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RESUMEN

Objetivos: Relacionar entre si los eventos histopatoldgicos de malaria placentaria (MP), el comporta-
miento de células inmunitarias y la expresion de genes asociados a citoquinas, hipoxia, inflamacién y
angiogénesis en placentas con o sin infeccién plasmodial. Materiales y métodos: Diseflo transversal, con
tres grupos independientes. Las mujeres y sus placentas fueron captadas en 2009-2016, en los hospitales
de Puerto Libertador y Tierralta, noroccidente de Colombia. El tamafo muestral se definié por conve-
niencia. El diagnéstico malarico se basé en PCR cuantitativa en tiempo real. Resultados: Se estudiaron
20 casos con MP por P, vivax (MP-V), 20 casos de MP por P. falciparum (MP-F) y 19 sin MP; 95% de los
casos de MP son infeccién plasmodial placentaria submicroscépica (IPPS). Los tres grupos difieren en
frecuencia y cantidad de eventos histopatoldgicos. Los mediadores de procesos fisiologicos presentaron
diferencia significativa entre grupos, excepto IL-2, VEGE, VEGFR-1 y C5a. Conclusiones: Las placen-
tas con infeccién difieren claramente de las no infectadas. P. vivax se comporta tan patdgeno como P.
falciparum. Se resalta la aproximacion al abordaje integral del problema de MP. La infeccién plasmodial
placentaria submicroscépica causa alteraciones tisulares y en mediadores fisioldgicos como lo hace la
infeccién microscopica, aunque probablemente en menor grado.

Palabras clave: Malaria; Plasmodium; Placenta; Histopatologia; Patologia; Mediador; Colombia (fuente:
DeCS BIREME).

SUBMICROSCOPIC PLACENTAL MALARIA:
HISTOPATHOLOGY AND EXPRESSION OF PHYSIOLOGICAL
PROCESS MEDIATORS

ABSTRACT

Objetives: To relate histopathological events of placental malaria (PM), immune cell behavior and gene
expression associated with cytokines, hypoxia, inflammation and angiogenesis in placentas with or wi-
thout plasmodial infection. Materials and methods: Transversal design, with three independent groups.
Women were recruited, and their placentas were collected in 2009-2016, in the hospitals of Puerto Liber-
tador and Tierralta, northwestern Colombia. The sample size was defined by convenience. The malaria
diagnosis was based on real-time quantitative PCR. Results: We studied 20 cases of PM by P. vivax
(PM-V), 20 cases of PM by P. falciparum (PM-F) and 19 without PM; 95% of the cases of PM are sub-
microscopic placental plasmodial infection (SPPI). The three groups differ in frequency and number of
histopathological events. Physiological process mediators showed significant difference between groups,
except IL-2, VEGE, VEGFR-1 and C5a. Conclusions: Infected placentas are clearly different from unin-
fected ones. P. vivax behaves as pathogenic as P. falciparum. The approximation to the integral approach
of the problem of PM is underlined. Submicroscopic placental plasmodial infection causes tissue and
physiological mediator alterations as does microscopic infection, although probably to a lesser degree.

Keywords: Malaria; Plasmodium; Placenta; Histopathology; Pathology; Mediator; Colombia (source:
MeSH NLM).
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INTRODUCCION

La infeccidn plasmodial placentaria submicroscopica (IPPS)
por Plasmodium falciparum es frecuente en los paises endé-
micos y contribuye al desarrollo de anemia materna y bajo
peso al nacer . La IPPS por P. vivax (IPPS-vivax) es casi
desconocida en el mundo.

La técnica estandar para el diagnéstico de malaria en las
zonas endémicas es la gota gruesa, que, por definicion, no
detecta las infecciones submicroscopicas, estas son usual-
mente asintomaticas. Estas dos condiciones, submicrosco-
picas y asintomaticas, ha mantenido a la IPPS en el olvido
absoluto hasta comienzos del siglo xx1. Pero ya hay voces
con fuertes argumentos que dicen, por ejemplo, que las in-
fecciones asintomdticas tienen consecuencias importantes
en la salud y la sociedad, y deben renombrarse como infec-
ciones de malaria crénicas @.

