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RESUMEN

La malaria es uno de los principales problemas de salud mundial, actualmente existen entre
300 y 500 millones de casos clinicos al afio a escala mundial y representa de 0.7 a 2 millones
de muertes al afio. Aproximadamente el 40 % de la poblacién mundial esta expuesta a esta
infeccidn, que es causada por un protozoo del género Plasmodium. De manera importante la
gente que vive en areas endémicas de malaria, estan afectados tipicamente por la pobreza
con frecuencia se exponen a otros patdgenos, como helmintos que representan una causa
comun de enfermedad. Entender la respuesta inmune del hospedero a la malaria es crucial
para el disefio y la implementacion de nuevas vacunas efectivas contra Plasmodium. En este
trabajo ratones BALB/c se infectaron con 10° eritrocitos parasitados con Plasmodium yoelii
17XL via intravenosa y se compararon con grupos de ratones que previamente se habian
infectado con Taenia crassiceps por dos u ocho semanas respectivamente. Los ratones
infectados con P. yoelii presentaron una disminucion en las concentraciones de IL-12p40, asi
como una sobreproduccion de IFN-y lo cual esta asociado con la rapida induccion en la
letalidad en la infeccién. Mientras que la presencia previa del helminto tuvo un efecto
sinérgico en la sintesis de citocinas pro y antiinflamatorias, lo cual genero un efecto protector,
aumentando la sobrevivencia, disminuyendo la parasitemia, la caquexia (pérdida de peso) y la
anemia.

Nuestros resultados indican que la presencia del helminto Taenia crassiceps tuvo un
profundo efecto en la respuesta inmune contra el parasito de la malaria y afecto el curso de la
infeccidon. Los cambios inmunolégicos generados por la infeccién crénica por T. crassiceps
modificaron la respuesta inmune contra de P. yoelii 17XL: se generd una respuesta inmune
con niveles incrementados de IL-4, IL-10 e IL-12. La coexistencia de un perfil mixto de
citocinas Th1/Th2, junto con macréfagos alternativamente activados podria dirigir el curso de
la respuesta inmune.

Palabras claves: Plasmodium, Taenia, Coinfeccion, malaria, helminto.

Xl
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1. INTRODUCCION

El cuerpo esta protegido contra agentes infecciosos y la proteccion es mediada
por diversas células y moléculas efectoras en contra de moléculas extrafias y/o
perjudiciales, todo esto constituye buena parte del sistema inmune [1]. Los
mecanismos de proteccion son diversos. Algunos incluyen la inmunidad innata o
natural y la inmunidad adaptativa [2].

1.1 Inmunidad innata o natural

Representa la primera linea de defensa contra los microorganismos. Los
principales componentes que la conforman son: 1) barreras fisicas y quimicas como
epitelios y sustancias antimicrobianas producidas en la superficie epitelial;, 2)
proteinas sanguineas como el sistema de complemento y otros mediadores de la
inflamacion; y 3) células fagociticas (neutréfilos , macréfagos) y otros leucocitos
como las células
NK [2].

El sistema de la inmunidad innata también tiene la habilidad de discriminar entre lo
propio y los patdogenos a través de patrones de reconocimiento de receptores
(PRRs), estos receptores reconocen patrones moleculares asociados a patbégenos
(PAPMs), los cuales son moléculas conservadas compartidas en varios
microorganismos patdégenos [3]. Los PRRs mejor caracterizados son los receptores
tipo toll (TLRs). Estos se localizan en el plasma o membranas endoplasmaticas y
poseen una sensibilidad especifica a componentes microbianos, tales como
estructuras de acidos nucleicos, componentes de las paredes microbianas y

proteinas estructurales[3].

La inmunidad innata también actla reclutando respuestas antigeno-especificas,
no solo atrayendo células al sitio de infeccion, también en la presentacion de
antigenos por las células dendriticas (DC) que transportan antigenos al tejido linfoide
para activar respuestas inmunes primarias; en la produccién de citocinas que
pueden regular la respuesta inmune a través de cascadas de sefializacion, asi como

la activacidn del sistemas de complemento para lisar los patdégenos.



Salazar Castanon, 2011

La patogenicidad de los microorganismos esta relacionada con la capacidad que
tienen para resistir a los mecanismos de la inmunidad innata. Varios hallazgos

indican que la inmunidad innata controla la activacion de la inmunidad adaptativa.

1.1.1 Inmunidad adaptativa o especifica.

Esta inmunidad se desarrolla como una respuesta a la infeccion, esta es
estimulada tras la exposicibn a agentes infecciosos, su intensidad y capacidad
defensiva aumentan después de la anterior exposicion a un determinado
microorganismo.

Las caracteristicas de la inmunidad adaptativa son: 1) especificidad para moléculas
diferentes; 2) especializacidén, que le capacita para responder a diferentes tipos de
microorganismos; y 3) capacidad para recordar y responder con mas fuerza tras
exposiciones repetidas al mismo microorganismo.

Los componentes de la inmunidad especifica son los linfocitos y sus productos,
entre ellos estdn los anticuerpos. Los antigenos son sustancias extrafias que
inducen respuestas inmunitarias especificas o son dianas de tales respuestas; la

respuesta inmunitaria es especifica para esos antigenos [2].

Las respuestas inmunitarias especificas se clasifican en dos tipos, segun el
componente del sistema inmune que participa en la respuesta.
I. Inmunidad humoral en la que participan moléculas contenidas en sangre
gue reconocen a los antigenos, estas moléculas se denominan anticuerpos y
los linfocitos B las producen.

II. Inmunidad celular, participan células llamadas linfocitos T.

La inmunidad humoral es el principal mecanismo de defensa contra los
microorganismos extracelulares y sus toxinas [2]. Mientras que los microorganismos
intracelulares como los virus y algunas bacterias sobreviven y proliferan dentro de
los fagocitos y otras células huéspedes donde son inaccesibles para los anticuerpos
circundantes. Asi, la defensa contra este tipo de infecciones se da por la inmunidad

mediada por células [2].
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Los linfocitos T se subdividen en: 1) linfocitos T citotoxicos (CTL) o CD8", que son
los encargados de eliminar células infectadas o posibles células tumorales, y 2)
linfocitos T cooperadores (helper) CD4".Esta clasificacion se hizo con base al perfil
de citocinas que secretan, las células T CD4" mismas que pueden diferenciarse
hacia los subtipos Thl y Th2. Las células Thl secretan IL-2, IFN-y, TNF-q,

linfotoxina, entre otros, y participan en la generacion de la inmunidad celular.

Las células Th2 secretan IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 etc. participan en la
inmunidad humoral [4, 5]. Estas células efectoras diferenciadas son las armas del
sistema inmune que responden rapida y eficazmente contra los patdogenos que se
han detectado antes y tienen la capacidad de la expansién de clonas de linfocitos

especificos a esos antigenos.

Los factores que gobiernan la diferenciacion 6 la reactivacion de las células Thly
Th2 son cruciales, como las células presentadoras de antigenos (APC), las citocinas
proThl y proTh2, y la expresion de moléculas coestimuladoras que pueden

influenciar la activacion de las células Thly Th2 [6].

Muchos de los diferentes subtipos de células Th se regulan de manera negativa
entre si, de modo que la activacion del subtipo Thl inhibe la activacién del subtipo
Th2 y viceversa. Asi la respuesta inmune a diferentes tipos de infecciones tiende a

ser dominada por un subtipo Th sobre el otro [7].

Las células dendriticas (DC) proveen una unidn critica entre la respuesta inmune
innata y la adaptativa, se especializan en tomar, procesar y presentar antigenos
derivados de los patégenos, maduran y migran hacia un organo linfoide secundario,
donde presentan el antigeno y estimulan a las células T [8]. La maduracion de las
DC influyen la diferenciacion de las células TCD4" hacia Th1l o Th2 [9]. Estas no son

las Unicas células presentadoras de antigenos (APC) que pueden activar a las



Salazar Castanon, 2011

células TCD4+ virgenes, también las células B y los macréfagos juegan un papel

critico en la respuesta inmune [10].

La respuesta inmune innata y especifica forman un sistema integrado de defensa
en el huésped en el que existe una cooperacién funcional de numerosas células y

moléculas.

1.2 Infecciones parasitarias.

Este tipo de infecciones son aquellas ocasionadas por: protozoos, helmintos,
nematodos, artropodos, etc.; los cuales son responsables de una mayor morbilidad y
mortalidad que cualquier otra clase de microorganismos infecciosos. La persistencia
de éstos pardsitos en el huésped humano también da lugar a reacciones
inmunoldgicas crénicas que pueden originar lesiones en los tejidos, asi como

alteraciones en la regulacién inmunitaria.

Se estima que las infecciones por helmintos (nematodos, trematodos y céstodos)
afectan a mas de un cuarto de la poblacion mundial (aproximadamente 1.5 mil
millones de personas) [11], mientras que las infecciones por parasitos protozoos son
uno de los mayores problemas de salud publica mundial y afectan de 0.5 a 1 billon
de personas en todo el mundo, provocando enfermedades como la leishmaniosis,

tripanosomiosis, malaria y toxoplasmosis, entre otras [12].

