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RESUMEN

Introduccion: la infeccién por Plasmodium falci-
parum en el embarazo genera alrededor de 150.000
muertes fetales y 10.000 muertes maternas anuales
en zonas endémicas para malaria. El secuestro de
parésitos es la principal causa de dafo en la placen-
ta; la unién del receptor de sulfato de Condroitina A
(CSA) expresado por el sincitiotrofoblasto (STB) (por-
cién externa del trofoblasto) y el antigeno parasitario
VAR2CSA expresado por los eritrocitos parasitados
median la citohaderencia en este tejido.

Las células del STB no se replican, estas se forman a
partir de la fusion nuclear de la capa celular subya-
cente mononucleada de citotrofoblastos (CTB). La
fusiéon y conversiéon del estado mononuclear al sin-
citial es obligatorio para un embarazo exitoso. Entre
las funciones del STB esté el facilitar el intercambio
de gases y nutrientes, producir hormonas, mediar to-
lerancia inmunoldgica hacia el semialoinjerto fetal,
ser barrera fisica para microorganismos y contribuir
al control innato de las infecciones en la interface
materno-fetal.

Plasmodium falciparum induce un aumento de célu-
las inflamatorias (monocitos y macréfagos), y de cito-
quinas y quimioquinas en la placenta para eliminar
los eritrocitos parasitados; tanto el secuestro como
la inflamacién conllevan a alteraciones en el inter-
cambio de nutrientes y gases entre la madre y el feto,
en procesos angiogénicos, en vias hormonales, en la
absorcion de glucosa y aminodcidos en la placenta,
y dafnos histolégicos de este tejido que finalmente,
se asocian con bajo peso al nacer, restriccidon del
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crecimiento intrauterino y parto prematuro y muerte
neonatal.

La mayoria de los estudios han evaluado el impacto
de la infeccidon en mediadores inflamatorios en san-
gre periférica de gestantes, sin embargo, poco se co-
noce acerca del efecto directo de P falciparum sobre
el tejido placentario, especificamente sobre el proce-
so de diferenciacion y funcién de células del STB que
median la citohaderencia de eritrocitos parasitados
en este tejido.

Objetivo general: identificar los cambios en la dife-
renciacion, funcién y expresiéon de moléculas en cé-
[ulas del trofoblasto expuestas a Plasmodium falcipa-
rum.

Metodologia: el efecto de P falciparum adherente a
CSA (3D7-CSA y FCB1-CSA) sobre la diferenciacién y
funcion celular se evaluard en dos modelos: linea ce-
[ular derivada de coriocarcinoma placentario (BeWo
ATCC ® CCL-98™) y explante de placenta, este ultimo,
corresponde al uso de pequenos fragmentos de tejido
que esta cubierto en su superficie con altas cantidades
de trofoblasto y proporciona un modelo més similar al
tejido placentario in vivo. Brevemente, en las BeWo se
realizard marcaje por inmunotincién con citoquera-
tina-7 (CK-7) para identificar el CTB y para establecer
la diferenciacion a STB se utilizard E-cadherina, Ki-67
y M30, marcadores asociados respectivamente con
(diferenciacién, proliferacién y apoptosis celular).
Se evaluard el indice de sincitializacion (IS) por mi-
croscopia y se corroborara la formacion de STB con
marcadores bioquimicos medidos por ELISA como la
BhCG. En el explante se hard andlisis histopatoldgico
mediante lecturas de inmunohistoquimica emplean-
do las tinciones con CK-7 y hCG con el fin de corro-
borar estado morfoldgico y funcional del explante en
cinética de cultivo de 24, 48 y 72h. La viabilidad del
explante se verificara con medicién de la enzima Lac-
tato deshidrogenasa (LDH) en sobrenadante del culti-
vo. Por otro lado, para evaluar la funcién del STB se
haré ensayo colorimétrico para medir la cantidad de
derivados de glucosa fluorescente (2-Deoxyglucose
(2-DG) permeable y se determinaré la expresion del
receptor de glucosa placentario (Glut-1), citoquinas
Th-1/Th-2 y factores angiogénicos por qPCR, ELISA y
citometria de flujo.
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Resultados preliminares: una vez estandarizadas las
condiciones para disponer de un modelo celular de
STB in vitro, a partir de células de CTB, empleando un
agente inductor de AMPc (FSK) a una concentraciéon
de 50uM, se inici6 con la estandarizacion de cocul-
tivos para estudiar el efecto de P falciparum en una
parasitemia del 10%. La cuantificacién del marcador
bioquimico hCG y la expresién génica de hCG y SYN-
2 igualmente permitieron verificar la diferenciacion
del modelo de CTB a STB con un aumento en la ex-
presion sobre las células diferenciadas a STB.

Se estandarizaron las condiciones para la obtenciéon
de un modelo in vitro de explantes placentarios por
hasta 72 horas de cultivo. Se evidencio que los niveles
de LDH fueron mas altos en las primeras 2 horas de
cultivo lo que reflejé posible dano tisular en proceso
de diseccidn y lavado del tejido para la obtencién del
explante, comparado con los niveles de LDH que re-
ducen en hasta un 50% a las 48h de cultivo.

En la vellosidad se realizé tincién por inmunohistoqui-
mica con el marcador especifico de CTB (CK-7) y se evi-
dencio desprendimiento de la monocapa trofobléstica,
fendmeno esperado, ya que, durante los primeros tres
dias de cultivo, la capa sincitial del explante se renueva
y reemplaza. La secrecién de hCG en cultivos evalua-
dos cada 24 horas evidencid que ésta es mas alta en las
primeras 24 horas de cultivo comparado con las 48 y
72 horas donde la hCG se mantuvo estable.

Conclusiones preliminares: el modelo de explante
velloso se adapta a las condiciones de cultivo duran-
te las primeras 48 horas. Los resultados de viabilidad
celular evaluada por la produccion de LDH indica
que los explantes son viables durante las 48 y 72 h su-
giriendo asi que durante este tiempo el tejido es til
para estudiar el impacto de la infeccién por Plasmo-
dium falciparum a nivel funcional y transcripcional.

Perspectivas: continuar réplicas de los ensayos de
cocultivos con cepas de parasitos adherentes a CSA
tanto para BeWo como para explantes.
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