La inmunopatogénesis de la malaria placentaria (MP)
debe considerar que el embarazo es un estado fisiologico
unico en el que el sistema inmunolégico materno debe pro-
teger a la madre contra infecciones y otras noxas, y, a la vez,
modular su respuesta inmune para evitar el rechazo del feto
semialogénico @. La presencia de Plasmodium y sus produc-
tos (como hemozoina) en el tejido placentario, alteran en
esencia el ambiente inmune que regula la placenta @

En los casos de malaria gestacional y placentaria, el in-
cremento de citoquinas TNF-a, IFN-y e IL-10 se asocia con
dafio trofoblastico, bajo peso al nacer y prematurez ©. La
expresion de citoquinas proinflamatorias placentarias es alta
en mujeres con MP y la expresion de citoquinas antiinflama-
torias es baja .

La MP altera la remodelacién angiogénica 'V, Los infil-
trados de células mononucleares y sus productos inflamato-
rios se asocian con bajo peso al nacer y es mas breve y menos
inflamatoria en mujeres multigravidas que en primigravidas.
Estas diferencias pueden explicar los diferentes resultados
que estas mujeres y su descendencia padecen (214,

En el embarazo normal, son evidentes los procesos fisio-
légicos de apoptosis, inflamacion, hipoxia, vasculogénesis y
angiogénesis, entre otros, que estan estrictamente controla-
dos y en los que es decisivo el papel de sefializadores/me-
diadores de la comunicacién celular (CC) 59, El sistema
de CC es un complejo entramado entre células, las cuales
envian sefales a otras, estas dltimas con funciones recepto-
ras, produciéndose una respuesta fisiolégica y un cambio en
la actividad celular. En la CC, los sefalizadores de procesos
fisiologicos o fisiopatologicos son muchos y tienen diverso
origen (hormonas, factores de crecimiento, citoquinas, pros-
taglandinas, leucotrienos, etc.) @9,

El objetivo del estudio fue determinar la asociacién de
la infeccién submicroscdpica por P. vivax o P. falciparum
con eventos histopatoldgicos, el comportamiento de células
inmunitarias, expresion de genes asociados a citoquinas, hi-
poxia, angiogénesis e inflamacion en placentas.
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Motivacion para realizar el estudio: Se tiene limitada evi-
dencia sobre los efectos histopatoldgicos e inflamatorios de
la infeccién placentaria submicroscopica por P. falciparum
y P vivax.

Principales hallazgos: Las placentas pertenecientes a mu-
jeres residentes en la mayor zona endémica de Colombia,
en el noroccidente del pais, estaban afectadas por infeccion
plasmodial submicroscdpica (IPS), no detectada con gota
gruesa, pero si con reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa (QPCR). En la placenta, esta IPS causa dafios
tisulares y afecta mediadores de procesos como inflamacion,
hipoxia, angiogénesis, entre otros, comparada con placen-
tas no infectadas. Tanto P. vivax como P. falciparum actan
como patogenos.

Implicancias: Hay que mejorar mucho las acciones de diag-
ndstico y tratamiento de la infeccién plasmodial gestacional
en la consulta prenatal, que debe incluir obligatoriamente la
préctica de gota gruesa en cada control.

MATERIALES Y METODOS

Diseiio y poblacion de estudio

Se realizd un estudio transversal donde se compararon tres
grupos independientes. El tamano de la muestra se defini6
por conveniencia, segiin las muestras placentarias existen-
tes en el banco de tejidos de nuestro grupo de investigacion.
Se seleccionaron 20 muestras con MP por vivax (MP-V) y
20 con MP por falciparum (MP-P) y como control se se-
leccionaron 19 muestras sin MP (MP-no). La prueba diag-
ndstica de infeccion plasmodial fue la reaccion en cadena de
la polimerasa cuantitativa en tiempo real (QPCR) en sangre
placentaria.

Las mujeres y sus placentas fueron captadas en 2009 y
2016, en los hospitales de Puerto Libertador y Tierralta, mu-
nicipios al sur del departamento de Cordoba, noroccidente de
Colombia, en una region de alta endemicidad de malaria @Y.
El sur de Cérdoba, junto con Uraba Antioquefio y Bajo Cauca
Antioqueiio, conforman la regién ecoepidemioldgica que mas
casos de malaria genera anualmente en Colombia @Y.

Los criterios de inclusion fueron tener residencia perma-
nente en esta region por lo menos durante el dltimo afo; no
tener antecedentes de preeclampsia/eclampsia, enfermedad
hipertensiva del embarazo, diabetes, VIH, y toxoplasmosis, ru-
beola, citomagalovirus, herpes simple (TORSCH); y tener parto
con gestacion de 36 a 41 semanas en alguno de los hospitales.

