de
cordén umbilical, en un tubo con EDTA, se alicuotaron en crioviales y fueron
almacenadas en nitrégeno liquido hasta el momento de los analisis.

Para la identificacion de la especie de parasito y su cuantificacion, se realizd gota
gruesa y PCR en tiempo real. A partir de la muestra inicial de 4mL, se tomaron dos
gotas para realizar dos gotas gruesas en la misma lamina y una gota para realizar
el extendido. Se realizaron dos laminas de gota gruesa. Para la cuantificacion por
PCR en tiempo real, se agregaron dos gotas de muestra en papel de filtro
Whatman 3M.

La placenta fue recolectada en el momento del parto y se lavé con solucion salina
al 0.9%. Para la cuantificacion de citoquinas y quemoquinas por PCR en tiempo
real, se obtuvo un fragmento de 1 x 2 cm, de todo el espesor (3 cm), el fragmento
se almacend en nitrégeno liquido. Adicionalmente, un fragmento de 2 x 2 cm se
agregd en un tubo de 15mL con RNA later, se almacen6 a -20°C, hasta el
momento de su uso.

Para la identificacion de la especie de parasito y su cuantificacién, se tomé sangre
de placenta realizando un corte profundo de 3 x 3 cm, sin atravesar la placenta. A
partir de esa muestra se realizaron 2 laminas de gota gruesa por duplicado y una
lamina de extendido. Adicionalmente, se tomé sangre del mismo lugar para
impregnar el papel filtro Whatman 3.

5.2.4.1 Extraccion de RNA

A partir de la muestra de sangre total materna, de corddn y tejido placentario se
realiz6 extraccion de ARN total con el kit de QIAamp RNA Blood Mini® (QIAGEN).
Para iniciar la extraccion de sangre total periférica y de cordén, se sometio a lisis
con un buffer; el tejido de placenta que se mantuvo en RNALater® fué
homogenizado por lisis mecanica, el producto lisado, tanto del tejido como de la
sangre total, se transfirio a un tubo con sales de guanidina y Beta-mercaptoetanol,
para continuar la lisis e inhibir las RNAasas, posteriormente la solucidn resultante
se agregd a una columna para purificar el lisado y después de centrifugacion y
lavados con etanol en diferentes concentraciones, se purific6 el ARN que
finalmente se eluy6 en 30 uL de agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC). La
conversion de RNA a DNAc se realiz6 inmediatamente.
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5.2.4.2 Sintesis de ADN complementario

Para la sintesis de ADN complementario, se utilizd el Kit First Strand cDNA
Synthesis®(Fermentas). La sintesis se realiz6 a partir de 10 pL de ARN,
mezclados con 1 pL de primer Random hexamer, 4 uL de tampdn de reaccion 5X,
1 pL de Ribolock RNase inhibitor® (20U/uL), 2 pL de 10 mM dNTP Mix, y 2 pL de
M-MuLV Reverse Transcriptase (20U/uL); la mezcla se llevo a incubacion por 60
minutos a 37°C, posteriormente la reaccion se termind con una incubacién a 70°C
por 5 minutos. Se realizd la cuantificacion de la concentracion de cDNA en un
Nanodrop (THERMO) y la misma se ajustd a 500ng/mL para la realizacién de los
ensayos. La calidad del cDNA se evidencié por medio de una PCR convencional
para el gen Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenada (GAPDH).

5243 PCR en tiempo real para medir la expresion de
citoquinas/quemoquinas

La expresion de las citoquinas pro-inflamatorias (TNF, IFNy, IL1B), las anti-
inflamatorias (IL10, IL6, TGFB) y las quemoquinas (IL8, MIP1, MCP1) fue medida
por PCR en tiempo real.

La PCR en tiempo real se realizé en un equipo Applied Biosystems Step One Plus
usando TagMan (ABI). La reaccion se realiz6 con un volumen final de 10uL que
contiene 1uL de DNA, 5uL de Master mix TagMan gene expression (Applied
Biosystems), y 0,5uL de 20X TagMan assay mix (primers y sondas de cada
citoquina/quemoquina). Los primers para citoquinas y las quemoquinas y la -
actina fueron suministrados por la casa comercial ABI.

La PCR para todas las citoquinas/quemoquinas se realizé en condiciones estandar
(50°C por 2min, 95°C por 10min, 95°C por 10s, 60°C por 1 min). Las curvas
estandar y los datos de las muestras se expresaron en numero absoluto de copias
normalizados con los datos obtenidos de la amplificacién de la B-actina. Por lo
tanto, las curvas estandar fueron construidas para cada ensayo de PCR.

5.2.5 Histopatologia de la placenta.

La placenta fue colectada en el momento del parto y se lavd con solucién salina al
0.9%. Para la realizacion de la histopatologia, se hizo un corte de 1 x2 x 3 cm al
lado del cordon umbilical y otro de igual tamafio entre el cordén y el borde de la
placenta.

Los estudios histologicos fueron conducidos en las secciones del tejido fino que
previamente fueron fijados en formalina neutra y luego embebidos en parafina en
el Laboratorio de Patologia de la Universidad de Antioquia (Medellin).