El siglo XX ha sido testigo de la mas grande lucha contra enfermedades infecciosas
alrededor del mundo. Ademas de las campafas para reducir o eliminar las
amenazas planteadas por la polio, difteria, sarampién, tétanos, hepatitis B y lepra. La
capacidad de control de contra éstas enfermedades ha sido grande; Sin embargo,
otras enfermedades infecciosas (las mas notablemente el virus de inmunodeficiencia
humana adquirida (VIH), tuberculosis (TB) y la malaria) constituyen barreras al

progreso de la salud global [13].
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La malaria representa uno de los mayores retos a la salud publica mundial, el
parasito ha resistido todos los esfuerzos para su control, ain cuando Laveran lo

detectd microscopicamente hace mas de 120 afios por primera vez [14].

1.2.1 Malaria

La malaria es una enfermedad causada por un protozoo parasito (cuadro 1) del
género Plasmodium, el cual infecta y destruye los glébulos rojos (RBC del inglés
“‘Red Blood cells”) [15, 16]. La malaria humana se origina por la infeccién con una de
las 4 especies del género Plasmodium (cuadro 2), el parasito se transmite por la

picadura de mosquitos hembras Anopheles infectados.

Domino | Eukaryota Whittaker &
Margulis,1978

Reino Protozoa Owen

Phylum | Apicomplexa Levine, 1970

Clase Aconoidaidasida | Melhorne, peters 'y
haeikorn,1980

Orden Haesmosporidae | Danieleswski, 1985

Familia | Plasmodiidae Mesnil 1903

Género | Plasmodium Marchiata y celli, 1885

Cuadro 1. Taxonomia


http://en.wikipedia.org/wiki/Robert_Whittaker
http://en.wikipedia.org/wiki/Lynn_Margulis
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Plasmodios Caracteristicas

Plasmodium Causante de la forma de malaria mas severa. Genera
falciparum infecciones cronicas, pero no se desarrolla la forma de
Welch, 1897 hipnozoito (estadio que permanece en latencia (dormido) y

persiste en el hepatocito, por lo que no se presentan
recaidas. Puede ser fatal.

Plasmodium vivax El mayor causante de la malaria clinica. Se desarrolla la
Grassi & Feletti, 1890 | forma de hipnozoito y pueden presentarse recaidas
muchos afios después de una aparente cura. Rara vez es

fatal.
Plasmodium malariae | Casos poco frecuentes causante de la malaria clinica,
Laveran, 1881 especialmente en Africa. Las infecciones sin tratamiento
pueden persistir en niveles bajos de parasitemia por varias
décadas.
Plasmodium ovale Existen pocos casos y son causantes de una malaria
Stephens, 1922 clinica moderada. Se puede detectar en infecciones mixtas

con otras especies. Se desarrollan hipnozoitos y pueden
existir recaidas

Cuadro 2. Especies de Plasmodium que causa la malaria humana.

Plasmodium falciparum es la especie que ocasiona mayor mortalidad, a pesar de
gue se han hecho muchos esfuerzos para controlar a éste patdégeno, actualmente
existen entre 300 y 500 millones de casos clinicos anuales a escala mundial y
representa de 0.7 a 2 millones de muertes al afio [15, 17, 18]. En México,
Plasmodium vivax es responsable de poco méas del 99% de los casos de malaria
[19].

1.2.1.1 Ciclo de vida

El ciclo de vida de Plasmodium atraviesa varias etapas de desarrollo en el
huésped vertebrado (esporozoitos, etapas asexuales exoeritrocitica e intraeritrocitica
y gametocitos) y otras mas en el invertebrado (gametos, zigoto, oocisto, oocineto y
esporozoito), cada etapa expresa proteinas especificas, por lo que su estudio se

vuelve complejo [20].

La infeccién en el humano comienza cuando la hembra del mosquito del género

Anopheles inyecta los esporozéitos a través de la saliva durante la hematofagia. Los
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esporozoitos viajan al higado e invaden los hepatocitos (tipicamente de 1 a 10 en
namero) se desarrollan por un periodo de aproximadamente una semana en un
esquizonte exoeritrocitico que contiene aproximadamente 30,000 merozoitos; dos de
las cuatro especies que infectan al hombre (P. vivax y P. ovale) pueden desarrollar
hipnozoitos (que puede provocar re-infecciones meses o afios mas tarde), pero en el
caso de P. falciparum, no desarrolla esta forma inactiva, los merozoitos se liberan de
los hepatocitos infectados, invaden a otros hepatocitos o a los eritrocitos. Alli sigue
un ciclo de 48 horas durante el cual el merozoito invasor se desarrolla en un
trofozoito de anillo, trofozoito maduro, y finalmente en un esquizonte, que da lugar a
aproximadamente 16 nuevos merozoitos (ésto ocurre dentro de una vacuola
parasitéfora en el eritrocito) se liberan e infectan nuevos eritrocitos. El ciclo de vida
en el humano se completa al desarrollarse las formas sexuales (gametocitos) en los
eritrocitos. La reproduccion esporogonica se lleva a cabo en la hembra Anopheles
gue ingiere los parasitos durante la hematofagia de personas infectadas, los
gametocitos pasan por el tubo digestivo, ya en el estbmago del mosquito por
condiciones de baja temperatura, los gametos surgen de los eritrocitos infectados en
donde ocurre el proceso de exflagelacién del gameto masculino, la fertilizacion del
gameto da lugar a los ooquinetos que atraviesan la pared intestinal, y se transforma
en ooquiste que contienen esporozoitos inmaduros, en la ruptura del ooquiste se
liberan y se diseminan dentro del cuerpo del vector, viajan a las glandulas salivales
del mosquito, via por la cual se inoculan los esporozoitos en la proxima alimentacion

del mosquito, dando inicio de nuevo al ciclo de vida (Fig. 1).
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Figura. 1. Ciclo bioldgico de la malaria. Plasmodium. En el proceso de hematofagia la hembra de
mosquito Anopheles inocula los esporozoitos en el hombre (1). Los esporozoitos infectan a las
células hepéticas (2) y se multiplican por esquizogonia (3) dando lugar a la formacién de merozoitos
(4). Después de esta multiplicacion en el higado (esquizogonia exoeritrocitica) (A), el parasito invade
los glébulos rojos y se reproduce por esquizogonia (esquizogonia eritrocitica) (B).Los merozoitos
invaden los glébulos rojos (5). Los trofozoitos anulares se convierten en esquizontes que daran lugar
a nuevos merozoitos (6). Algunos parasitos se diferencian sexualmente (gametocitos) (7) Los
gametocitos masculinos (microgametocitos) y femeninos (macrogametocitos) son ingeridos por un
mosquito Anopheles durante la hematofagia (8). La multiplicacion del parasito en el mosquito se
conoce como ciclo esporogonico (C). Los microgametos fecundan los macrogametos y se desarrollan
los zigotos (9). El zigoto se convierte en ooquineto movil (10), invade la pared del intestino y se
convierte en ooquiste (11). El ooquiste desarrolla en su interior esporozoitos (12), que una vez
liberados ascienden a las glandulas salivales. La inoculacion de los esporozoitos en un nuevo

hospedador perpetia el ciclo de la malaria (1).
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1.2.1.2 Cuadro clinico de malaria.
Los sintomas caracteristicos son: Sintomatologia de

fiebre, escalofrios, sudoracion, cefaléa y Central: Malaria

- Cefalea Piel:
mialgias. Con menor frecuencia, dolores o ' - Escalofrios
Sistémico: ."’ - Sudoracidn

abdominales, vomito y diarrea. Estos - Fiehre
L. . Respiratorio:
pueden escalar rapidamente hacia una Muscular: - Tos seca
- Fatiga

malaria severa, desarrollandose: malaria - Dolor Bazo:

L ) -Esplenomegalia
cerebral, falla renal, falla hepatica, anemia Dolor de

espalda Estomago:

- Nauseas
- Vomito
- Dolor abdominal

grave, trombocitopenia 'y  edéma

pulmonar, entre otras (Fig. 2) [14, 21].

Figura. 2. Sintomas de la malaria

Las principales amenazas clinicas para los pacientes con malaria son la malaria
cerebral y la anemia. La malaria cerebral es la mayor causa de muerte en los
individuos infectados con P. falciparum. Se estima que entre el del 10 al 20% de las
personas que se infectan mueren y una gran proporcion de sobrevivientes sufren
dafio neuronal permanente [22]. La patogénesis de la anemia por P. falciparum es
compleja y multifactorial y no se conoce completamente, a pesar de ser la principal

causa de muerte en las regiones con alta endemicidad [15] .

1.2.1.3 Distribucién mundial

Aproximadamente el 40 % de la poblacion mundial esta expuesta a la malaria.
Africa Subsahariana presenta la mayor incidencia de malaria [18]. A finales de 2004,
107 paises tenian zonas de riesgo de transmision de malaria, de los cuales 21
pertenecen a América Latina, entre ellos México, en donde hasta la mitad del siglo
pasado, la malaria se encontraba entre las cinco principales causas de muerte [23].
Existen alrededor de 1.38 mil millones de individuos en riesgo de ser infectados con
malaria, de los cuales 0.69 mil millones se encuentran en Centro y Sureste asiatico,

0.66 mil millones en Africa, Yemen, Arabia Saudita, y 0.04 mil millones en América.
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Todos expuestos a un riesgo estable de acuerdo a los niveles endémicos del
parasito (Fig. 3) [24].

|:] Malaria free 2
[ Ptept <0.1%: ) ‘.‘
I PrRao= 0% 5% ¢
I FPR0= 55t - <% AN
I PPRoc>= d0%

W

Figura 3. Distribucién espacial de P. falciparum, malaria de acuerdo a los niveles endémicos. Imagen

tomada de Hay, Guerra et al. 2009.