La edad gestacional se tomd de la historia clinica. Las
mujeres del grupo control debian estar afebriles y las del gru-
po con infeccién plasmodial podian o no tener fiebre (solo
1% tuvo fiebre); asimismo deberian aceptar voluntariamente
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participar en el estudio. Los criterios de exclusion fueron re-
tirar el consentimiento o la aparicién de alguna complica-
cion o enfermedad.

Diagnéstico de malaria
La sangre periférica materna se obtuvo en el momento del
parto. La placenta se lavé con solucién salina (0,9%) y de su
cara materna se tomaron muestras de sangre y tejido para
diagnéstico (gota gruesa, gPCR, histopatologia) como se ha
indicado en otros informes 2%, Las muestras de gota grue-
sa fueron leidas por los investigadores y se definieron como
negativas si 200 campos, con 100 aumentos, estuvieron li-
bres de parasitos.

El ADN se extrajo con el método de saponina-Chelex
y la qPCR @)_ E] qPCR se ejecutd en la plataforma ABI
7500 FAST. Las muestras con un umbral de ciclo (Ct) <45 se
analizaron en reacciones especificas de especies duplex para
P, falciparum y P. vivax ®. Se us6 la amplificacién de los ge-
nes 185 rRNA del ADN para la cuantificacion. El nimero de
copias de ADN se cuantificé a partir de la reaccion especifica
del género frente a una curva estandar utilizando un plasmi-
do que contiene un fragmento del gen 18S de P. falciparum.

Estudio histopatoldgico

El tejido placentario se procesé segiin procedimientos estan-
darizados ®**). De cada placenta se tomaron dos fragmen-
tos y de cada uno se hizo una placa para estudio histoldgi-
co por microscopia de luz con procedimientos clasicos. Un
fragmento procedié de un punto cercano a la insercién del
cordén umbilical y el otro de la zona media (equidistante
entre el cordon y el borde placentario). En total se leyeron
40 campos (20 por fragmento). La lectura fue cerrada frente
a los resultados de gota gruesa y qPCR. Se usé aumento to-
tal de 400X para lectura histoldgica general. Se usé aumento
total de 1000X para determinar la presencia de eritrocitos
infectados (Ei) o hemozoina.

Cuantificacion de la expresion de genes asociados
a seiializadores/mediadores

Para cuantificar la expresion de genes asociados a sefializado-
res/mediadores y citoquinas en tejido placentario se us6é un
fragmento tisular preservado con RNA Later® (Qiagen) a 4 °C.
Los mediadores se agruparon asi: proinflamatorios (IL-2, TNE,
IFNy, COX-1, COX-2, C5a), antiinflamatorios (IL-10, IL-4),
angiogénicos (VEGE, VEGFR-1) y de hipoxia (HIF).

Los diferentes senalizadores, excepto C5a, se midieron
por cuantificacién relativa del ARNm mediante qPCR. Se
hizo cuantificacion relativa para determinar los niveles de
expresion de los mediadores del estudio en relacién con los
niveles de expresion del gen constitutivo y luego de obtener
la relacion entre el gen de interés y el gen constitutivo. Se
aplicd el procedimiento de Pfaffl para determinar el del-
ta-delta CT como aparece a continuacién @°:

222

A (Eﬁciencia del gen de interés)m‘ del gen de interés (CT control-CT muestra)

Expresion del gen =
A (Eﬁciencia del gen Constitutivo)(lT del gen constitutivo (CT control-CT muestra)

Para cuantificar la fracciéon C5a del complemento en las
muestras de suero placentario, se usé el estuche comercial
Human C5a Elisa Kit, siguiendo las recomendaciones del
fabricante.

Fuentes secundarias de informacion y grupos de
estudio

Después de la inclusion, se aplico un cuestionario clini-
co-epidemioldgico. La historia clinica fue usada como fuen-
te de datos. Se evaluaron parturientas y sus placentas, repar-
tidas en tres grupos: 19 en el grupo sin MP (MP-no) o grupo
control, 20 en el grupo con MP-falciparum (MP-F) y 20 en el
grupo con MP-vivax (MP-V).