Los cortes histologicos (5 um) y la tincion con hematoxilina/eosina (HE) fue
realizada en la “Unidad de Tejidos Humanos” de la Universidad de Nuevo México
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(EV). Las lecturas fueron realizadas por un experto en la observacion de hallazgos
patologicos en la placenta, utilizando un protocolo disefiado en el grupo “Salud y
Comunidad” con el fin de tener en cuenta la histologia de la decidua, el espacio
intervelloso, las vellosidades y las membranas fetales. Las laminas fueron
observadas con microscopio de luz con objetivos 40X y 100X .

5.2.6 Inmunohistoquimica

Para la deteccidén de monocitos-macrofagos en las placentas, se realizd la técnica
de inmunohistoquimica a partir del tejido en parafina. Se realizaron cortes de 2.5
micras y el tejido fué adherido en laminas. Se realizd desparafinizacion,
hidratacion y recuperacion antigénica. Se utilizé el método de tincidn indirecta por
inmunoperoxidasa. Para ello se utilizaron anticuerpos monoclonales anti humanos
contra CD especifico para cada una de las células de interés, de
monocitos/macréfagos (CD68) y Natural Killer (CD56), anticuerpos secundarios
biotinilados anti-ratbn y un sistema comercial del complejo avidina-biotina-
peroxidasa. Las muestras se procesaron de acuerdo al protocolo recomendado
por la casa comercial productora del juego de reactivos (DAKO). Las muestras se
procesaron en paralelo con placentas no infectadas como controles negativos.

5.2.7 Anélisis de datos.

Para la evaluacion de algunas variables epidemioldgicas y clinicas, los datos se
analizaron utilizando estadistica descriptiva (promedios, desviacion estandar,
maximos y minimos, analizandolos mediante el programa estadistico SPSS 15.0 y
las gréaficas en el programa Graphpad Prism5. Los resultados de la expresion de
citoquinas/quemoquinas se analizaron mediante el programa estadistico SPSS
15.0. Se encontr6 que los datos fueron no parametricos con la prueba de
Kolmogorov Smirnov, por lo tanto se aplicé la prueba de Kruskall Wallis (ANOVA
K-W) para la comparacién de los tres grupos estudiados (MGP(+), MGP(-) y
Control). Para la comparacion de dos grupos se aplico la prueba de Mann Withney
para datos no parameétricos.

5.3 RESULTADOS

5.3.1Caracteristicas de la poblacion estudiada.

Un total de 43 gestantes fueron incluidas en esta parte del estudio. De ellas, 15
tenian infeccion por P. vivax en el momento del parto y 8 reportaron con historia de
malaria por P. vivax. El grupo control consistié de las 20 restantes que no estaban
afectadas ni tenian historia de malaria gestacional

El grupo MGP+, presentd un promedio de edad de 21.14, de semanas de
gestacion de 37.8, de Hb de 11.1g/dL y de peso de recién nacido de 3127g. En
cuanto a la paridad, 5/13 eran primigravidas y 8/13 multigravidas. En el grupo
MGP- , presenté un promedio de edad de 19,3 afios, de semanas de gestaciéon de
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39.0, de Hb de 11.07g/dL y de peso de recién nacido de 3.011g. En cuanto a la
paridad (n=13), 5/13 eran primigravidas y 8/13 multigravidas.

En relacion con la edad gestacional, en el grupo MGP+, 2/11 gestantes tuvieron
parto pretermino, una con 32 semanas de gestacion y otra con 36 semanas de
gestacion. Sinembargo, 6/11 pacientes tuvieron el parto en menos de 40 semanas
y 3/11 a las 40 semanas. En MGP-, no se presento parto pretérmino.

La densidad parasitaria (DNA/UL) en las gestantes del grupo MGP+ en sangre
periférica materna estuvo entre 6,0-2.860 y el promedio fue de 501.4. En placenta
el rango de la densidad parasitaria fue 0.1 -298.1 y con promedio de 52.6. Existe
una diferencia significativa entre el valor de la densidad parasitaria en sangre
periférica materna y el de la placenta (p= 0.040), siendo la densidad parasitaria
mayor en sangre periférica.

5.3.2 Expresibn de citoquinas pro-inflamatorias/antiinflamatorias y
guemogquinas en los grupos MGP+y MGP-

Al realizar la evaluacién de la expresion de las citoquinas pro-inflamatorias y anti-
inflamatorias entre el grupo MGP+ y el control se encontré que las citoquinas
proinflamatorias se encontraron aumentadas, TNF (p=0.019), IFNy (p=0.047) e
IL1B (p=0.038), en el compartimento de placenta (Grafica 5.1). Las citoquinas anti-
inflamatorias no presentaron ninguna alteracién en ninguno de los compartimentos
(placenta, sangre periférica materna y cordon).
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Gréafica 5.1. Comparacion entre la expresion de citoquinas pro-inflamatorias en MGP (+) con
infeccién por P. vivax y el grupo Control. La prueba de U Mann Whitney fue usada para detectar
diferencias significativas entre los dos grupos comparados (Control vs P. vivax ). P<0.05 fue
considerado como significante.
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En el grupo de MGP- comparado con el grupo control, se encontré que para las
citoquinas proinflamatorias solamente el IFNy se encontr6 aumentado en la
placenta (p=0.042), al igual que la citoquina anti-inflamatoria TGF-B (p=0.002)
(Gréfica 5.2).
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Grafica 5.2 Comparacion entre la expresiéon de citoquinas IFNE y TGFB en MGP (-) vy el grupo
Control. La prueba de U Mann Whitney fue usada para detectar diferencias significativas entre los
dos grupos comparados (Control vs P. vivax ). P<0.05 fue considerado como significante