En México las areas de alto riesgo comprenden a los estados de Chiapas,
Tabasco, Campeche, Quintana Roo, Sinaloa, Chihuahua, Durango y Sonora. En el
afo 2004, se reportaron 3,406 casos, de los cuales 98.5% correspondié a P. vivax y

so6lo el 1.5% a P. falciparum (Fig. 4).
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Figura 4. Areas con trasmision de malaria en México, 1985-2003. El 58 % del territorio corresponde a
zonas de alto riesgo potencial de malaria y el 33% de la poblacion habita en ellas. (imagen tomada
de: Regional program of action and demonstration of sustainable alternatives for malaria vector control

without the use of DDT in Mexico and central América , 2008).

Para poder tener un mejor entendimiento de la malaria humana se han utilizado
modelos experimentales en animales, debido a la dificultad que implica interpretar
estudios in vitro, en las que no estan presentes todos los factores involucrados en la
patologia, en particular para el estudio del sistema inmune. Ademas para la mayoria

de los experimentos no es ético o practico el uso de pacientes humanos.

1.2.1.4 Modelos animales empleados para el estudio de la malaria

En los modelos experimentales no se pueden reproducir todas las caracteristicas
de la enfermedad en el huésped humano, sin embargo la similitud de la respuesta
inmune en ratones y humanos justifica el uso de modelos murinos en los estudios
experimentales de malaria [25]. Varias combinaciones de especies de Plasmodium y
cepas de ratones se han utilizado para mimetizar la respuesta inmune de malaria en

humanos (cuadro 3).

11
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Plasmodio | Aplicacion

P.chabaudi | P. chabaudi chabaudi AS: se ha utilizado en el estudio de los
mecanismos inmunes y la inmunoregulacion de las citocinas, ademas,
también se ha utilizado para identificar la susceptibilidad. Causa una
infeccion no letal en cepas de ratones resistentes y letal en cepas
susceptibles

P. chabaudi adami: Causa una infeccion letal media

P.berghei | P. berghei ANKA y P. berghei K173. Se han utilizado en estudios de
patogénesis. P. berghei ANKA sirve de modelo experimental de la
malaria cerebral (ECM), de la variacion genética en el desarrollo de
ECM entre los ratones, el cual se ha asociado con la produccion de
citocinas pro-inflamatorias.

P. yoelii P. yoelii 17 XL, P. yoelii 17XNL y P. yoelii YM se ha utilizado en
estudios de los mecanismos inmunes y de la patogénesis incluyendo
ECM.

P. yoelii 17XL se ha utilizado en la identificacion de posibles vacunas

P. vinckei | P. vinckei vinckei: el cual causa infecciones letales, se utiliza para
estudiar la patogénesis y la quimioterapia.

P. vinckei petteri: el cual causa infecciones no letales y se ha utilizado
para estudiar los mecanismos de la respuesta inmune.

Cuadro 3. Especies de Plasmodium que causan la malaria en ratones.

1.2.1.5 Respuestainmune ala malaria
La respuesta inmune hacia la malaria es compleja y poco entendida; la respuesta
gue se desarrolla hacia los parasitos depende de la especie asi como del estadio

especifico dentro del huésped [26].

La eficiencia de la respuesta inmune parece requerir de una respuesta humoral y
una respuesta inmune celular, probablemente en cooperacidon, aunque la

importancia de cada una no es del todo clara.

La utilizacion de modelos murinos ha contribuido a establecer algunos
mecanismos de resistencia a la infeccion por Plasmodium .La respuesta inmune mas
estudiada en modelos murinos es la desencadenada por la infeccion con P.
chabaudi chabaudi la cual puede resultar en una infeccién no letal en cepas de
ratones BALB/c, C57BL/6 y una infeccion letal en cepas de ratones A/J y DBA/2 [27].
La infeccion en ratones con P. chabaudi se caracteriza por una rapida y marcada

respuesta inflamatoria, con produccion de IL-12, TNF-a e IFN-y.

12
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El ciclo de vida de este parasito atraviesa dos etapas principales, la que se
presenta en el higado (etapa exoeritrocitica) y la que se presenta en la sangre
(intraeritrocitica), cada una, con una respuesta inmune especifica para cada estadio

del parasito.

Etapa exoeritrocitica: La inmunidad contra los esporozoitos depende de los

anticuerpos contra proteinas de superficie, como la proteina de superficie del
esporozoito (CSP-2) [28] y contra antigenos especificos del estadio hepatico (LSA);
éstos antigenos inducen la produccion de anticuerpos que neutralizan o bloguean la
invasion de los hepatocitos [29]. Una vez que los esporozoitos han entrado al

hepatocito la forma de inmunidad que predomina es la inmunidad celular.

Se ha demostrado que la eliminacion exo-eritrocitica del parasito en ratones
requiere principalmente de las células TCD8" [30], de las células asesinas naturales
(NK), NKT [27] y de las células T y® que producen IFN-y para eliminar a los
hepatocitos infectados [29].

Etapa eritrocitica. El parasito altera dramaticamente la fisiologia y los procesos

bioguimicos de los eritrocitos de su hospedero y expresa en su superficie moléculas
codificadas por el parasito que mas tarde afectara la movilidad de los eritrocitos y el
trafico dentro del cuerpo. La biomasa del parasito se incrementa rapidamente y
activa los mecanismos de la inmunidad innata, incluyendo las NK y las células Tyd
[14].

Diversas evidencias indican que la inmunidad innata tiene un papel crucial en la
generacion de una respuesta protectora contra la malaria (Fig. 5). En ausencia de
las células NK los picos de parasitemia son elevados durante una infeccion aguda
con P. chabaudi [31]. Se ha observado que una produccién temprana de IFN-y por
las células NK, puede resolver la infeccion en ratones infectados con varias especies

de Plasmodium [31]. Con diferentes cepas de raton en combinacién con diferentes

13
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cepas de Plasmodium, muestran claramente que la ausencia de IFN-y, minimiza la

capacidad de los ratones para controlar y eliminar los parasitos [32].

Las células Tyd se expanden durante la infeccién, pero no son esenciales para la
resolucion de esta. En su ausencia la parasitemia se prolonga y cuando estan

presentes, se retrasa por algunos dias.

Los macrofagos juegan un papel critico en la inmunidad innata contra la malaria
por su habilidad de fagocitar eritrocitos parasitados (pRBC) en ausencia de
anticuerpos citoliticos especificos para el parasito o por opsonizacion de éstos. En la
inmunidad adaptativa, por el estimulo con IFN-y, los macréfagos funcionan como
células efectoras que pueden, mediante anticuerpos dependientes, inhibir células o

producir moléculas contra el anti-parasito [30].

Las DC se activan in vivo en el bazo, procesan y presentan los antigenos de la
malaria durante la infeccion, originando citocinas que contribuyen a la polarizacion
de la respuesta de las células TCD4". Las DC fagocitan a los eritrocitos infectados y
presentan los péptidos de las proteinas del parasito en un contexto de moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC)-1l [27], los antigenos estimulan el
incremento en la expresion de moléculas coestimuladoras en DC y estas inducen la

produccion de citocinas proinflamatorias como IL-12, TNF-a e IL-6 [27].

Al parecer, la activacion de las DC de murinos requiere el reconocimiento, a través
de TLR9/MyD88, de un pigmento del parasito (hemozoina). La respuesta a la
activacion por ésta via da como resultado la produccion de citocinas como IL-12p40,
TNF-a, e IL-6. De manera interesante, la hemozoina también es un inductor de la

activacion de los macrofagos via ERK1/2, NF-kB [33, 34].
Los anticuerpos y las células T juegan un papel importante en la proteccion

inmune contra los pardasitos de la malaria. Los anticuerpos especificos contra los

merozoitos opsonizan a los merozoitos o inhiben la invasion de los RBC por los
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parasitos, los anticuerpos opsonizan a los pRBCs, fagocitan o bloquean la adhesion
de los RBC al endotelio vascular. De igual manera el TNF-a y el IFN-y activa a los
macroéfagos para que fagociten [9] y eliminen a los pRBCs y a los merozoitos, los
anticuerpos anti-glicosilfosfatidinositol (GPI) neutralizan las toxinas del parasito [29].
Los principales anticuerpos involucrados en la eliminaciébn del parasito son

principalmente las subclases de IgG del tipo citofilico (IgG1 y 1gG3) [35].

Las células TCD4" actiian como células colaboradoras (Th —del inglés “T helper”)
para la diferenciacion de células B y la produccién de anticuerpos; por otro lado, las
células Th producen citocinas que favorecen la fagocitosis y en consecuencia la
muerte del parésito. Asi, las células TCD4", juegan un papel clave en la inmunidad
protectora contra la malaria en el higado y en la sangre [30]. Los experimentos
realizados en modelos murinos han permitido demostrar que el IFN-a, las células
TCD4" junto con las células B, son cruciales para desarrollar una eficiente proteccion
inmune [36, 37].

La eliminacion de los parasitos en el higado, requiere principalmente de células
TCD8". Takashi y cols. en 20lo sugieren las células TCD8" tiene un papel
importante en la respuesta inmune protectora de los ratones C57BL/6 infectados con
P. yoelii 17 XL en la etapa eritrocitica; ya que las células TCD8" podrian activar a los
macréfagos por medio de la liberacion de IFN-y. Estos macréfagos pueden,
potencialmente fagocitar eritrocitos infectados. Si el parasito no fuera completamente
eliminado por este mecanismo, las células TCD8" podrian provocar la apoptosis via
el sistema PFN-granzimas B en los macrofagos infectados, para eliminar

completamente al parasito y reclutar macrofagos nuevos [30].