Analisis estadistico

Se usaron los programas SPSS 18.0 y GraphPad Prism 5.
Las decisiones sobre significacién se tomaron con una
probabilidad menor de 0,05. Se us6 la prueba de Kolmo-
gorov-Smirnov para evaluar la distribucion normal de las
variables cuantitativas. Para evaluar la homocedasticidad
de las varianzas se usé la prueba de Levene. Se usé la prue-
ba de Mann-Whitney para determinar si habia diferencia
entre dos grupos independientes. Se aplico una prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis para determinar si habia di-
ferencia entre tres grupos independientes, posteriormente,
se uso la prueba de Dunn para identificar los pares de grupos
que diferfan.

Consideraciones éticas

El proyecto recibi aval del Comité de Bioética de la Sede de
Investigacion Universitaria SIU, Universidad de Antioquia
(Medellin, Colombia) (acta de aprobacién: 07-32-126; proyecto
Colciencias codigo 111540820495, contrato: 238-2007).

RESULTADOS

E1 95% (38/40) de los casos de MP corresponden a infeccion
submicroscopica. De las gestantes, 25% (15/59) presentaron
antecedentes de malaria durante la gestacion actual.

El rango de la edad fue de 14 a 41 afios y el promedio
de los tres grupos fue similar (MP-no: 22; MP-F: 25; MP-
V: 23). La edad gestacional promedio fue de 38,6 semanas
(rango 36 a 41). Las gestaciones previas tuvieron promedio
de 2,8. El 36% fueron primigestantes, el 20% secundiges-
tantes y el 44% multigestantes (3 a 9). De los 59 partos, 5
fueron por cesarea.

Al momento del parto, la hemoglobina promedio fue de
11,1 g/dL. Las mujeres con MP tuvieron niveles menores de
hemoglobina que las no infectadas (10,86 g/dL y 11,69 g/dL,
respectivamente). La hemoglobina fue menor en el grupo

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2020.372.4759
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de MP-V (10,75 g/dL) que en MP-F (10,97 g/dL), pero sin
diferencia significativa (p = 0,506). El promedio de peso
neonatal en el grupo MP-no fue 2974 g; en MP-F fue 2852
gy en MP-V de 2737 g. La diferencia de las medias de peso
neonatal fue 237 g entre hijos del grupo MP-V y MP-no, y de
115 g entre hijos del grupo MP-V y MP-E

El grupo control (MP-no) tuvo ausencia de necrosis y
mayor frecuencia de aterosis, abrupcio y trombos que en
los otros dos. El grupo MP-V presentd resultados similares
a MP-F en aterosis, necrosis, infarto, depdsitos de fibrina y
trombos, pero menor cantidad de hemozoina y eritrocitos
infectados. Los depositos de fibrina estuvieron en todas las
placentas. En el espacio intervelloso, 95-100% de las placen-
tas presentaron hemorragia y 6 de cada 10 placentas mostra-
ron trombos y calcificaciones. Existié diferencia significativa
(p < 0,05) entre los tres grupos en abrupcio, nodos sincitiales
y hemozoina. El grupo de MP-F gener¢ dicha diferencia. En
la comparacion por especie, no hubo diferencia significativa
(p>0,05) (Tabla 1).

En el grupo MP-no, la aterosis y el abrupcio presentan
una cantidad escasa, con promedios de 1,3 y 2,2 eventos.
En ese mismo orden; infarto y edema vellositarios tuvieron
9,1 y 8,7 eventos en promedio. En el mismo grupo MP-no,
la cantidad de depésitos de fibrina y de nodos sincitiales es
de 72,5 y 109, como promedio. Las placentas sin infeccion
tienen 366 vellosidades, 1463 capilares y 3,97 capilares por
vellosidad. El promedio de hemorragias fue 18, mientras que
los de trombos y calcificaciones fueron de dos (estuvieron en
60-70% de ellas) (Tabla 2).

En los grupos con MP-F y MP-V la aparicion de la in-
feccion placentaria reduce la cantidad de aterosis, de edema

vellositario, de capilares por vellosidad, de hemorragias y
trombos, pero aumenta la de infarto vellositario, calcifica-
ciones y células inmunes. Solo unos pocos eventos presentan
diferencia significativa (Tabla 2).

Las células inmunes estuvieron en todas las placentas, en los
tres compartimentos, e independientemente de la infeccién. Las
cantidades fueron diferentes, en el grupo MP-no se observo 9
células inmunes en decidua, 22 en vellosidad y 50 en espacio in-
tervelloso; en el grupo MP-V se observé 58,34y 130, en el mismo
orden; en el grupo MP-F se encontré la mayor cantidad de células
inmunes: 68, 45 y 157, respectivamente (Tabla 2).

