Electron J Biomed 2011;1:45. Castgjon y col. ...VELLOSIDAD PLACENTARIA INFECTADA POR PLASMODIUM VIVAX

I@[ﬁ gFleviEta‘- ElectronicajdelBiomedicin

Flectianit Yournal N Biomedicne| © 1)

I SSN: 1697-090X
Inicio Home

Indice del

Comité Editorial
Editorial Board

Comité Cientifico
Scientific
Committee

Normas para los
autores
Instruction to
Authors

Derechos de autor
Copyright

Contacto/Contact:
[

DANO VELLOSO HIPOXICO EXTENSO EN VELLOSIDAD
PLACENTARIA INFECTADA POR PLASMODIUM VIVAX.

Olivar C. Castejon S%. 2, Angela J. Lopez G 3, Joyce Y. Urdanetal: 2,
Luis M. Pérez Ybarra3, Oliver C. Castején M.1

1 Centro de Investigacion y Andlisis Docente Asistencial del Nucleo Aragua
(CIADANA). Maracay.
2| aboratorio de Microscopia Electrénica. 3Escuela de Bioanalisis.
Facultad de Ciencias de la Salud. Universidad de Carabobo - Nucleo Aragua
Venezuela.

olivar.ciadanauc @ gmail.com

Rev Electron Biomed / Electron J Biomed 2011;1:45-54.

RESUMEN:

Objetivo: El proposito de este estudio de caso fue el determinar el dafio velloso hipoxico extenso en una poblacién de vellosidades
obtenida de una placenta infectada por Plasmodium vivax y tratada con cloroquina cuantificando el dafio en relacién aotra
poblacién normal no infectada.

Métodos: Un protocolo de observacion se aplico a la placenta infectada conteniendo las variables que definen el dafio como la
presencia de nédulos sincitiales, hipovascularidad vellosay vellosidades fibr 6ticas 0 avascular es cuyos por centajes en la placenta
estudio y control fueron medidos estadisticamente para estimar las diferencias significativas. Diez |dminas tefiidas con
hematoxilinay eosina por cada placenta fueron empleadas deter mindndose el por centaje de cada variable en 100 vellosidades en
ambas placentas.

Resultados: La placenta con P.vivax presentd entreun 29y 58 % de nédulos sincitiales mientras que el control 3y 24%. La
fibrosisestromal entre 12 y 49%;la control entre1y 7%. La hipovascularidad entre 49y 84%; la control entre 7y 18%.
Trombosisintervellosa, oclusién delaluz de vasostroncalesinfartosy corangiosis se observaron en lainfectaday noen el
control.

Conclusiones: Estos resultados sugieren un dafio velloso hipdxico extenso en las vellosidades infectadas mientras que las del
control permanecen normoxicas. Dicho dafo pudieraimpedir e suministro de gasesy nutrientes que estimularia a nivel fetal la
restriccion del crecimiento intrauterino con la subsiguiente pérdida de peso fetal.

PALABRAS CLAVE: Dafio velloso hipoxico. Placenta. P.vivax.

SUMMARY: EXTENSIVE HIPOXIC VILLOUSDAMAGE IN PLACENTAL VILLI INFECTED BY PLASMODIUM VIVAX.
CASE REPORT.

Objective: Theaim of thiscasereport wasto deter mine extensive hipoxic villous damage in a population of placental villi
obtained from a placenta infected by Plasmodium vivax and treated with chloroquine quantifying the damage with relationship
to another normal population no infected.

Methods: A protocol of observation was applied to the infected placenta which contained the variablesthat define the damage as
syncytial knots, villous hypovascularity and villous fibr osis whose per centage in the placenta studied and control wer e tested
statistically to evaluate significative differences. Ten slides wer e stained with hematoxilin and eosine by placenta and the

per centage by each variable was determined in 100 terminal villi.
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Results: Placenta with P.vivax presented per centages between 29y 58% of syncytial knots; the control was of 3y 24% .Stromal
fibrosis between 12y 49%; the control 1y 7%.The hypovascularity was of 49y 84%; the control of 7y 18%. Intervillous
thrombosis, occlusion of the lumen of troncal villi, infarcts and chorangiosis wer e observed in the infected placenta but noin the
control.