Los plasmodios modulan la respuesta de las células presentadoras de antigeno
como macroéfagos y DC lo que conduce a la supresion de la respuesta inmune [38].
En el modelo murino de malaria letal con P. yoelii YM, la funcion de las DC, se
afectada con la presencia del TNF-a [39]. Wykes y cols. en 2007 sugieren que el

dafio en la actividad de las células dendriticas es un factor de virulencia para las
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distintas especies del parasito, ya que al transferir a las DC de ratones infectados
con una cepa “no letal” a ratones infectados con una cepa “letal” de Plasmodium,

estos resultaron protegidos [40].

Las células T reguladoras CD4"CD25'FOXP3" (Treg) suprimen la activacion de
las células TCD4" y de las células TCD8", por lo que se cree que contribuyen al
establecimiento de una infeccion crénica. Hisaeda y cols. en 2004 demostraron la
importancia de las células Treg en ratones BALB/c infectados con P. yoelii, en los
cuales la eliminacion de las células Treg con el anticuerpo monoclonal anti-CD25
protegio a los ratones infectados e incremento la respuesta de las células T contra
los antigenos del parasito [41]. De igual manera, se ha demostrado que la supresion
de la células T favorece a la letalidad de las infecciones con P. yoelii; mientras que la
neutralizaciéon de TGF- e IL-10 prolonga la supervivencia de los ratones infectados,

y cerca del 40 % fueron capaces de resolver la infeccion [42].
En los humanos, la produccién de TGF-B y la presencia de las células Treg se ha

asociado con parasitemias elevadas, lo que sugiere que la induccién de las células

Treg. podrian representar un factor especifico de virulencia del parasito [43].
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Figura 5. Diagrama que ilustra el posible mecanismo de la inmunidad en ratones infectados con
Plasmodium. La hemozoina induce la activacion de las DC via TLR-9-MYD88. Las células dendriticas
activadas producen IFNs tipo 1 los cuales estimulan a las TCD4+ a producir IFN-y. Las DC activan las
células Tyd. La activacién de TLR-9 induce la proliferacion de células TCD4+ y TCD8+, las cuales
promueven la sintesis de citocinas como IL-12p40, TNF-a, INF-y e IL-4. La hemozoina también
induce la activacion de los macrofagos via ERK favoreciendo la proliferacion de TCD4+ y
promoviendo la sintesis y liberacion de IFN-y, TNF-a, IL-1 e IL-6. La produccion de TNF-PGE2 induce

el paroxismo en la malaria.
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1.2.2 Helmintos

Muchas especies de helmintos son parasitos de organismos multicelulares, son
médica y econOmicamente relevantes por su impacto al infectar animales
domésticos y al hombre, ocasionan infecciones letales como esquitosomiosis. Los
helmintos son extremadamente diversos. Se clasifican en tres grupos taxonémicos:
los nematodos, los trematodos y céstodos; cuyos ciclos de vida son frecuentemente
distintos [44].

Las infecciones por helmintos son comunes en vastas regiones del mundo,
especialmente en paises en vias de desarrollo; se estima que afectan a mas de un

cuarto de la poblacion mundial (aproximadamente 1.5 mil millones de personas) [11].

1.2.2.1 Cisticercosis

La cisticercosis humana es una enfermedad ocasionada por la larva del céstodo
del parasito Taenia solium, los humanos son inoculados con la larva al ingerir
huevos liberados del gusano plano [45]. La proliferacién y transmisién del parasito
son favorecidas por métodos primitivos de crianza de puercos, con la pobreza, con
falta de higiene y saneamiento, asi como la falta de control en la calidad de la carne

destinada al consumo humano [46].

Los humanos pueden infectarse y presentar cisticercos en sus tejidos,
desarrollandose la cisticercosis, si es en el medio neurolégico se produce la
neurocisticercosis, que es la forma mas seria de la cisticercosis humana (Fig. 6) [47].
La infeccidn causa una sustancial morbilidad y mortalidad, particularmente en varios
paises de Latinoamerica y en algunas partes de Africa y en Asia; asi como pérdidas
econdémicas en productos derivados del cerdo debido al sacrificio de cerdos
infectados (Fig.6) [46].

18



Salazar Castanon, 2011

Figura 6. (a) Cisticercosis humana , (b) Neurocisticercosis humana y (¢) Mdsculo esquelético de

cerdo con presencia de cisticercos.

Aproximadamente 2.5 millones de personas en el mundo son portadores de
gusanos planos de T. solium y no menos de 20 millones de personas se infectan con
el cisticerco de T. solium. Se han descrito 50 000 muertes cada afio a causa de la

neurocisticercosis [47].

En América Latina se estima que se presentan aproximadamente 400 000 casos
de cisticercosis en zonas endémicas, en las cuales habitan cerca de 75 millones de
individuos [47]. La cisticercosis humana es muy comun en México [45], se estima
gue el costo por perdida en la produccion de puercos en 1980 fue de 43 millones de
dolares [47].

Para aclarar preguntas no resueltas sobre la cisticercosis humana, investigadores
han usado el modelo murino de cisticercosis con la infeccion con Taenia crassiceps

[48].
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Taenia crassiceps es un céstodo que, cuando es adulto vive en el lumen del
intestino de algunas especies de carnivoros (i.e. zorros) (Fig. 7) asi como en el tejido
conectivo subcutaneo, pleural y en las cavidades peritoneales de roedores (i. e.
ratones); en éstos se encuentra como metacéstodo (cisticercos) [49, 50]. Varios
autores han demostrado que, los humanos inmunodeprimidos, pueden desarrollar
cisticercosis por T. crassiceps [51], cuando los huevecillos se ingieren en los
alimentos o en el agua contaminada con heces de caninos o felinos infectados.
Desarrollandose los metacéstodos en la capa subcutanea, entre el tejido muscular,
[51] o intraocular [52].

Figura 7. Fotografia del Adulto de Taenia crassiceps:
A) Escolex donde se observa las ventosas y ganchos
B) Proglotido inmadura

C) Proglotido maduro

Se ha establecido que los metacéstodos de T. solium y T. crassiceps comparten
antigenos [53], por lo tanto, el suero de los pacientes que sufren de
neurocisticercosis, pueden reconocer antigenos de T. crassiceps y de manera similar
el suero de ratones infectados con T. crassiceps contiene anticuerpos capaces de

reconocer antigenos de T. solium.
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1.2.2.2 Ciclo de vida de Taenia crassiceps

Los zorros y los perros,entre otros carnivoros, portan el gusano adulto en el
intestino delgado, por lo que los huevos infectivos se liberan en el excremento y
cuando éstos son ingieridos por roedores salvajes, la oncésfera atraviesa el epitelio
intestinal, alcanzando a los tejidos donde se diferencia a la etapa larval o cisticerco,
si el huésped definitivo (carnivoro) en el que los gusanos planos crecen en el
duodeno y liberaran huevos infectivos (Fig. 8) [50]. Morfolégicamente Ia
ultraestructura del estadio larval y el gusano plano de T. crassiceps no difiere

significativamente del descrito para otros taenidos o gusanos planos (Fig. 9) [50]

Ciclode vida de
T. crassiceps

Rodriguez-Sosa vVi.
Salazar C. V. H. (2011)

Figura8. Ciclo de vida de T. crassiceps: A) huésped definitivo (carnivoro); B) gusano adulto en el
intestino del huésped; C) huevos liberados en las heces; D) ingestién de huevos por el huésped
intermediario (roedores); E) crecimiento de la larva en el huésped intermediario y cuando el carnivoro

lo ingiere (huésped definitivo) donde los gusanos planos crecen en el duodeno.
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I proglotide maduro de 7. solium ] proglotide maduro de T. crassiceps

Escolex de T. solium Escolex deT. crassiceps

I Escolex de T. saginata

l

Figura 9.- a) Escolex de céstodos b) Proglotidos de cestodos

T. crassiceps es un cisticerco que ocasiona infecciones cronicas; en los animales
de laboratorio, como son los ratones y las ratas. Los cisticercos crecen en la cavidad
peritoneal, donde se reproducen, crecen.Es ahi donde pueden ser contados
individualmente, para estimar la velocidad de reproduccién de diferentes cepas y la
susceptibilidad a estos [54].

Un excelente modelo para el estudio de esta enfermedad es la infeccion de
ratones BALB/c con Taenia crassiceps. El quiste se multiplica en la cavidad
peritoneal del ratén por reproduccién asexual de una manera aparentemente

incontrolada, haciendo al raton BALB/c sumamente susceptible a esta infeccion [45].