En la Tabla 3 se muestra la expresién de mediadores
inflamatorios, angiogénicos e hipéxicos por grupo. La in-
flamacién (COX-1, COX-2, IL-10, IFNy, TNE Cb5a) fue
significativamente mayor en MP. IL-2 e IL-4 variaron poco
entre los tres grupos. C5a, aunque no mostro diferencia esta-
disticamente significativa entre los grupos, present6 valores
mayores en MP-V comparado con otros dos grupos. En la
angiogénesis, VEGF y VEGFR-1 no presentaron diferencia
significativa entre grupos, pero su expresion aumentd en
grupos en MP. En la hipoxia, HIF-1a tuvo diferencia signi-
ficativa, con mayores valores en MP. En general, los media-
dores que no presentaron diferencia significativa entre tres
grupos fueron IL-2, VEGE, VEGFR-1 y C5a. Para VEGFR-1
y C5a, la alta variabilidad intragrupo es, probablemente, un
factor que afecta la significacion estadistica al comparar los
tres grupos.

En las Figuras 1, 2 y 3 se muestran las correlaciones li-
neales bivariadas entre eventos histologicos y mediadores
de procesos. En el grupo sin infeccion, es claro el predomi-
nio de correlaciones significativas (CS) negativas y débiles

Tabla 1. Frecuencia de los hallazgos histoldgicos de la placenta segtin el grupo de estudio

Placenta sin malaria

Malaria placentaria por

Malaria placentaria por MP-No vs. MP-F

Zonay evento (MP-no) falciparum (MP-F) vivax (MP-V) vs MP-V MPV'vs. MPE
n=19 % n=20 % n=20 % Valor de p Valor de p
Decidua
Aterosis 10 53 6 30 7 35 0,317 0,736
Abrupcio 12 63 8 40 3 15 0,009 0,077
Necrosis 0 0 1 5 2 10 0,350 1,000
Vellosidad
Infarto 16 84 18 90 19 95 0,537 0,696
Edema 18 95 18 90 15 75 0,309 0,405
Nodos sincitiales 19 100 20 100 15 75 0,005 0,056
Depositos fibrinoides 19 100 20 100 20 100 1,000 1,000
Espacio intervelloso
Trombos 13 68 9 45 10 50 0,305 0,751
Calcificaciones 12 63 13 65 12 60 0,947 0,744
Hemorragia 19 100 19 95 19 95 1,000 1,000
Hemozoina 0 0 10 50 6 30 0,002 0,197
Pardsitos 0 0 3 15 1 5 0,164 0,598
https:/doi.org/10.17843/rpmesp.2020.372.4759 223
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Tabla 2. Magnitud de los eventos histoldgicos en placenta, segiin presencia de infeccién plasmodial

Placenta sin malaria  Malaria placentaria por Malar.ia MP-No vs. MP-F  MP-No vs. MP-V;
(MP-no) falciparum (MP-F) placentaria por vs.MP-V  MP-Fvs. MP-V*
Zonay evento vivax (MP-V)
n = 19 n = 20 n = 20 Valor de p Pif('erenc'ias
Media + DE Media + DE Media + DE significativas