Conclusions: These findings suggest an extensive hipoxic villous damage in villi infected by P.vivax while those of control are
normoxic. This damage could prevent the supply of nutrients and gases which stimulate at level fetal the intrauterine growth
restriction with abnormal low weight at birth.

KEY WORDS: Hipoxic villous damage. Placenta. P.vivax.

INTRODUCCION

Lamalaria durante el embarazo puede tener consecuencias devastadoras en el desarrollo fetal. No obstante el rutinario
diagnostico y tratamiento oportuno en la etapa prenatal justifica el tratamiento con cloroquina en areas endémicas para evitar la
malaria congénita.

El dafio velloso hipoxico extenso ha sido descrito y diagnosticado cuando una o mas de las siguientes lesiones estuvo presente en
mas del 30% dela vellosidad terminal: nédulos sincitiales aumentados, proliferacion de células x citotrofoblasticas,
hipovascularidad vellosa, fibrosis vellosa y engrosamiento de la membrana basal trofoblastica de la vellosidad en regiones de
cotiledones centrales, nor malesl. Este ha sido deter minado en desor denes hipertensivos asociados a restricciones del crecimiento
intrauterino (RCIU)2.

Se conoce que de todos los casos de malaria estudiados en las dos décadas desde 1988 hasta el 2007 acé en Venezuela,
aproximadamente, el 80% de casos fueron atribuidos a P.vivax4. La incidencia de malaria en mujeres embarazadas en una
region endémica minera venezolana fue del 87% para P.vivax. I nfeccion aparecida en un 41.5% durante el segundo trimestre en
un estudio donde seregistr6 un caso de malaria placentaria en 449 mujer es embar azadas®.

Globalmente, a nivel mundial, hubo un estimado de 92.9 millones de embar azadas ocurrido en areas endémicas por P.vivax en el
afio 20076 y la exposicion anual de al menos 50 millones de embar azadas a |os efectos de la infeccion? es una situacion de alto
riesgo que pudieratener consecuencias aniquiladoras para el desarrollo fetal. La patogénesis de la malaria placentaria apenas
esta parcialmente entendida.

L os rasgos histopatol 6gicos mas resaltantes que han sido encontrados en la placenta infectada por P.vivax segun trabajo
previamente realizado 3 son los siguientes: infartos, nédulos sincitiales, pérdida de la or ganizacion del estroma dela vellosidad,
edema, dilatacion o expansion capilar, eritrocitos nucleados, cambios degener ativos en la pared de los vasos de vellosidades
troncales, trofoblasto muy delgado, degenerado o necr 6tico, deposicion de fibrinoide, calcificacion distr 6fica afectando la
estructura dela vellosidad en general y e patr6n morfolégico de ramificacion anormal de vellosidades globulosas.

Estos cambios notados en €l andlisis de una placenta, infectada en €l tercer trimestre, con extremada vasodilatacion indicando
una probablereaccién isquémica o hipdxica y confirmada por la presencia de eritrocitos nucleados, nosllevé a considerar la
cuantificacion del dafio hipdxico €l cual pudiera ser responsable, en parte, del bajo peso del recién nacido 3.

Nos proponemos determinar cuantitativamente este dafio en una poblacion de vellosidades afectadas por Plasmodium vivax de
una placenta de paciente de 25 afios, primigesta, que infectaba por primera vez, procedente de una zona endémica de malaria
conocida como " El Pauji", Edo. Bolivar y quien recibi6 a las 8 semanas antes del parto tratamiento con cloroquina por
presentar crisis paltdica3.

El objetivo de este estudio fue determinar si hay dafio hipoxico extenso en una poblacion de vellosidades presentes en una
placenta infectada por P.vivax tratada con cloroquina cuantificando el dafio en relacion a otra poblacién normal no infectada.