En el grupo de MGP+, se encontré diferencia significativa en la quemoquina,
MCP-1 en la placenta (p=0.035), sin embargo en sangre periférica y en el cordon
umbilical los niveles fueron similares. La MIP-1 y la IL8 no mostraron diferencias
significativas en ninguno de los compartimentos. Mientras que en el grupo MGP-,
la IL8 (p=0.025) se encontr6 aumentada en la placenta (Gréafica 5.3).
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Grafica 5.3 ComparaEfientre la ¥kpfesion de que®yelinas en M&P (+) y MGP- y el grupo
Control. La prueba de U Mann Whitney fue usada para detectar diferencias significativas entre los
dos grupos comparados (Control vs P. vivax ). P<0.05 fue considerado como significante.
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5.3.3 Caracteristicas histopatolégicas y presencia de monocitos-macréfagos
y células NK en la placenta. En la evaluacion histopatolégica se encontré que en
el grupo MGP+, 6/9 placentas, presentaron deciduitis; 6/9 depdsitos de fibrina; 5/9
villitis crénica, 6/9 inflamacién y 4/9 hemozoina, ninguna presentdé necrosis,
calcificaciones o eritrocitos parasitados. En las placentas evaluadas del grupo
MGP-(n=3), es interesante que 1/3 placentas del grupo MGP-, presento villitis
cronica, inflamacion y hemozoina y en 2/3 placentas presentaron depositos de
fibrina (Figura 5.1).

Figura 5.1. A. Infiltrados de células inmunes en decidua placentaria H&E 100X.. B. Villitis Crénica
H&E 100X. C. Calcificaciones en vellosidades y espacio intervelloso H&E 100x. D. Pigmento
malarico H&E 100x. E. Vellosidad rodeada de fibrina H&E 100X

Al realizar la identificacion de monocitos-macréfagos (CD68), tanto en el grupo
MGP+ como en el MGP-, se observan aumentados con respecto a las placentas
control (Figura 5.2).
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Figura 5.2 Presencia de monocitos-macréfagos en placentas infectadas con P. vivax. A. Placenta nomal. B .
Placenta con infeccién activa por P. vivax, las flechas negras muestran monocitos-macréfagos dentro y fuera
de las vellosidades placentarias. C y D. Placenta con infeccion pasada de P. vivax, las flechas negras
muestran monocitos.macrofagos dentro y fuera de las vellosidades placentarias. Inmunohistoquimica, anti-
CD68.Peroxidasa.

Al identificar las células asesinas naturales (NK, CD56) por inmunohistogquimica, se
encontrd una expresion débil de CD56, sin embargo se puede observar un aumento de
las células NK (Figura 5.3). Es importante tener en cuenta que tanto los macréfagos como
la NK se encontraban dentro de las vellosidades placentarias, posiblemente sea la causa

de la villitis cronica.
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Figura 5.3 Presencia de células asesinas naturales (NK) en placentas infectadas con P. vivax. A. Placenta
nomal. By C . Placenta con infeccién activa por P. vivax, las flechas negras muestran células NK dentro y
fuera de las vellosidades placentarias. D . Placenta con infeccion pasada de P. vivax, las flechas negras
muestran células NK dentro y fuera de las vellosidades placentarias. Inmunohistoquimica, anti-

CD56.Peroxidasa.

5.3.4 Malaria congénita por P. vivax. En este estudio se encontraron 2 cordones
umbilicales positivos para P. vivax, los cuales fueron evaluados y cuantificados por PCR
en tiempo real, para el cordon uno, la concentracion parasitaria fue de 0.5 DNA/UL y para
el dos de 2.8 DNA/UL lo cual sugiere que existe malaria congénita. Los neonatos en los
cuales se encontr6 malaria congénita, no evidenciaron signos clinicos de enfermedad

durante los primeros 30 dias de edad.

5.4 DISCUSION

La epidemiologia de la infeccion por malaria durante el embarazo esta
habitualmente medida en la base de una parasitemia periférica o placentaria en el
momento del parto (15, 25), el presente estudio incluyé gestantes con diagndstico
de infeccion en sangre periférica y/o en la placenta.
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Se ha descrito que la edad de la gestante y la gravidez pueden ser factores
predisponentes para la adquisicibn de la infeccion por Plasmodium,
independientemente de la especie (26). Sin embargo el presente estudio no
permitié evidenciar esta afirmacion, ya que las edades estudio, no se observo una
influencia de la aparicion de P. vivax con las edades de las gestantes ni con la
gravidez.