Decidua

Aterosis 1,3+15 0,5+1 0,7+1,2 0,198

Abrupcio 22+25 2,7+4,0 0,8+2,4 0,031 Si; No

Necrosis 0,0 +0,0 0,1+£0,2 0,1+0,3 0,371

CID® 9+6 68 + 32 58 + 30 0,000 Si; No
Vellosidad

Infarto 9,1+ 8 11,L1+9 15,8 + 11 0,068

Edema 87+6 6,9+5 4945 0,095

Depositos fibrinoides 72,5 + 22 82,3 + 34 65,5 + 20 0,158

Nodos sincitiales 109 + 67 150 + 60 110 + 42 0,037 No; No

Vellosidades 366 + 44 364 +48 326 + 61 0,056

Capilares 1463 + 434 1.446 + 634 1,043 + 460 0,018 Si; No

Capilares/Vellosidad 3,97 + 1,07 3,87 +1,35 3,15+ 1,06 0,050 No; No

CIV® 22+11,3 45+ 19,8 34 + 15,8 0,000 No; No
Espacio intervelloso

Hemorragias 18+8 13+8 1249 0,090

Trombo 2,0+3 1,1+2 1,4+2 0,345

Calcificaciones 1,9+ 1,8 11,1 + 16,6 16,6 + 22,6 0,492

CIEV® 50 +24 157 + 56 130 + 54 0,000 Si; No

# Indica si la prueba de Dunn mostré diferencia entre cada par de comparaciones (MP-no vs. MP-V; MP-V vs. MP-F) con p < 0,05.
b CID: células inmunes en decidua. CIV: células inmunes en vellosidad. CIEV: células inmunes en espacio intervelloso. DE: Desviacién estdndar

(p < 0,10). Los depsitos de fibrinas, los nodos sincitiales y
los trombos retinen la mayor cantidad de CS. Las seis CS que
tienen los depdsitos fibrinoides se hacen con siete mediado-
res de procesos, tanto promotores de inflamacion (COX-2
[pero no COX-1], C5a, IFNy [pero no TNF], VEGF) como
de hipoxia (HIF) y angiogénesis (VEGE, pero no su recep-
tor). Las cinco CS de los nodos sincitiales se hacen con tres
de los mediadores que también las poseen con los dep6si-

tos fibrinoides (COX-2, HIF y VEGF) y con las citoquinas
2 (proinflamatoria) y 10 (antiinflamatoria). Las cuatro CS
de los trombos suceden con los mediadores de inflamacion
TNE IL-2, VEGF y el mediador de hipoxia HIE.

De otro lado, hay que resaltar las CS que establecen va-
rios mediadores con algunos eventos histolégicos. Es el caso
de HIE ademads de asociarse con los nodos sincitiales, los
depésitos fribrinoides y los trombos, también lo esta con in-

Tabla 3. Expresion de mediadores de inflamacidn, angiogénesis e hipoxia segun grupo de estudio

MP-No vs. MP-F vs. MP-No vs. MP-V;

Mediador MP-no MP-F MP-V MP-V MP—'V vs. N'IP—F“
n= 19 n= 20 n= 20 Valor de p Plffarenc'las
Media + DE Media + DE Media + DE significativas

COX-1 0,9+0,3 13,2+ 1,8 13,6 + 1,1 0,000 Si; No
COX-2 0,9 +0,4 59+0,5 7,6 + 0,7 0,000 Si; No
IL-2 1,3+0,5 1,0 + 0,2 1,1+0,2 0,413

IL-4 1,3+0,4 1,6 + 0,4 1,6 +0,3 0,010 No; No
IL-10 1,2+0,3 3,8+0,6 3,8+04 0,000 Si; No
IFNY 1,4+0,3 10,6 + 1,6 8,9+ 0,6 0,000 Si; No
TNF 2,7+0,5 10,2 + 0,7 11,8 + 0,5 0,000 Si; No
HIF-1a 0,6 +£0,5 1,2+ 0,4 1,1+0,3 0,000 Si; No
VEGF 0,8 +0,4 1,0+0,1 1,0+0,1 0,179

VEGFR-1 1,1 +2,6 2,4 +49 2,3+5,1 0,891

Cs5a® 77,7 + 13,9 77,7 + 37,6 94,7 + 26,8 0,274

* Indica si la prueba de Dunn mostré diferencia entre cada par de comparaciones (MP-no vs MP-V; MPV vs. MP-F), con p < 0,05.
® Para C5a se midio su concentracién en sangre y no la expresion de su gen asociado.
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B. Sin infeccion

A.IPP-P. falciparum

rho (+), p < 0,05; — rho (+), p < 0,10; = = rho (-), p < 0,05; ----- rho (-), p < 0,10

Cada evento ocupa siempre la misma posicion en el plano.

Los circulos representan los hallazgos histoldgicos: A: aterosis, AB: abrupcio, I: infarto, DF: dep6sitos de fibrina, NS: nodos sincitiales, E: edema, NV: niimero de vellosidades,
NCV: numero de capilares por vellosidad, CID: células inmunes en decidua, CIV: células inmunes en vellosidad, CIEV: células inmunes en espacio intervelloso, H:
hemorragia, N: necrosis, T: trombo, CAL: calcificaciones.

Las lineas sélidas/continuas y punteadas son correlaciones positivas y negativas, respectivamente.