CASO CLINICO

Paciente de 25 afos, primigesta,de la zona endémica del Pauji, Santa Elena de Uairén, | cabur, Edo. Bolivar, alas 37sde
embarazo, quien seinfectd por primeravez, durante el tercer trimestre, con diagndstico fehaciente positivo de infeccion por
P.vivax mediante examen de gota gruesa y extendido de sangre periférica materna por experto malariélogo. Este técnico
especializado de la unidad de malariologia del Ministerio dela Salud y Desarrollo Social recibi6 la placenta en el Edo. Araguay
laenvié al Laboratorio de Microscopia Electronica del CIADANA para su estudio.

A las ocho semanas antes del parto la pacienterecibid tratamiento con cloroquina por presentar crisis paltdica que comenzo con
escalofrios seguidos de fiebre, sudoracién y fiebreintermitenteeirregular. La paciente setrat6 con dosis habitual de 10 tabletas
en lafaseterapéuticaradical y se continud con la dosis supresiva de 2 tabletas semanales dur ante 4 semanas, recibiendo un total
de 18 tabletas. El historial clinico no informa de otro evento clinico ocurrido durante el embarazo. No se midieron niveles de
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parasitemia. L a placenta pesé 480 gr y su espesor fue de 27 mm.

El neonato pesd 2200 gr. No se conocier on las car acter isticas de madurez y bienestar fetal al nacer. El diagndstico de P.vivax en
gota gruesay extendido resulté negativo para € recién nacido masculino de bajo peso cuya madre seretir 6 de la zona endémica
aparentemente sana. El estudio histolégico fue realizado con conocimiento de losresultados del examen par asitol6gico de sangre
periférica materna. Por razones obvias no se conocier on valor es de par asitemia placentaria durante el embar azo.

Otra poblacién tomada de placenta de embar azada a tér mino nor mal, de la misma zona endémica, sin infeccion malérica ni
tratamiento con clor oquina se utiliz para comparar como control a las 37 semanas de embar azo. En ambas embar azadas un
consentimiento informado fue presentado para cumplir con la declaracién de Helsinki sobre los aspectos bioéticos de la
investigacion y el comité de ética de nuestra institucion.

Setomaron diez biopsias del tejido para preparar diez bloques de parafina, de la zona mater na de la placenta correspondientes a
cuatro regiones marginales, cuatro regionesintermediasy dosregiones centrales. Lo mismo se hizo para el control tomado ala
misma edad gestacional sin complicaciones clinicas. De cada biopsia se realizé una lamina con la técnica de H& E. Un protocolo
de observaciones fue planificado con tresdelos criterios utilizados para el diagndstico de dafio velloso hipéxico extenso a saber:
nédulos sincitiales, hipovascularidad y fibrosis estromal. El protocolo se aplico a la placenta infectada y a la placenta normal.

La hipovascularidad fue consider ada tomando en cuenta el nimer o de vasos obser vados en un corte transversal visto en las
laminas histoldgicas. Si €l corte, en vellosidades terminales, presentaba de 0 a 3 vasos se consider aba hipovascular; de4 a6
hipervascular. Esta variable se observo con € objetivo de 40x; las otras dos variables se observaron con € objetivo de 10x. En la
primeralamina, por e emplo, se observaron diez campos, contdndose el nimer o de nédulos que apar ecian por campo en cada
vellosidad hasta contabilizar 100 vellosidades para obtener un por centaje; luego se determind en 100 vellosidades ter minales las
gue poseian de 0 a 3 vasos por cortey seanot6 el porcentaje. Lo mismo parala variable fibrosis estromal. EI mismo protocolo se
aplico ala placenta normal. En 3000 vellosidades terminales infectadas y 3000 nor males se determiné el dafio velloso hipoxico
extenso. La prueba paramétrica para diferencia de gruposde "t student” fue aplicada a los por centajes obtenidos en lastres
variablestanto del grupo estudio como del control. Seguin los datos de la estadistica descriptiva se calcular on los promedios de
las diez mediciones realizadas, la desviacion standart, el error standart y la probabilidad para detectar si lasdiferenciasentrelas
tresvariables observadas en los por centajes eran realmente significativas entre los dos grupos de vellosidades.