También estd descrito que P.vivax puede causar bajo peso al nacer, anemia
materna y parto pretérmino, en menor proporcién que en gestantes con infeccién
por P. falciparum (15). En nuestro estudio, no se observaron cambios
significativos en los niveles de Hb, en el peso del recién nacido ni en las semanas
de gestacion. Sin embargo, el 13.3% de las gestantes presentaron parto
pretérmino, lo cual hace sugerir que debe ampliarse el estudio con un tamafio de
muestra mayor con el fin de obtener una informacion mas clara para esta variable,
debido a que es conocido que el parto pretérmino es una causa que lleva a
mortalidad neonatal porque los sistemas neuroldgico y respiratorio de infantes
prematuros no tienen un completo desarrollo en el momento del nacimiento (12,
27, 28).

Se ha reportado que las citoquinas pro-inflamatorias, las anti-inflamatorias y las
quemoquinas se encuentran alteradas durante la malaria gestacional por P.
falciparum y han sido relacionadas con abortos, mortinatos, parto pretérmino,
restriccion en el crecimiento intrauterino, bajo peso al nacer y anemia materna (8,
25, 29-32). Sin embargo para P. vivax no existe reportado ningun hallazgo con
respecto a estas moléculas del sistema inmune durante la malaria gestacional.
Nosotros encontramos aumentada la expresion de todas las citoquinas pro-
inflamatorias estudiadas, TNF, IFNy e IL13 en el tejido placentario. Estudios en P.
falciparum demuestran también, el aumento en la expresion de TNF e IL1B pero
no de IFNy (33-35), sin embargo se ha observado aumento en los niveles de
concentracion de esta citoquina en plasmas obtenidos a partir de la sangre
placentaria.

En estudios de P. falciparum durante la gestacion, el aumento del TNF ha estado
asociado con restriccion del crecimiento fetal, aborto espontaneo y anemia
materna (27, 35-37). Asi mismo el aumento en la IL10 ha estado asociada con
parto pretérmino y el aumento de IFNy con aborto espontadneo. En este estudio, no
se observa ninguna alteracion en las variables estudiadas tanto en el producto de
la gestacién como en la materna, por lo tanto esta asociacién no se realizd.

La expresion de las citoquinas anti-inflamatorias no se observaron alteradas en
nuestro estudio para ninguno de los grupos (MGP+, MGP-). En cuanto a las
guemoquinas, en el grupo MGP+, se encontr6 aumentada la MCP1 en el tejido
placentario. Esta beta quemoquina también se ha reportado como aumentada en
algunos estudios de malaria gestacional y placentaria por P. falciparum (38-41) y
ha sido asociada con el reclutamiento de células en la placenta, especificamente
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de monocitos. Es posible que esta quemoquina también esté involucrada en el
tréfico celular de los monocitos en las placentas infectadas con P. vivax. Ademas,
en el grupo MGP(-), se encontr6 aumentada la IL8, lo que concuerda con estudios
en placentas con infeccion activa por P. falciparum(39, 42) pero no existen
estudios que reporten el aumento de IL8 aumentada en infeccién pasada. Ademas
esta quemoquina ha sido relacionada con el reclutamiento de monocitos y
macréfagos en el espacio intervelloso, en nuestro estudio se observaron placentas
con monocitos-macréfagos sugiriendo que la IL8 puede estar involucrada en el
reclutamiento de estas células.

Con estos resultados se puede evidenciar que la modulacion de la respuesta
inmune durante una malaria gestacional por P. vivax es local y no sistémica.

Por otro lado, se ha sugerido que la modulacion de la respuesta inmune en la
malaria gestacional y especificamente en la placenta, puede ser inducida por la
hemozoina o por una alta densidad parasitaria (43). Acorde con esta sugerencia
de Moore en el 2004, nosotros encontramos 26.6% de placentas con hemozoina
y 100% con evidencia de paréasitos en la placenta por PCR entiempo real.

Tedricamente, cuando se hace una evaluacién histopatologica de la placenta y
solamente es observada hemozoina, sin eritrocitos parasitados, es evidencia de
infeccién pasada (44), sin embargo en este estudio se observo hemozoina en
cuatro de las placentas del grupo MGP+, siendo las placentas positivas por PCR
en tiempo real, sugiriendo infeccion activa. Esta evidencia deja claro que es
importante hacer diagnéstico de presencia de Plasmodium en las placentas, por
una técnica mas sensible y especfifica.

Un hallazgo importante, fue la presencia de inflamacion y hemozoina en una
placenta del grupo MGP-, y presencia de macrofagos y NK dentro de las
vellosidades placentarias en tres placentas del mismo grupo. Estas observaciones
sugieren la importancia de la infeccion pasada en P. vivax.

Finalmente, como un hallazgo interesante, se encontraron 2 cordones umbilicales
positivos por PCR en tiempo real, lo que sugiere que el 13.3% de los recién
nacidos presentaron malaria congénita. Sin embargo, es importante tener en
cuenta en estudios futuros, hacer la confirmacion diagnostica, directamente en la
sangre del recién nacido.