1.2.2.3 Respuesta inmune a los Helmintos

La infeccion con helmintos tiene un efecto profundo en el sistema inmune,
resultando en una polarizacion hacia una respuesta tipo Th2, que se caracteriza por
niveles elevados de citocinas como: la IL-4, la IL-5, la IL-13 y niveles altos de
inmunoglubina E (IgE) en suero. A pesar de la fuerte respuesta Th2, los gusanos

adultos frecuentemente sobreviven en el huésped humano por décadas. El largo
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tiempo de sobrevivencia de los helmintos dentro del huésped, al aparecer
inmunocompetente, se facilita por la induccion de mecanismos inmunoreguladores
por parte del parasito. Estos mecanismos incluyen la induccion de células Treg y la
regulacibn negativa de células del sistema inmune innato; tales como los
macrofagos y las DC, lo cual resulta en un medio ambiente inmunoldgico
antiinflamatorio, caracterizado por el aumento de los niveles de IL-10 y de TGF-(.
Esta red reguladora en el huésped previene la eliminaciéon de los gusanos y al
mismo tiempo protege al huésped contra la patologia que podria, de otra manera
resultar de una excesiva inflamacién [28, 55, 56]. El notable equilibrio entre el
huésped y el parasito, particularmente la defensa inmune del huésped y la evasion
de la respuesta inmune por el parasito, es producto de una co-evolucion a lo largo
del tiempo [44].

1.2.2.4 Respuesta inmune a Taenia crassiceps.

Los ratones con fondo genético BALB/c y H-2d desarrollan una gran carga de
metacéstodos de T. crassiceps cepa ORF [57], mientras que en los ratones C57BL/6
se restringe la carga parasitaria [58]. Igualmente, se han observado diferencias en la
actividad de los macréfagos: los macréfagos de los ratones BALB/c infectados con T.
crassiceps muestran un fuerte supresion de su actividad; contrario a los macrofagos
infectados que provienen de ratones C57BL/6. Estos hallazgos soportan la idea de
gue las células presentadoras de antigeno juegan un papel importante en la
activacion temprana y posteriores durante la infeccién por T. crassiceps. Es posible
gue éstos mecanismos sean, en parte, responsables de las diferencias en la
susceptibilidad a la infeccién por T. crassiceps que se ha detectado en éstas cepas
de raton [59].

En la cisticercosis experimental causada por T crassiceps la respuesta inmune en
ratones BALB/c es inicialmente del tipo Thl pero se polariza hacia el tipo Th2 a partir
de la 4 semana post-infeccion. La resistencia a éste parasito se ha asociado con una

respuesta temprana del tipo Thl, asi como con al fondo genético [54, 60], mientras
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gue una respuesta tipo Th2 se ha asociado con un aumento en la carga del parasito
y produccion de citocinas como IL-4, IL-6 y IL-10, asi como de eosinofilos.
Rodriguez-Sosa y cols. en 2004, demostraron la importancia de la respuesta Thl al
administrar anti-IFN-a a ratones infectados por T. crassiceps durante una fase

temprana de la infeccion, lo que los hace mas susceptibles a la cisticercosis.

Los factores de transcripcion STAT-4 y STAT-6 también se incluyen en la
modulacién de la respuesta inmune en los ratones infectados con T. crassiceps
Rodriguez-Sosa y cols. en 2002, demostraron que ratones deficientes en la
funcionalidad del gen (STAT6-/-) infectados con T. crassiceps controlaron la
infeccion. Esta resistencia estuvo asociada a una respuesta Thl sostenida y una
deficiente respuesta Th2 mediada por IL-4/IL-13 [61]. Esto quedd plenamente
confirmado cuando se infectaron ratones STAT-4(-/-), los cuales fueron altamente
susceptibles con una clara deficiencia de la respuesta Thl. Asi, se pudo concluir que
la respuesta tipo Thl es critica para el desarrollo de una inmunidad protectora que

restringe la replicacion del parasito [62] .

Reyes y cols. en 2009, reportaron que los ratones BALB/c desarrollaron niveles
elevados de IL-13 asociados con una respuesta inmune tipo Th2 y que la actividad
de las DC se modificd con la exposicion a antigenos excretados/secretados por T.
crassiceps (TcES); ademas, detectaron un numero elevado de macréfagos
alternativamente activados (AAM®) en el sitio de infeccion y los ratones
desarrollaron una gran carga parasitaria. Estos macréfagos mostraron una fuerte
expresion de arginasa-1, ym-1, RELM-a y trem-2 pero una respuesta proinflamatoria
deficiente [59].

1.3 Coinfeccion
Las interacciones entre dos parasitos pueden ser antagonicas, al menos para

alguno de ellos, como resultado de la escasez de recursos, 0 bien puede darse una

respuesta inmune eficaz cruzada. Pero también pueden ser benéficas para uno o
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ambos parasitos, como resultado de una inmunosupresion o regulacion negativa de
todo o parte del sistema inmune por uno o ambos parasitos [63], es decir, la
coinfeccibn con diferentes patdégenos puede provocar a, distintas escalas
antagonismo e interacciones sinérgicas [64] [65]; entonces la gente que vive en
areas endémicas de la malaria frecuentemente se infecta con otros patégenos. En
este contexto, es bien sabido que una gran proporcion de la poblacion mundial
humana, vive en paises en via de desarrollo, donde las infecciones por helmintos

representan una causa comun de enfermedad [66].

De manera importante, la gente que vive en las areas de malaria endémica esta
frecuentemente expuesta a otros patdgenos, tipicamente encontrados en situacion
de pobreza; Como son las 14 principales enfermedades tropicales desatendidas
(NTD, del inglés Neglected Tropical Disease), enfermedad de Chagas, colera,
dengue, drancunculiosis, tripanosomiosis africana, leishmaniosis, leprosis, filariosis
linfatica, oncocercosis, esquistosomiosis, helmiantiosis, etc. Las NTD mas
prevalecientes son las de los gusanos de garfio y la esquiistosomiosis, las cuales
frecuentemente son coendémicas con la malaria, VIH y TB [35].

La respuesta protectora contra algunos agentes infecciosos, principalmente virus y
parasitos intracelulares es mediada por células Thl productoras de IFN-y e IL-2 [67];
pero no por células Th2, productoras de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 [67, 68]. En contraste,
una respuesta Th2 puede proteger contra algunos parasitos extracelulares (e.g.
Trichuris muris) [69]. La mayor parte de las infecciones por helmintos inducen
respuestas de tipo de Th2 [69-71].

Las infecciones por helmintos podrian, entonces, ser responsables de cualquier
aumento en la susceptibilidad a otros agentes patdégenos contra los cuales se
requiere una respuesta Thl, o a la inversa, podrian ser responsables de cualquier
reduccion en la susceptibilidad del hospedero a aquellos agentes patdgenos contra
los cuales se requiera una respuesta Th2 para su eliminacion. Ejemplos de ambos

casos se han observado en los ratones infectados con Schistosoma mansoni. La
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polarizacién de la respuesta inmune a un tipo Th2 predominante puede alterar la

habilidad para responder a un antigeno no parasitario (esperma de ballena

mioglobina, [72]), y la eliminacién de virus [73] o, por el contrario puede incrementar

la resistencia a otro helminto (T. muris) contra el cual una se requiere montar una

respuesta tipo Th2 [74].

Por lo que para estudiar la susceptibilidad a la infeccién y la regulacion de la

respuesta inmune, se han realizado varios estudios de coinfecciones con helmintos

durante el curso de la infeccion de malaria, con resultados contrastantes (cuadro 4)

Fondo Cepa de | Tipo de | Tiempo Respuesta de malaria
genético | malaria helminto previo
del raton de
infeccién
semanas

Swiss P. yoelii S. mansoni 3-5 No hay diferencias en la
TO parasitemia o anemia [75] .
Swiss P. berghei S. mansoni 7 Aumento de la parasitemia y
albino (ANKA) de la mortalidad [76].

8 Aumento de la parasitemia y
C57BL/6 [ P. chabaudi S. mansoni de la  mortalidad, baja

respuesta de TNF-a [77].

8 Disminucion de la mortalidad;
AlJd P. chabaudi S. mansoni altos niveles de IFN-y [78].

0 Aumento de la anemia; altos
BALB/c | P.chabaudi | L. sigmodontis niveles de IFN-y [79].

0 Aumento de la anemia.
CBA/J P. berghei Brugia pahangi Disminucion de la malaria

cerebral [80].

0 Aumento de la parasitemia y

C57BL/6 | P. chabaudi H. polygyrus de la mortalidad; bajos niveles

de IFN-y [81].

Cuadro 4. Coinfecciones helmintos-malaria.
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1.4 Factor inhibidor de la migracion de macréfagos (MIF)

Mientras que la patogénesis severa por malaria se ha asociado a una produccién
defectuosa de las citocinas proinflamatorias , asi como a la sobreproduccion del
factor inhibidor de la migracion (MIF) [82], debido a que MIF inhibe la eritropoyesis
in vitro en presencia de eritropoyetina [15]. Se ha demostrado que la produccion de
MIF se incrementa en los ratones BALB/c durante la infecciéon con P. chabaudi, y los
niveles de MIF se correlacionan con la severidad de la enfermedad y con la anemia
en los ratones infectados. También se ha demostrado que MIF se incrementa en
sangre periférica de los nifios y en la placenta de madres embarazadas que estan
infectados con P. falciparum [83]. Estos estudios sugieren que MIF esta involucrado
en la patogénesis de la malaria y que promueve la inmunopatologia. Sin embargo,
niveles de MIF disminuidos en los monocitos de los nifios con infeccion aguda por
malaria falciparum lo que sugiere que los niveles bajos de MIF podrian potenciar la
severidad de la enfermedad; probablemente por una resistencia inmune defectuosa
a la infeccion [84]. Esto podria explicarse porque es bien sabido que en ausencia de
MIF se disminuye la produccion de citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL- 1B, IL-
6, IL-8 y 6xido nitrico en los monocitos humanos y murinos con diferentes estimulos
o infecciones [85]. Sin embargo aun hacen falta mas estudios para establecer con

mayor certeza la participacion de MIF en esta infeccion.