El grosor o intensidad de la linea representa el grado de significacion.

A. Grupo de placentas infectadas con P. falciparum. B. Grupo de placentas sin infeccién. C. Grupo de placentas infectadas por P. vivax.

En el grupo B (sin infeccién) todos los hallazgos histologicos tienen una correlacion significativa (CS) excepto la necrosis (N) que fue el inico hallazgo que no se encontré
en estas placentas.

Es notoria la cantidad de CS en el grupo IPP-P, vivax respecto a los otros grupos. Ademds, la mayoria de las CS de MP-V son positivas y solo 4 del total de CS en este grupo
son negativas y hacen referencia al infarto con AB, H, NCV, NS, DF y E.

Figura 1. Correlaciones lineales bivariadas significativas (CS) entre eventos histologicos placentarios

farto. TNF se relaciona con abrupcio, trombos y capilares e IL-10). EI TNF tuvo CS con edema, infarto, el nimero de

vellositarios. vellosidades y el nimero de capilares por vellosidad; la IL-2
En el grupo MP-E las CS se reducen y la polaridad cam- tuvo CS con abrupcio, aterosis, trombos y depésitos fibri-
bia; ahora, los polos no son los nodos sincitiales, los depd- noides.

sitos fribrinoides y los trombos, sino el tnico polo que se
destaca son los capilares vellositarios (tres CS: con TNFE, HIF

Para el grupo MP-V, las CS abundan como en la ausen-
cia de infeccion, pero tiene otros centros: abrupcio, trombos,

A.IPP-P. falciparum

B. Sin infeccién

C. IPP-P. vivax

~
~

~

\
\
\

rho (-), p< 0,10

Los circulos representan los mediadores. Las lineas solidas y punteadas son CS positivas y negativas, respectivamente. El grosor o intensidad de la linea representa el grado
de significacion.

En el grupo sin infeccion todas las CS que existen son positivas, se muestra que los mediadores de IL-2, COX-2, VEGF e HIF tienen la mayor cantidad de CS; seguido de
VEGFR-1, IL-10 e IFNY. Es notoria la ausencia de CS de IL-4, TNF y C5a. En el grupo con infeccion es evidente que las CS cambian y aparecen CS negativas que no estaban
en el grupo sin infeccion, en el grupo de IPP-P. vivax, aparecen menos CS y la IL-2 es el tnico centro de las CS existentes. En el grupo IPP-P. falciparum las CS son mds
descentralizadas. En ambos grupos con infeccién, el TNF y el C5a presentan CS, lo que no ocurrié en las placentas sin infeccion.

Figura 2. Correlaciones lineales bivariadas significativas (CS) entre mediadores de procesos placentarios de angiogénesis, inflamacién e hipoxia
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A.IPP-Pfalciparum

B. Sin infeccion

C. IPP- Pvivax

rho (+), p < 0,05 —— rho (+), p < 0,10; — — rho (-), p < 0,05; ----- rho (), p < 0,10

Los circulos representan los mediadores. Las lineas solidas y punteadas son correlaciones significativas (CS) positivas y negativas, respectivamente. El grosor o intensidad

de la linea representa el grado de significacion.

En el grupo sin infeccion todas las CS que existen son positivas, se muestra que los mediadores de IL-2, COX-2, VEGF e HIF tienen la mayor cantidad de CS; seguido
de VEGFR-1, IL-10 e IFNy. Es notoria la ausencia de CS de IL-4, TNF y C5a. En los grupos con infeccién es evidente que las CS cambian y aparecen CS negativas que
no estaban en el grupo sin infecciéon. En IPP-P. vivax, aparecen menos CS y la IL-2 es el tnico centro de las CS existentes. En el grupo IPP-P. falciparum las CS son mas
descentralizadas. En ambos grupos con infeccién, el TNF y el C5a presentan CS, lo que no ocurrié en las placentas sin infeccion.

Figura 3. Correlaciones lineales entre eventos histoldgicos y mediadores de procesos en placenta

calcificaciones. Las CS del abrupcio se dan con COX-1, C5a
e HIF-1a; las de trombos y calcificaciones con el TNF e IL-
2. Ademas los trombos se asocian a VEGE, en cambio, las
calcificaciones se relacionan con VEGFR-1.