Este es el primer estudio en un area endémica colombiana acerca de los efectos
de la malaria gestacional y placentaria por P. vivax en las condiciones clinicas de
la materna y el producto de la gestacion, en las citoquinas pro-inflamatorias/ anti-
inflamatorias, en las quemoquinas Yy en las placentas con infeccion activa y
pasada.

Se hace necesario conocer el estado nutricional de las maternas, las malarias
previas, la genética del parasito y el estado de resistencia a medicamentos en esta
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area del Uraba-Sur Cordoba, con el fin de generar una mayor claridad en el
conocimiento de la fisiopatologia de la malaria por P. vivax.

Con los resultados inmunolégicos v los hallazgos histopatolégicos obtenidos se
sugiere que tanto la hemozoina como la infeccion placentaria por P. vivax, es la
responsable de la respuesta inmune inflamatoria (Figura 5.4). Se hace necesario
iniciar estudios dirigidos a profundizar en el conocimiento de la dindmica de
moléculas como las citoquinas, moléculas del complemento, anticuerpos,
hormonas y la genética del parasito con el fin de avanzar en el entendimiento de la
fisiopatologia de la malaria por P. vivax.

115



—MATERNAZ
TSFETAL? ——

© HEMOZ QiNA
®  NATURAL KILLER A PNy

® TF
" MACROFAGO W L1-f

* MCP

Figura 5,4. Modelo hipotético de los efectos inmunolégicos de P. vivax en la placenta. Se muestra
la vellosidad placentaria, el espacio intervelloso y la decidua. En el espacio intervelloso se
muestran los depdsitos de hemozoina, la cual induce la respuesta inmunitaria de caracter
inflamatorio con una modulacién hacia la producciéon de las citoquinas pro-inflamatorias y de la
guemoquina MCP1, posiblemente causante del reclutamiento celular. No se sabe si existen otras
células inflamatorias que estén jugando un papel importante en la inflamacion y en la produccién
de citoguinas, tampoco si los macréfagos y NK encontradas en las vellosidades son maternas o

fetales.
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CONCLUSIONES GENERALES

1.

Existe un perfil de citoquinas pro-inflamatorio en las placentas coninfeccion
plasmodial, independientemente de la especie parasitaria.

En las placentas se evidencian cambios histopatolégicos para placentas
con infeccién activa y pasada y para ambas especies de Plasmodium,
sugiriendo grave dafio placentario con posibles consecuencias para el
producto de la gestacion.

Existe aumento de células NK y monocitos macrofagos en las placentas
tanto con infeccion activa como pasada, sugiriendo que son reclutados por
MCP1 para MGP+ y MIP1 e IL8 para MGP- y a las que se debe la
activacion de la respuesta celular frente a los eritrocitos parasitados o a la
hemozoina.

La malaria gestacional por P. vivax puede considerarse igual de grave que
la ocurrida por P. falciparum, pues se demostré6 que pueden causar
alteraciones inmunolégicas y cambios histopatolégicos en la placenta
similares a los de P. falciparum.

RECOMENDACIONES

1.

2.

3.

La cantidad de placentas evaluadas con malaria placentaria fue muy
limitada; es importante examinar un grupo mas grande que permita asociar
los hallazgos con lo que pasa en la poblaciébn de gestantes en zona
malarica.

Debido a que la medicion de algunas citoquinas no se pudo conocer con
certeza, se hace necesario realizar nuevamente los ensayos de
determinacion de niveles plasmaticos con el fin de confirmar los resultados.

Proponer a las entidades de salud programas de vigilancia epidemiolégica
con un componente molecular que permita la identificacion del Plasmodium,
cuando no se puede detectar por gota gruesa de sangre periférica, placenta
0 cordon.
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PERSPECTIVAS

El conocimiento de la fisiopatologia de la malaria gestacional se ha venido
desarrollando con mas fuerza en la uUltima década. Sin embargo, estudios de
ciencia basica médica en este tema principalmente con P. vivax Son muy pocos.

Para la generacion de nuevos tratamientos y vacunas, se hace importante,
interesante y urgente realizar investigaciones encaminadas en la caracterizaciéon
clinica de la paciente y a estudios de ciencia basica, idealmente longitudinales
con el fin de conocer la dindmica parasito-hospedero, la modulacién de la
respuesta inmune a largo plazo y en los diferentes trimestres de la gestacion.

Estudios futuros pueden encaminarse en:

1. El conocimiento de la genética del parasito y a los factores propios de las
gestantes que puedan predisponer a la infeccidn o generar complicaciones
tanto a la madre como al feto.

2. Esclarecimiento de la adherencia de P. falciparum y P.vivax en la poblacion
gestante colombiana, en el estado inmune general de las gestantes y en la
transmision de la infeccion.

3. Mecanismos de adherencia involucrando citoquinas como inductoras de la
expresion de moléculas de adhesion.

4. Estudiar al infante, hasta por lo menos su primer afio de vida, con el fin de
conocer los efectos de la malaria durante la gestacion en el nifio.