2. JUSTIFICACION

La infeccion por el helminto Taenia solium es un problema de salud publica en
algunos paises de Africa, Asia y de América Latina. Reportes recientes demuestran
una prevalencia en cerdos del 30% en Zambia [86], mientras que en México esta
prevalencia varia en distintas zonas geograficas pero en cerdos rurales va del 5 al
33% [87][88]. Las infecciones por T. solium son de alto riesgo para el humano e
impactan fuertemente en la salud publica tanto en areas rurales como en las
urbanas [88]. Ademas, la cisticercosis es, frecuentemente, una infeccion masiva,

cronica y un fuerte inductor de citocinas tipo Th2. Por lo tanto, ésta infeccion podria
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alterar la susceptibilidad a infecciones subsecuentes por otros patdégenos,
particularmente por parasitos intracelulares. Por lo cual es importante estudiar si la
infeccion por este helminto puede afectar la susceptibilidad a una infeccién posterior

por un parasito no relacionado.

En este trabajo, se estudia mediante un modelo murino de cisticercosis
experimental por T. crassiceps para estudiar como ésta infeccion puede influir en el
curso de una segunda infeccion como Plasmodium yoelii 17XL, y si la produccion de
MIF que se genera por la presencia del helminto tiene alguna influencia en la

respuesta inmune contra P. yoelii 17XL.

Determinamos el curso de la infeccion de P. yoelii 17XL en ratones BALB/c
previamente infectados con T. crassiceps por dos u ocho semanas antes de la
coinfeccién con P. yoelii 17XL. Estudiamos como los cambios en el ambiente
inmunoldgico generado por la primera infeccion (T. crassiceps), afecta la replicacion
del parasito P. yoelii 17XL y la sobrevida de los ratones coinfectados. Los resultados
obtenidos en este proyecto aportan conocimiento nuevo sobre la interaccion
cisticercosis-plasmodio y los procesos inmunolégicos asociados a esta interaccion;
lo que tiene relevancia para futuras estrategias de salud publica (como los cuadros

de vacunacion y desparasitacion).

3. OBJETIVOS
Determinar la influencia de la infeccion previa por el cisticerco de Taenia crassiceps
en el curso y severidad de la infeccién generada por Plasmodium yoelii 17XL en un
modelo murino de coinfeccion.

3.1 Objetivos particulares

¢ Infectar con cisticercos de Taenia crassiceps a ratones BALB/c y coinfectarlos
a las dos y ocho semanas posteriores con Plasmodium yoelii 17XL.

e Determinar los niveles séricos de las citocinas: IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12,
IFN-y, TFN-a y MIF por la técnica de ELISA en el suero de los diferentes
grupos de ratones.
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4. METODOLOGIA
Material biolégico de referencia

4.1 Animales.

Se utilizaron ratones hembras de seis y ocho semanas de edad, con un fondo
genético BALB/c. Mantenidos en reproduccion bajo condiciones estandares en el
bioterio de la Facultad de Estudios Superiores lztacala, Universidad Nacional
Auténoma de México.

4.2 Parasitos.

Taenia crassiceps. Los cisticercos de Taenia crassiceps (cepa ORF) se extrajeron
de la cavidad peritoneal de ratones BALB/c después de cuadro u ocho semanas de
infeccidn. Los parasitos se lavaron cuatro veces con solucion salina estéril. Los
cisticercos se seleccionaron de acuerdo a su estadio (2mm de diametro, sin gemas)
y se inocularon via intraperitoneal, en una dosis de diez cisticercos por ratén en
solucion salina.

Plasmodium yoelii 17XL. Se utilizaron eritrocitos parasitados de la sangre (diez
gotas) de la cola de un raton previamente infectados con Plasmodium yoelii en 1mL.
de PBS. Donada por la Dra. Martha Legorreta Herrera del Laboratorio de
Inmunologia Molecular, Facultad de Estudios Superiores Zaragoza UNAM.

4.3 Infeccién y coinfeccidén con Taenia crassiceps-Plasmodium yoelii 17XL. Se
utilizaron ratones hembras BALB/c, los cuales se infectaron via intraperitoneal con
diez cisticercos de Taenia crassiceps, como vehiculo se utilizé solucién salina.
Después de dos y ocho semanas postinfeccion se reinfectaron i.v. con 1X10°
eritrocitos parasitados con Plasmodium yoelii 17XL. Como grupo control se utilizarén
ratones hembras sin infeccidn por T. crassiceps.

4.4 Sobrevida. El monitoreo de los ratones coinfectados, se llevé cabo diariamente
en el laboratorio de Inmunoparasitologia de la FES, Iztacala hasta el deceso de
todos los ratones infectados.

4.5 Obtencidon del suero._Los ratones se sangraron el dia 7 postinfeccion. Se utilizé
una caja de madera con un foco de 60 watts (Philips), para inducir la dilatacién en la
vena caudal y de esta manera facilitar el sangrado. Se realiz6 un corte con un bisturi
y se obtuvieron de 500 a 700 pL de sangre en tubos Eppendorf. la sangre se
mantuvo en bafo de hielo a hasta que se centrifug6 durante 10 minutos a 2500 rpm.
Se obtuvo el suero y las muestras se mantuvieron a -20°C hasta su uso para la
determinacion de citocinas.

5.6 Cinética de la parasitemia. Después de la infeccion se cort6 un mm. de cola de
los ratones coinfectados, se tom6 una muestra de sangre diariamente post-infeccion.
Se coloc6 una gota de sangre sobre un portaobjetos, y se extendié formando una
capa delgada de células distribuidas uniformemente. Los frotis se fijaron con metanol
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absoluto y se tifieron con el colorante Giemsa (1:10) durante 30 minutos. Las
muestras se lavaron a chorro de agua y se dejaron secar, la parasitemia se evaluo
con el microscopio 6ptico con el objetivo de 100X, cuando las parasitemias eran
menores a 2 eritrocitos parasitados por campo se contaron 50 campos y cuando las
parasitemias eran mayores a 2 por campo se contaron 200 eritrocitos y de ellos se
evaluo él porcentaje de glébulos rojos parasitados.

5.7 Cuantificacion de la concentracion de hemoglobina. Diariamente, se tomaron
muestras de sangre de los ratones coinfectados. Se cort6 un mm. de la cola, y se
obtuvo 1 pl de sangre El ul de sangre se adicion6 a un tubo Eppendorf que contenia
250 pl de Drabkin, se colocaron 100 pl de la muestra de ésta disolucién en una placa
de 96 pozos la cual se analizé por espectrometria a 540 nm en un lector de ELISA
Mertertech, S 960. Se calcularon los datos de absorbancia y concentracion de Hb,
con una curva patron.

5.8 Deteccidén y evaluacion de citocinas. Se evaluaron los niveles de citocinas en
los sueros de los diferentes grupos de ratones por medio de la técnica de ELISA-
Sandwich, siguiendo las recomendaciones del proveedor (Peprotech, México). Las
placas de 96 pozos se sensibilizaron con 100 ul por pozo del anticuerpo de captura
(2 uL/mL) especifico para cada citocina a determinar (purifed anti-mouse IL-1p, IL-4,
IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y, TFN-a). Se dejaron incubar toda la noche a 4° C.
Transcurrida la incubacion se lavaron 4 veces con PBS-Tween 0.05& (PBS-T).
Posteriormente las placas se bloguearon con PBS-BSA 3%(100 uL por pozo) se
incubaron durante dos horas a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron
cuatro veces con (PBS-Tween), se procedié a hacer la curva de interleucinas (con IL
recombinante murina), cada punto se realizé por duplicado en los primeros pozos de
la placa (la curva se hizo con una concentracion de 2000 pg/mL y se hicieron
diluciones a la mitad, hasta el pozo 11 y en el ultimo pozo sélo se agregd PBS-BSA
1%. A los pozos restantes de la placa se le agregaron 50 uL de los sueros de las
muestras. Se incubaron toda la noche a 4°C. Después de la incubacion se lavaron
cuatro veces con (PBS-Tween), se agregaron el segundo anticuerpo (biotinilado) en
PBS-BSA a una concentracion de 1 pl/mL y se agregaron a cada pozo 100 uL de
streptoavidina/peroxidasa diluida 1:1500 en PBS-BSA al 1%. Se incubo a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Se lavé cuatro veces con (PBS-Tween) y
se adicion6 a cada placa 10 ml de ABTS y 100 pL de H,0; al 3 %. Se incubo por 15
minutos a temperatura ambiente y se procedio al leer la placa en el lector de ELISA
(Mertertech,S 960) a 405nm.
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5. RESULTADOS

5.1. Sobrevida

La sobrevida de los ratones que se infectaron con Plasmodium yoelii 17XL (letal)
se registré diariamente. En la figura 10 se muestra como se modificé la sobrevida a
la infeccién por P. yoelii 17XL en ratones BALB/c que previamente se habian
infectado con Taenia crassiceps. Se inocularon i.p. ratones hembras BALB/c con una
dosis de 10 cisticercos de T. crassiceps por raton, después de dos y ocho semanas,
los ratones se infectaron con P. yoelii 17XL, se evalu6 la sobrevida a través del

tiempo.