El por centaje de nédulos sincitiales (Fig.1) en la placenta con P.vivax tuvo una variabilidad entre un 29% y 58%; en cambio en
la placenta control estuvo entre 3% y 24% segin vemosen €l cuadro 1.

i NN »i y
£ \"‘h‘ h'- ; 5 | .k
Fig.1. Un incrementado nimer o de nédulos sincitiales (Flecha) son observados en la microfotogr afia de luz tefiida con H& E.
Barra: 35um
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Cuadro 1. Porcentajes de las variables encontradas en las vellosidades infectadas y
control paran = 10

Variable Casos Porcentajes

C 7 0 3 9 20 22 18 7 9 24
MNodulos sincitiales

Pv 50 29 58 38 30 38 43 47 47 W

C T 12 8 9 1 10 17 12 18 12
Hipovascularidad

Pv 49 65 61 61 60 54 55 50 84 T1

C 1 2 1 &6 7 2 5 1 1 2
Fibrosis estromal

Pv 39 49 12 19 28 39 17 21 12 16

IC: Control, Pv: Plasmodinum vivar,

Lafibrosisestromal (Fig.2) en la placenta estudiada entre un porcentaje del 12% y un 49%; en la placenta control entreel 1% y
7% . Lahipovascularidad (Fig.3) dela placenta infectada estuvo entre el 49% y un 84%; la correspondiente al control entre 7%
y 18%. L os valores encontrados en las tres variables, indicador as de hipoxia en la vellosidad placentaria, fluctan en mayor
proporcion en la placenta infectada cuando se compara con los valoresdela normal. La prueba det student aplicada a estos
resultados puede verse en el cuadro 2 de estadisticos descriptivos para lastresvariables. Losvaloresde P indicaron diferencias
altamente significativas.

Cuadro 2. Comparacion de estadisticos descriptivos entre las variables de vellosidades
infectadas por P. viva v el control para n=10
Variable Casos x Ds SE P
C 12,9 7.3704 2.3307
Nodulos sincitiales < (0,0001*
Pv 41,4 8.7065 27817
C 12,5 46488 1.4701
Hipovascularidad < 0,0001*
Pv 61 10,52 3.3267
C 2.8 2,2998 0,7272
Fibrosis estromal < 0,0004*
Pv 252 12,96 4.0072
C: Control, Pv: Plasmodium vivax, f: Promedio, DS: Desviacidn standard, SE;
Error standard *; Diferencias significativas (P<0,05),
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B M S L i O TN e G N,
Fig.2. Laregion superior izquierda muestra zona fibr 6tica (Flecha) de vellosidad asociada a otra troncal que muestra cambios

degenerativosdela intimay la media de un vaso de vellosidad troncal cuya luz esta ocluida. Barra: 35um

Fig.3. Vellosidades muestran poco'svasos estromales. Barra: 35um

Cuando las laminas eran obser vadas también se not6 trombosisintervellosa (Fig.4), oclusion de laluz de los vasos de vellosidades
troncales (Fig.2), infartos placentarios (Fig.5) y corangiosis (Fig.6), en la placenta infectada por P.vivax. Los controlesno
mostraron estas car acter isticas.
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Fig.4. Tromboss inter vellosa se observa entre zonas devellosdades degenerad Reglon&s decaJC|f|caC|0n también estan
presentes. Barra: 144um

o
Fig.5. Vellosidades fibr 6ticas rodeadas por deposicion de sustancia fibrinoide en unaregion delnfarto placentarlo Barra: 48um
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4 & u i
Fig.6. Imagenes de corangiosis se observan en las vellosidades mostradas. Barra: 35um