Los estudios realizados en el futuro pueden generar moléculas candidatas a
vacuna que pueden ser prometedoras en un tiempo no muy lejano o
biomarcadores que indiquen dafio placentario. Ademas, aportaran conocimiento
para el disefio de programas especificos de prevencion enfocadas en profilaxis y
en “buena nutricion”, que contribuirdan a mejorar la expectativa de vida de la
materna y su bebe. Por otro lado, se deben disefiar programas de vigilancia
epidemioldgica molecular, encaminada a identificar oportunamente la resistencia a
medicamentos. Igualmente crear un sistema de vigilancia epidemiolégica y
congénita que sea integrado al sistema de salud.
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ANEXO 2
FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA
Malaria Gestacional y Placentaria, 2008-2009
Parte 2: Relacién del dafio placentario con la expresion de citoquinas

Municipio: Fecha:

Iniciales del paciente: Cadigo del paciente:

La malaria o paludismo es una enfermedad que puede llegar a ser mortal y puede afectar
no solo la madre sino al nifio, bien sea en el vientre o después de nacer. El Grupo Salud y
Comunidad de la Universidad de Antioquia, va a adelantar un estudio para realizar una mejor
atencién y disminuir las consecuencias de la enfermedad en la madre y el nifio.

Usted esta en trabajo de parto. Si esta de acuerdo, puede hacer parte de este estudio, en forma
voluntaria, sin ningln costo para usted y su familia. Debe quedar claro que si usted ingresa al
estudio podra retirarse en cualquier momento, por la razén que usted considere. En caso de que
no acepte participar en el estudio, su atencién del parto no se vera afectada.

Antes de dar su consentimiento es importante que lea'y comprenda la siguiente informacion:

1. En el momento del parto en el hospital, que sera atendido por el personal de esa entidad,
una persona del estudio le tomara 6 ml de sangre del antebrazo para conocer si tiene el
parasito de la malaria, qué tipo de pardsito es y cudl es el estado de algunas sustancias
gue se relacionan con la defensa contra el parasito.

2. Después del parto se recogera sangre de la placentay del cordén umbilical y se les haran
examenes para saber si estan infectados con el parasito del paludismo y medir las mismas
sustancias que se midieron en su sangre y que se relacionan con la defensa contra el
parasito.

3. Con la firma de este consentimiento, usted autoriza la toma de las muestras de su
sangre, de la placenta y del cordén umbilical y autoriza a los investigadores para que
dichas muestras sean usadas en esta investigaciéon y en otras similares. Las muestras no
seran utilizadas con fines comerciales ni de otra clase que no guarden relaciéon con la
investigacion.

4. Los resultados de este estudio seran publicados en medios académicos y cientificos y nos
comprometemos a que estos solo sean analizados por los investigadores y a que su
nombre y el de su hijo no parezcan en ninguna publicacién.

5. Los beneficios que nos comprometemos a garantizarle a usted y a su hijo son los
siguientes: si usted o su bebé tienen malaria, tendran evaluacién diaria durante los
primeros 4 dias del tratamiento, examen de gota gruesa durante y después del tratamiento,
que sera el que suministre el programa oficial de malaria.

Si tiene alguna pregunta, la puede hacer al personal del estudio, en cualquier momento. Si
tiene alguna duda sobre el proyecto, podra hablar con la persona encargada del estudio en el
municipio o llamar a la Doctora Amanda Maestre, responsable de la investigacion: teléfonos (4)
2196050 o al fax (4) 2196051, en Medellin.

Este estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica de la Sede de Investigacion Universitaria
(SIV) de la Universidad de Antioquia y cumple con los principios de la Declaracién de Helsinki
de la Asamblea Médica Mundial (Gltima revision en 2.000) que rigen la investigacién en huma
nos.
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Firmando o poniendo su huella digital en este consentimiento, usted manifiesta que ley6 y
entendié las condiciones del estudio, que le han quedado resueltas las preguntas a
satisfaccion y que acepta voluntariamente participar con su hijo en el presente estudio y si
desea se le puede suministrar una copia firmada del presente documento.

Firma del paciente. Firma de uno de los padres Firma del primer testigo
o representante legal. C.C.

Firma del segundo testigo Firma de quien explica el estudio

C.C. C.C.
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ANEXO 3

MEDIDAS DE RESUMEN PARA LA EXPRESION DE CITOQUINAS Y QUEMOQUINAS

EXPRESION DE CITOQUINAS/QUEMOQUINAS

1=MGP+, 2=MGP-, 3=Control

Placenta N Media DesvT Minimo Maximo
TNFP 1 21 7,191 9,530 ,0 38,5
2 10 ,906 2,532 ,0 8,1
3 21 3,611 7,903 ,0 35,6
Total 52 4,536 8,190 ,0 38,5
IFNP 1 7 74,2857 102,6072 ,00 2450
2 11 673,6364 1055,5783 ,00 2827,0
3 30 212,7333 340,5580 ,00 1185,0
Total 48 298,1667 595,9011 ,00 2827,0
IL1P 1 21 5,569 16,107 ,0 74,8
2 10 11,077 22,017 ,1 72,6
3 16 1,437 2,530 ,0 9,2
Total 47 5,334 14,907 ,0 74,8
IL10P 1 21 111,886 156,612 ,0 534,2
2 11 63,275 90,819 ,0 306,6
3 14 162,922 352,003 ,0 1270,1
Total 46 115,794 223,386 ,0 1270,1
IL6P 1 21 115,184 129,545 ,0 386,1
2 11 27,707 37,715 ,0 126,8
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Total