La infeccion con P. yoelii 17XL generd erizamiento, postracion y caquexia en los
primeros dias de infeccion, en todos los grupos de ratones. Sin embargo, como se
muestra en la figura 10 los ratones que se coinfectaron con (T. crassiceps-P. yoelii)
tuvieron un incremento en el tiempo de sobrevida, en relacion al tiempo de infeccion

comparados con los ratones solo infectados con P. yoelii 17XL.

Los ratones infectados Unicamente con P. yoelii 17XL, empezaron a morir a partir
del séptimo dia posterior a la infeccidn, hasta llegar al deceso de todos los ratones
en el dia 11. Notablemente, los ratones infectados con Taenia dos semanas previas
a la infeccion con P. yoelii 17XL, empezaron a morir hasta el décimo dia post-
infeccion y el deceso final se prolong6 hasta el dia 19. De manera similar el grupo
gue cursaba la infeccion de ocho semanas con T. crassiceps previa, a la infeccion
con P. yoelii 17XL, present6 una sobrevida alin mas prolongada en comparacién con
los otros dos grupos. Estos resultados sugieren que la infeccion con T. crassiceps
modific6 algunos parametros en la respuesta inmune de los ratones que se
infectaron con la cepa letal de P. yoelii 17XL, permitiéndoles sobrevivir por mas

tiempo.
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Sobrevivencia de hembras infectadas con cisticercos de dos u ocho
semanas + P.yoelii 17 XL
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Figura 10. Porcentajes de sobrevida de ratones infectados con Plasmodium comparada con la de
ratones coinfectados con P. yoelii 17XL, después de dos U ocho semanas de infeccién previa con
diez cisticercos via i.p. de T. crassiceps. La infeccidon con diez cisticercos inoculados i.p. de T
crassiceps se hizo a las dos (4 y ocho semanas ( \ previas a la infeccion con P. yoelii 17XL. Los

resultados son correspondientes a cinco experimentos independientes.

Se estudio si la infeccion con P. yoelii 17XL en los ratones, que previamente
cursaban la infeccion de T. crassiceps por dos u ocho semanas, inducia cambios
asociados con la patologia como son: parasitemia, anemia y pérdida de peso; los
cuales podrian influir en la sobrevida o muerte de los ratones infectados con P. yoelii
17XL.

5.2. Parasitemia

En todos los grupos de ratones que se infectaron con P. yoelii 17XL, se determiné
la parasitemia en frotis sanguineos tefidos con Giemsa, se evalud el porcentaje de
eritrocitos parasitados a partir del dia 3 de la infeccién hasta el dia en que murieron,
con el propdésito de analizar si una infeccion previa con el helminto T. crassiceps

afectaria el nUmero de parasitos en sangre generado por P. yoelii 17XL.

Todos los ratones infectados desarrollaron altos niveles de eritrocitos parasitados,

sin embargo, los ratones que cursaban una infeccién previa con T. crassiceps,
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desarrollaron niveles menores de parasitemia en los primeros dias de infeccion. La
infeccidn con P. yoelii 17XL fue letal en algunos casos desde el séptimo dia post-
infeccion con niveles de parasitemia que variaron del 40 % al 65 %. Esta
observacion corrobora los reportes previos de la letalidad de P. yoelii 17XL en
ratones BALB/c [89-91].

Los ratones que cursaban con una infeccion previa de T. crassiceps por dos u
ocho semanas, desarrollaron niveles mas bajos de parasitemia. En el dia 6 las
parasitemias fueron de 0.8 % (coinfeccidn en la 2a semana) y de 8.32% (coinfeccién
en la octava semana), mientras que los ratones que Unicamente se infectaron con

P. yoelii 17XL tuvieron niveles de parasitemia del 20 % en el mismo dia (Fig. 11).

Estos resultados indican que la infeccién con T. crassiceps, previa a la infeccion
con P. yoelii 17XL, retrasa la proliferacion del plasmodio, durante los primeros dias

de infeccion, lo que conduce a una mayor sobrevida.

Cinética de la parasitemia P . yoelii 17 XL
100

60+

Parasitos %

401

-~ WT + P. yoelii
20 Cist dos sem + P. yoelii

-+ Cist ocho sem + P. yoelii

2 4 6 8 10 12 14 16 18
Dias post-infeccion
Figura 11.- Curso de la parasitemia en la infeccion de Plasmodium en ratones hembras BALB/c
infectados con P. yoelii 17XL en comparacién con ratones coinfectados con P. yoelii 17XL, después
de dos semanas U ocho semanas de infeccion previa con diez cisticercos via i.p. de T. crassiceps. Se
inocularon 5X10” eritrocitos parasitados por ratén via i.v. Los datos representan la compilacién de
cuatro experimentos independientes (n= 5 ratones/grupo).
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5.3. Signos y sintomas en los ratones.

Todos los ratones se pesaron diariamente (Fig. 12). Los ratones infectados
presentaron sintomas como postracién, sefales de debilitamiento, erizamiento del
pelo y pigmentacion amarilla en su pelaje (ictericia), asi como pérdida paulatina del
color rojo en orejas y 0jos. Los signos de caquexia, sin embargo no estuvieron
presentes hasta el sexto dia post-infeccion en que se hizo evidente la pérdida de
peso, ademas de signos clinicos mas severos, sobre todo en los ratones infectados
Unicamente con P. yoelii 17XL; la pérdida de peso, como consecuencia de la severa
patologia que enfrentaron, fue considerable en comparacion con los ratones

coinfectados con T. crassiceps por ocho semanas previas.

Los ratones que cursaban con una infeccion de T. crassiceps con dos semanas de
evolucion cuando se infectaron con P. yoelii 17XL, presentaron diferencias de
pérdida de peso, porcentualmente significativas, en comparacion con los ratones co-
infectados de ocho semanas y los ratones sanos. Mientras que los ratones
coinfectados a las dos semanas presentaron una reduccién paulatina en la pérdida
de peso, los ratones coinfectados a las ocho semanas no presentaron una pérdida
de peso tan drastica, pero de igual manera, solo perdieron el peso que habian
ganado en los dias previos. Por otro lado, los signos de la patologia fueron evidentes
hasta muy avanzada la infeccién, por lo que los ratones no presentaron los signos
caracteristicos de caquexia en las primeras dos semanas de infeccién con P. yoelii
17XL. Probablemente la infeccion con Taenia regula positivamente la produccion de
IL-4 e IL-10 lo que disminuye las citocinas inflamatorias que se han asociado con el

desarrollo de caquexia como el TNF-a y el IFN-y [92, 93].
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Porcentaje de Pérdida de peso en ratones infectados con P. yoelii
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Figura 12. Porcentajes de peso ganado o perdido en ratones BALB/c infectadas con P. yoelii 17XL
comparado con el de ratones coinfectados con P. yoelii 17XL después de dos semanas U ocho

semanas de infeccién previa con diez cisticercos via i.p. de T. crassiceps. En la grafica se consider6
como el 100 % al peso original de los ratones previo a la infeccion con P. yoelii 17XL. * Diferencia

estadisticamente significativa con respecto al grupo de ratones no infectado, # Diferencia
estadisticamente significativa en relacién con el grupo coinfectado de 8 semanas.

5.4. Cuantificacién de hemoglobina

La anemia es una complicacion comun durante la infeccién aguda o crénica de
malaria, por lo que para evaluar si la infeccion previa con T. crassiceps modificaba
éste pardmetro, decidimos analizar la concentracion de hemoglobina en todos los
grupos de ratones infectados con P. yoelii 17XL (Fig. 13). Nuestros resultados
demuestran que la infeccion con T. crassiceps previa a la infeccién con P. yoelii
17XL, disminuy6 la destruccion de eritrocitos en comparacion con los ratones
BALB/c que solo se infectaron con P. yoelii 17XL. La infeccién con T. crassiceps con
ocho semanas previas a la infeccion de P. yoelii 17XL redujo la destruccién de
eritrocitos aun mas que en el grupo que tenia dos semanas de infeccién con
T. crassiceps previas a la infeccion con P. yoelii 17XL. Se ha descrito previamente,
gue la destruccion masiva de eritrocitos en los individuos infectados con plasmodios,
se debe principalmente a que tanto eritrocitos parasitados como aquellos sanos que

han fijado en su superficie antigenos solubles del paréasito, se destruyen por el
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sistema reticulo endotelial al pasar por el bazo, dado que son reconocidos por el
sistema inmune como extrafios, es decir, la respuesta inmune es la responsable en
mayor parte de la destruccion de eritrocitos sanos lo que genera la anemia
caracteristica en la malaria. Estos resultados muestran que la infeccion previa con T.
crassiceps modula a la respuesta inmune, lo que resulta en una menor destruccion

de eritrocitos, que se refleja en los niveles de hemoglobina.

Niveles de hemoglobina en ratones hembras BALB/c infectados
con P.yoelii
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Figura 13. Concentracion de hemoglobina en ratones hembras BALB/c infectados con P. yoeli 17XL en
comparacion con ratones coinfectados con P. yoelii 17XL, después de dos U 8 semanas de infeccién
previa con diez cisticercos via i.p. de T. crassiceps. En la grafica los niveles de hemoglobina se
cuantificaron por el método de la cianometahemoglobina y se expresan en g/dL * Indica diferencia
estadisticamente significativa con respecto al grupo de ratones no infectado con P. yoelii 17XL, #

Indica diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo de ocho semanas coinfectado.