DISCUSION

En el presente trabajo se hallaron diferencias importantes
en los efectos placentarios de las dos especies plasmodiales
evaluadas. La cantidad de abrupcio, nodos sincitiales, vello-
sidades, capilares y capilares por vellosidad es significativa-
mente menor cuando hay P. vivax, respecto a P. falciparum.
Por otra parte, P. vivax comparado con las placentas sin in-
feccion, generé mas infarto y menos abrupcio, edema, ve-
llosidades, capilares y capilares por vellosidad. La MP-IPPS
debida a P, falciparum tiene pruebas sobre su naturaleza pa-
togena en gestantes y sus hijos . Inclusive en estudios en la

@729 1a

misma zona geografica en donde se hizo este trabajo
infeccién submicroscdpica placentaria por P, vivax ocasiona
efectos nocivos.

Las comparaciones del grupo de P. vivax contra P. falci-
parum o contra el grupo sin infeccién apoyan fuertemente la
capacidad patogénica placentaria de P. vivax. Estos hallazgos
sientan bases para explicar sus efectos por un mecanismo
que no necesariamente involucra la citoadhesion de eritroci-
tos infectados al tejido placentario, como se da en infeccio-
nes por P. falciparum.

Existe escasa informacion sobre las correlaciones entre
eventos histologicos y mediadores de procesos. Cuando no
hay infeccidn, las CS entre eventos histoldgicos y mediado-
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res de procesos son predominantemente menores al 10%.
Esto se puede interpretar como un estado homeostatico, en
el que no predomina una respuesta especifica, sino que todas
ellas se encuentran activas, pero en estados basales y equili-
brados. En caso contrario la gestacion estaria en riesgo.

Cuando existe infeccion plasmodial, el panorama de las
CS cambia en forma radical, tanto cuando se trata de infeccién
plasmodial placentaria por P. falciparum (IPP-F), pero sobre
todo en infeccién plasmodial placentaria por P. vivax (IPP-V).
Las CS que habia en el estado de no infeccion desaparecen y
surgen otras nuevas en las infecciones plasmodiales. Los cen-
tros o polos de CS que eran los nodos sincitiales y los deposi-
tos fibrinoides desaparecen y son reemplazados por polos que
ahora pertenecen a los mediadores de procesos, especialmente
de inflamacion. La IL-2, el TNF e la IL-10 son polos en IPP-E
mientras que la IL-2, el TNF y el C5a lo son en IPP-V. En au-
sencia de infeccion, las vellosidades y los capilares estan prac-
ticamente sin CS, cuando aparece infeccion ellos surgen como
polos. Todo esto expresaria el estado inflamatorio exacerbado
de la placenta como consecuencia de la infeccion.

En el presente estudio no se midieron hormonas en nin-
guno de los trimestres de la gestacion. La progesterona, es-
trogenos, androgenos y glucocorticoides estdn involucrados
en la gestacion desde la implantacién hasta el parto; su bio-
sintesis y su metabolismo son el resultado de vias complejas
que involucran al feto, la placenta y la madre ©%. Muchas
hormonas sexuales tienen clara interaccién con el sistema
inmune y muchos mediadores de procesos fisioldgicos tam-
bién interactdan con tal sistema. Existe, entonces, una com-
pleja red fisiologica entre hormonas, mediadores de proce-
sos fisiologicos y sistema inmune.
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Entre las fortalezas del estudio estd su aproximacion
integral a la MP, abordando la relacién entre eventos his-
topatologicos y mediadores de inflamacion, angiogénesis e
hipoxia. A nuestro conocimientos estas relaciones no han
sido estudiadas. Se tuvo un grupo control bien definido, el
cual fue negativo para Plasmodium segin técnica altamen-
te sensible y especifica (QPCR), sin presencia de TORCHS,
VIH, eclampsia-preeclampsia, y diabetes. Sin embargo, no
se pudo descartar la presencia de parasitos intestinales y des-
nutricién.

Entre las limitaciones sefialamos el pequefio tamaio
muestral y la seleccién por conveniencia, generado por las
condiciones de tiempo y dinero disponibles. Los mediadores
evaluados representan bdsicamente el proceso inflamatorio
de la placenta a término, otros mediadores de procesos no
fueron medidos suficientemente. El analisis de las correla-
ciones entre hallazgos histolégicos y mediadores de procesos
es superficial porque la informacién disponible es escasa o
inexistente.

En conclusion, cuando ocurre IPPS hay cambios tisulares
placentarios y cambios en la expresion de mediadores del pro-
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