TGFP 1

IL8P 1

MIP1P 1

MCP1P 1

Total

18

50

21

10

19

50

21

11

18

50

21

11

16

48

21

10

14

45

172,497

116,572

,382

2,405

,408

,796

,650

3,963

,832

1,444

2,115

10,766

4,547

4,908

555,333

197,465

110,286

337,347

129

298,894

202,626

,226

2,401

,394

1,340

,885

4,211

1,473

2,554

4,346

12,314

9,014

8,820

1085,935

169,691

172,737

770,883

1108,5

1108,5

8,5

13

8,5

33

12,5

5,2

12,5

19,4

40,7

31,4

40,7

5120,0

461,4

562,6

5120,0



Cordén

TNFC

IFNC

IL1C

IL10C

IL6C

TGFC

Total

17

34

17

10

35

17

12

36

17

13

36

17

12

37

17

Media

3,944

2,794

,588

2,785

1,936

,000

,773

1,161

1,747

40,166

10,210

12,038

1,868

19,110

18,538

10,761

24,169

1,436

4,498

12,874

2,097

130

DesvT

7,731

3,771

1,001

5,852

4,780

,000

2,345

3,587

2,982

74,241

12,240

34,740

4,313

37,370

66,541

42,414

51,549

1,419

15,101

36,930

1,657

Minimo

Maximo

30,7

9,4

2,6

30,7

18,8

7,4

18,8

11,0

201,0

31,7

201,0

14,3

94,5

240,0

240,0

204,3

3,6

52,4

204,3

5,6



IL8C

MIP1C

MCP1C

Total

13

38

16

12

36

16

11

35

16

13

37

2,213

7,615

4,009

8,034

12,362

1,779

6,911

5,683

7,969

85,484

31,286

30,351

59,525

1,027

26,356

131

2,569

10,894

6,919

19,709

18,446

2,187

15,888

19,851

12,445

267,134

150,269

98,687

157,617

3,399

96,828

7,1

36,0

36,0

80,2

52,5

6,3

80,2

80,1

34,9

890,3

890,3

392,2

449,2

12,3

449,2



Madre

TNFM

IFNM

ILIM

IL10M

IL6M

TGFM

Total

N

22

11

16

49

19

18

45

21

11

18

50

20

11

19

50

20

11

18

49

22

Media

1,036

,498

,636

,785

977

,000

8,748E-02

447

16,533

1,626

,862

7,612

7,305

,000

1,664

3,554

,172

,000

,000

7,019E-02

,541

132

Desv T

1,483

1,603

,885

1,341

3,196

,000

,362

2,107

31,616

2,557

1,234

21,650

28,749

,000

6,662

18,621

,535

,000

,000

,348

,782

Minimo

Maximo

4,7

5,3

3,0

5,3

13,9

1,5

13,9

124,2

7,9

4,1

124,2

128,9

29,1

128,9

2,0

2,0

3,7



IL8M

MIP1M

MCP1M

Total

10

20

52

22

11

17

50

20

11

18

49

20

11

17

48

3,766E-03

,831

,549

,140

6,929

,703

1,825

,408

7,243

38,583

15,966

,640

21,374

1,098E-02

5,169

133

3,526E-03

1,280

,976

,410

20,111

1,635

9,542

,670

11,976

123,838

75,971

2,645

62,501

4,527E-02

30,229

5,3

5,3

1,9

67,5

6,4

67,5

2,7

35,7

510,5

510,5

11,8

208,2

208,2



NIVELES PLASMATICOS DE CITOQUINAS/QUEMOQUINAS

Placenta N Media Desv T Minimo Maximo
IL1BPE 1 10 23,339 22,459 ,0 63,6
2 2 ,000 ,000 ,0 ,0
3 19 22,676 42,837 ,0 138,3
Total 31 21,427 35,849 ,0 138,3
ILLOPE 1 10 12,731 15,354 3,2 52,8
2 2 3,772 1,823 2,5 5,1
3 19 9,107 21,328 1,9 96,4
Total 31 9,932 18,691 1,9 96,4
IL17PE 1 10 ,000 ,000 ,0 ,0
2 2 ,000 ,000 ,0 ,0
3 19 23,423 50,157 ,0 151,1
Total 31 14,356 40,546 ,0 151,1
MIP1APE 1 10 267,655 463,340 8,2 1381,3
2 2 21,150 12,381 12,4 29,9
3 19 60,745 81,736 14,8 350,0
Total 31 124,936 280,243 8,2 1381,3
MCP1PE 1 10 1064,269 1280,722 41,8 37424
2 2 325,336 288,007 121,7 529,0
3 19 848,289 601,009 104,0 2012,8
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IFNGPE