DISCUSION

De acuerdo con Kingdom and Kaufmann8 el tipo de hipoxia que esté ocurriendo en la unidad feto-placentaria de este caso de
placentainfectada por P.vivax esla hipoxia post placentaria ya que la placenta manifiesta rasgos de mala perfusién placentaria
debido ala obstruccién de vasos feto placentarios; la hipovascularidad encontrada esreflejo de que hay una reduccion en la
expresion de factor es de crecimiento endotelio vascular manifestada por una angiogénesisreducida. L os capilar es vellosos estan
pobremente desarrolladosy la absorcién de gasesy nutrientes esta disminuida creando en el espacio intervelloso una
concentracién elevada de oxigeno, situacion conocida como " hyperoxia" que no favor ece la angiogénesis. El dafio hipéxico
medido mantiene al feto en una condicién de hipoxia mientras que la madr e esta nor méxica. Esta situacion, donde elevados
niveles de oxigeno intraplacentario que impiden el normal crecimiento de la vellosidad es causa de severa RCIUL.

El alto por centaje de nédulos sincitiales, fibrosis estromal e hipovascularidad vellosa encontrada en la placenta infectada es
indicativo de que las vellosidades van hacia una necrosistisular que disminuye su nimeroy la situacion antes mencionada se
agrava. La presencia de nédulos expresa el camino del sincitio hacia la apoptosisy la hipovascularidad la falta de vasos fetales
para absorber nutrientes con la subsecuente formacion de una vellosidad fibr ética asociada a deposicion de fibrinoide 1.

Durante mucho tiempo se consider 6 la infeccién por P.vivax como benigna en razén de que los eritrocitos infectados no
secuestraban en el espacio intervelloso debido a fallas de adherencia a diferencia delo que ocurria con P.falciparum; ahora es
causa de malaria severay fatal en regiones endémicas?. El aumentado niimer o de sever as manifestaciones de infecciones por
P.vivax similares a las observadas por P. falciparum sugieren que hay mecanismos de adhesién que ambos comparten y que la
fuerza delainteraccion con los vasos sanguineos es similar pero inferior en P.vivax capaz de adherirsetambién a células
endoteliales de pulmon, cerebroy placentariastO. La severidad resulta dela adhesion y secuestracion en la vasculatura asi como
delaliberacion de moléculas bioactivas junto con la respuesta inflamatoria del huésped mediante la produccion de citocinasy
guimiocinastl.

Laoclusion delaluz en los vasos de vellosidades troncales nos revela mala perfusion sanguinea en las vellosidades terminaleslo
gue determinala via hacia la apoptosis del trofoblastoy en consecuencia la vellosidad pierdela estructura para la absor cion de
gasesy nutrientes3 10, Latrombosis intervellosa probablemente haya sido originada por obstruccion de los vasos uter o-
placentarios por eritrocitos secuestrados en ellosreduciéndose € flujo hacia € espacio intervelloso. Esto contribuye con la
formacion deinfartos3 incrementandose |a hipoxia ante la cual la placenta en un mecanismo fisiol6gico de compensar la escasez
de oxigeno, en algunas regiones, reacciona mediante un proceso de hiper capilarizacion del estroma de la vellosidad o corangiosis
como laaqui demostrada.

L os efectos del paludismo por P.vivax durante el embar azo se conocian muy poco en referencia al proceso patogénico de la
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infeccion y la correspondiente respuesta inmunel2-13, Hoy en dia se describen como anemia maternay bajo peso al nacer los
principales efectos aunque los abortos, nacidos muertos o prematuros no son frecuentes cuando se comparan con los efectos de
P. falciparum?4. El decrecimiento del peso del recién nacido suele ser mayor en multigravidas!2. Cualquier mujer embar azada
menor de 20 afios, primigesta, primoinfectada puede estar en riesgo de aborto, amenaza de aborto o de nacimiento prematuro en
regiones donde el P.vivax tiene un 78.69% de episodios 0 ataques de malaria en la poblacién15. Recientemente sereporté la
presencia de hemorragia retinal16. L os efectos del paludismo durante el embarazo son ahora bien documentados.