TNFAPE

ILAPE

IL8PE

IL6PE

Total

Total

31

10

19

31

10

19

31

10

19

31

10

19

31

10

19

31

884,221

,000

2,095

3,016

1,984

15,120

6,461

17,476

16,005

,000

,000

7,366

4,515

5392,555

1029,345

1517,236

2735,862

5540,399

243,880

446,442

2076,586

135

862,562

,000

,000

3,565

3,101

18,954

5,706

34,947

29,144

,000

,000

17,526

14,057

5327,793

1328,770

2229,500

3878,688

11189,261

323,257

417,496

6601,075

41,8

89,8

95,4

15,3

10,8

3742,4

2,1

15,3

15,3

43,9

10,5

129,9

129,9

54,9

54,9

12527,6

1968,9

9165,4

12527,6

331321

472,5

1392,5

33132,1



Cordon

IL1BCE

IL10CE

IL17CE

MIP1ACE

MCP1CE

IFNGCE

Total

13

23

13

23

13

23

13

23

13

22

Media

1,816

6,796

5,882

4,764

3,781

2,997

2,396

2,896

,000

21,462

20,174

14,202

10,915

136,647

47,907

48,223

114,515

225,597

230,127

197,979

,000

DesvT

2,879

10,156

8,496

7,421

1,217

,680

916

1,141

,000

37,174

28,026

25,426

5,916

190,376

60,951

82,704

161,423

277,761

156,975

174,274

,000

136

Minimo

2,9

2,3

1,2

1,2

7,7

7,9

21,1

21,9

34,7

21,1

Maximo

7,2

18,5

21,0

21,0

6,3

3,7

3,8

6,3

64,4

63,5

64,4

23,9

355,3

173,0

3553

438,3

542,0

599,6

599,6



TNFACE

ILACE

IL8CE

IL6CE

Total

13

22

13

23

13

23

w

13

23

~

13

23

5,597

4,459

3,398

,000

5,262

4,019

2,958

,000

5,420

3,363

2,608

671,853

1940,216

317,650

637,090

55,987

9,966

9,743

23,846

8,431

5,114

5,138

,000

4,763

3,681

3,601

,000

9,389

5,339

5,209

1716,627

3331,907

494,291

1496,137

131,472

12,161

12,450

72,695

137

,0

13,6

,0

,0

,0

,0

15,3

12,3

15,3

9,3

10,4

10,4

16,3

12,3

16,3

4564,0

5787,6

1646,7

5787,6

352,2

23,5

33,0

352,2



Sangre Periferica

IL1BME

ILLOME

IL17ME

MIP1AME

MCP1ME

Total

14

19

36

14

19

36

14

19

36

14

19

36

14

19

36

Media

39,971

15,692

62,791

49,992

144,381

3,278

5,140

59,135

,000

,000

7,660

4,043

67,110

18,040

135,334

99,028

298,486

199,462

314,061

298,454

Desv T

69,321

21,770

172,504

131,704

477,737

1,252

5,271

299,238

,000

,000

18,790

14,022

112,266

4,774

299,995

229,461

665,382

143,783

211,824

435,514

138

Minimo

3,5

1,9

1,5

1,5

8,2

13,2

7,7

7,7

28,0

33,9

90,6

28,0

Maximo

258,7

40,5

757,3

757,3

1802,6

4,4

18,5

1802,6

58,4

58,4

381,2

22,7

1213,9

1213,9

2551,3

293,3

916,3

2551,3



IFNGME

TNFAME

ILAME

ILSME

ILEME

Total

14

18

35

14

19

36

14

19

36

14

18

35

14

19

36

,000

,999

3,018

1,638

,330

1,243

3,680

2,174

2,682

,000

20,864

12,054

149,210

3,771

412,741

272,274

78,258

6,408

59,095

62,156

,000

,865

4,564

3,551

1,235

1,099

3,322

2,996

10,036

,000

51,912

38,898

312,622

3,375

1379,760

1006,122

193,412

7,951

112,534

144,174

139

1,5

20,5

20,5

4,6

2,1

11,4

11,4

37,6

219,3

219,3

1175,5

6,5

5888,9

5888,9

715,2

15,3

418,9

715,2



Anexo 4 Esquematoma de muestras

PARTO

1
(@ O[> -26GESP I Diagnoéstico convencional parasito

[®@ @] papeldefio :
—|% PCR tiempo real :

Madre i ELnllet e Parasito y citoquinas

periferica, sangre de 1
cordon, plasma

ELISA Multiplex

|
|
|
1
I
I Diagnéstico convencional parasito
I

1

i Hl Iil 2GG/ESP

El Papel de filtro
i aperde PCR tiempo real:

Criovial: Sangre ﬁ Parasito y citoquinas

rferica, sangre de g
peoord()n p|asgma ELISA Multiplex

|

|
biopsia placenta, RNA later : Diagnéstico convencional parasito
Criovial- biopsia : PCR tiempo real cuantitativa:
placenta, plasma Parasito y citoquinas

ELISA multiplex
[@ @] Papeldefio —l—)l P
1 Histopatologia
(e o] (D] 2GGIESP I
1

Inmunohistoquimica
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