En zonas de baja transmision de malaria los cambios placentarios como aumentado nimer o de célulasinflamatorias, deposicién
defibrina, prominencia de células citotr ofoblasticas y ndédulos sincitiales fuer on significativamente mayor en mujeresinfectadas
con P. falciparum compar adas con mujer es infectadas con P.vivax1?. Siendo los cambios menores con P.vivax no se explica el

por qué existe también una similar reduccion de peso en el nacimiento lo que ha llevado a la afirmacion de que el dafio patol dgico
persistente en la placenta, como el aqui demostrado, no es el factor mas determinante en la reduccién del peso. I nfecciones con
ambas especies de plasmodios (infecciones mixtas) no resultaron en cambios placentarios difer entes de aquellos producidos por
P. falciparum solo. Asi se afirma que €l efecto sobrela reduccién de peso en el recién nacido no puederesultar dela presencia
fisica de cambios placentariosirreversibles sino méas bien de un insulto inmunolégico agudol”.

En el caso aca estudiado el crecimiento placentario esta restringido por la presencia de trombos seriados en la vasculatura dela
placa corial3y la obstruccion de vasos en las vellosidades troncales provocada posiblemente por la presencia de eritrocitos
infectados con tendencia a la agregacion o por la adherencia por largo tiempo en la vasculatur a placentaria per maneciendo alli
secuestradosl4. L a literatura, en general, sefiala que trombosis de vasos troncales es indicativa de insuficiencia placentaria grave
gue contribuye con disminucén del peso al nacer.

Lahipoxemia asi originada restringe el crecimiento fetal y ha sido correlacionada con la falta de flujo en la arteria umbilical: un
indicador derestriccion del crecimiento intrauterino. Cuando esto ocurre hay pérdida de aminoacidos esenciales desde el feto
hacia la placenta lo que explicar ia la pérdida de peso en estos casos!8.

Estudios de biologia molecular realizados con factor es de crecimiento que afectan el desarrollo delos vasos de la vellosidad y
factores que inducen hipoxia en ellano han aclarado el papel dela hipoxia en la placenta malarica que pudiera explicar laRCIU
fetal1®. Nuestro estudio exhibe la evidencia de que la hipoxia juega un papel en la placenta malérica que pudier a estar
asociada,entre otrosfactores, a la disminucion del peso del recién nacido. En efecto, la presencia de lesiones hipoxico-isquémicas
caracterizadas en laliteratura por incrementada presencia de citotrofoblastosy eritrocitos nucleados en los vasos estromales de
las vellosidades; asi como el incrementado nimer o de nédulos sincitiales consider ados como una adaptacion fisiologica a la
hipoxia20-21 aqui observados los cuales se localizan en regiones donde €l espacio intervelloso esta disminuido u ocluido; masla
presencia de vellosidades avascular es o fibr éticas han indicado un ambiente propio de baj as tensiones de oxigeno que
pronosticar ian bajo peso al nacer.

Si la cloroquina ha resultado ser inocua e inalter able?2-23 en el embar azo, estos cambios serian producto de la accion inicial dela
infeccién por P.vivax en el espacio intevelloso donde eritrocitos infectados, probablemente, provocaron una infiltracion
inflamatoria inter vellosa mononuclear masiva, con la subsiguiente produccion de interleucinas que pueden también estar
asociadas con €l bajo peso al nacer. Una alteracion del equilibrio de citocinasy quimiocinas como descrita para P.falciparum
estaria dafiando la placenta segtin los nuevos avances de la biologia molecular24. Por otro lado, utilizando un método nuevo de
clasificacion histol6gica mediante secciones congeladas, fijadas eincluidas en par afina se ha tratado de asociar la inflamacién y
la cantidad de pigmento malarico depositado en el espacio intervelloso con €l peso al nacer en placentas afectadas por
P.falciparum2s.

CONCLUSIONES

El dafio velloso hipéxico extenso encontrado en la estructura de las vellosidades placentarias infectadas por P.vivax es mayor que
el presentado en las vellosidades de la placenta normal lo cual posiblement estariaimpidiendo el suministro de gasesy nutrientes
gue asociado a otr os factor es desconocidos estimularia a nivel fetal la subsiguiente pérdida de peso fetal.
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