Dado que se ha descrito que el factor inhibidor de la migracién (MIF) suprime la
sintesis de eritropoyetina y que ademas sinergiza con el IFN-y y el TNF-a para
antagonizar con la hematopoyesis [94], decidimos analizar si esta molécula ésta
involucrada en la anemia que presentan los ratones infectados con P. yoelii 17XL
y la fluctuacidbn de sus a niveles en ratones que cursaban una infeccion con

T. crassiceps previa.

Los niveles de MIF se evaluaron en el suero de ratones infectados con T.

crassiceps, P. yoelii 17XL y coinfectados con ambos parasitos. En el séptimo dia
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post-infeccion con P. yoelii 17XL. Se detectaron diferencias estadisticamente
significativas en todos los grupos de ratones infectados con P. yoelii 17XL; los
niveles de MIF se incrementaron aun mas en el suero de los ratones que estaban
coinfectados en comparacion con aquellos que solo se infectaron con P. yoelii 17XL.
Lo que sugiere que la infeccidn con el P. yoelii 17XL sinergiza el incremento en los
niveles de MIF que genera la infeccidon con T. crassiceps. En el grupo de ratones con
una infeccion cronica de helmintos (ocho semanas) coinfectado con P. yoelii 17XL,
fue el que presenté el mayor incremento en la produccion de MIF y resultd
estadisticamente significativo en comparacion con los ratones que Unicamente se

infectaron con P. yoelii 17XL.

A) B)
Niveles de MIF en suero de ratones Niveles de MIF en Hembras BALB/c
BALB/c infectados con P. yoelii infectadas con T. Crassiceps
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Figura 14. A) Niveles de MIF en suero a los 7 dias post-infeccién con P. yoelii 17XL en ratones
BALB/c comparados con el grupo de ratones coinfectados con P. yoelii 17XL, después de dos
semanas U ocho semanas de infeccion previa con diez cisticercos via i.p. de T. crassiceps. B) Niveles
de MIF en suero de ratones BALB/c durante la infeccidbn con T. crassiceps (infeccion con diez
cisticercos via i.p. de T. crassiceps). * Indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos

sefialados.
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Las infecciones con T. crassiceps y P. yoelii 17XL generaron un incremento en los
niveles séricos de MIF (Fig. 14 A). La coinfeccion con ambos parasitos sinergizo este
incremento y el efecto fue aiun mas evidente en los ratones coinfectados de 8
semanas. Los resultados corroboran lo descrito previamente por McDevitt et al 2006
[94] y explican, al menos en parte, la disminucion de los niveles de hemoglobina en

los ratones coinfectados con ocho semanas de evolucion de T. crassiceps.

Los niveles de MIF en la infeccion simple con el helminto de dos y ocho semanas
respectivamente, fueron mas elevados en comparacion con el grupo de ratones
infectados con P. yoelii 17XL en el séptimo dia post-infeccion con el plasmodio, por
lo que se analiz6 la produccion de MIF durante la infeccion de T. crassiceps (Fig. 14
B) para determinar si el tiempo previo de infeccion de dos u ocho semanas, influia en
sus niveles y la forma en que ésto podria favorecer o no la evolucion de anemia
durante la infeccién con P. yoelii 17XL. Los resultados indican que la infeccién de
Taenia incrementd la produccion de MIF, a la tercer semana, lo que sugiere que la
disminucién en la concentracion de hemoglobina en la coinfeccion de dos semanas
de T. crassiceps-P. yoelii 17XL probablemente esté asociada a la alta produccion de

MIF que induce T. crassiceps y Plasmodium aungue, éste ultimo, en menor grado.

Por el contrario, los niveles de MIF que induce la infeccion por T. crassiceps
disminuyeron progresivamente después de la séptima semana post-infeccion; lo que
puede explicar la menor pérdida de hemoglobina observada en los ratones
coinfectados. Este hallazgo sugiere que la destruccion de los eritrocitos es ademas,
causada por la presencia de P. yoelii 17XL, o por otro(s) mecanismo(s)

inmunoldgico(s) independiente de MIF.

5.5. Citocinas en suero
5.5.1. Citocinas pro-inflamatorias

Para determinar si cursar una infeccidbn previa con T. crassiceps afecta la
produccion de las citocinas proinflamatorias cuando los ratones se inoculan con P.

yoelii 17XL, se tomaron muestras de sangre, a cada grupo de ratones siete dias
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posteriores a la infeccion, para cuantificar en el suero los niveles de citocinas

proinflamatorias IL-13, IL-12 p40, TNF-a e IFN-y .

Se ha descrito previamente que la infeccion con el plasmodio induce la
sobreproduccion de TNF-a [25]. Existen evidencias que sugieren que el TNF-a es un
elemento clave en la patogénesis por malaria cerebral y, a su vez, se ha asociado
con la severidad de la enfermedad [95, 96]. (En la figura 15 se muestran los niveles
de TNF-a), Se demostr6 que los ratones coinfectados desarrollaron niveles
significativamente mas elevados de TNF-a que el grupo de ratones Unicamente

sometidos a la infeccién con P. yoelii 17XL.

Niveles de TNF-a en suero de ratones
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Figura 15. Niveles de TNF-alfa en suero de ratones BALB/c infectadas con P. yoelii 17XL en
comparacion con ratones coinfectados con P. yoelii 17XL, después de dos U ocho semanas de
infeccion previa con diez cisticercos via i.p. de T. crassiceps. El séptimo dia post-infecciéon se tomo
muestra de sangre y los sueros se analizaron mediante la técnica de ELISA - Sandwich. Para el
andlisis de los resultados se utilizo la prueba “t” student test nonparametric p< 0.001 (Graphpad prism
5) # Indica diferencia significativa en comparacién con los ratones infectados Unicamente con P. yoelii

17XL, * indica diferencia significativa en comparacion con el grupo de ratones no infectados.
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Un incremento en la sintesis de IL-1B, en algunas enfermedades inflamatorias,
puede inducir anormalidades hematologicas tales como anemia [97]; ademas de que
se ha descrito que los niveles de IL-18 se incrementan en individuos con malaria
cerebral (CM) y anemia severa malarica (SMA). Por otro lado, se ha demostrado que
el polimorfismo de IL-1B promueve las condiciones de susceptibilidad hacia SMA en
funcion a la fluctuacion en los niveles de ésta citocina. En éste trabajo se
cuantificaron los niveles de IL-1B (Fig. 16). Los ratones coinfectados de ocho
semanas tuvieron los niveles mas elevados de IL-1B. Interesantemente, en el grupo
con coinfeccion de dos semanas se detectaron niveles menores que en el grupo
infectado Unicamente con T. crassiceps por 2 semanas, sin embargo, solo existieron
diferencias significativas en los niveles de IL-1B entre los ratones coinfectados en

comparacion con los ratones infectados solo con P. yoelii 17 XL .

Los niveles de IL-1B se incrementaron alrededor de siete veces en los ratones que
cursaban una infeccion con T. crassiceps de dos semanas de evolucion en relacion
con los ratones no infectados y, aproximadamente, cuatro veces en comparacion
con los ratones infectados Unicamente con P. yoelii 17XL. Los niveles de esta
citocina se modificaron segun el tiempo de infeccidén. En los ratones infectados con
T. crassiceps los niveles de IL-1 B fueron menores, a las ocho semanas, que a las
dos semanas post-infeccibn. De manera particular, la coinfeccion con los dos
parasitos, modifico los niveles de esta citocina de forma distinta dependiendo del
tiempo de evolucién de la infeccion con T. crassiceps. Cuando los ratones se
infectaron con P. yoelii 17XL, a las dos semanas de haber sido infectados con T.
crassiceps, los niveles de IL-1f fueron menores que en los ratones infectados con P.

yoelii 17XL con ocho semanas de infeccién por T. crassiceps (Fig. 16).

Los resultados sugieren que la infeccion por T. crassiceps incrementa los niveles
de TNF-a dependiendo del tiempo de evolucién y que en los ratones coinfectados

con T. crassiceps y P. yoelii 17XL se sinergiza el incremento de TNF-a.
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Figura 16. Niveles de il-1B en suero de ratones BALB/c infectadas con P. yoelii 17XL en comparacién
con ratones coinfectados con P. yoelii 17XL, después de dos U ocho semanas de infeccién previa con
diez cisticercos via i.p. de T. crassiceps. El séptimo dia post-infeccion se tomé muestra de sangre y
los sueros se analizaron mediante la técnica de ELISA - Sdndwich. Para el analisis de los resultados

se utilizé la prueba “t” student test nonparametric p< 0.001 (Graphpad prism 5). * Indica diferencias

significativas en comparacién con el grupo de ratones no infectados. Indica diferencias significativas

en comparacion con los ratones infectados tGnicamente con P. yoelii 17XL.

La IL-12 se ha asociado con la induccion de una respuesta proinflamatoria en la
infeccion por Plasmodium chabaudi. Asi como, el ser humano, los niveles bajos en el

plasma de IL-12 se han asociado con la patologia en malaria severa [27, 83].

La infeccion con P. yoelii 17XL gener6é un incremento en los niveles séricos de
IL-12p40, que no resultaron estadisticamente significativos en relacion con el grupo
de ratones control no infectados. La infeccion con T. crassiceps incrementd
significativamente los niveles en suero de IL-12p40 en comparacion con el grupo no
infectado. De manera interesante, los niveles de IL-12p40 se incrementaron de
forma sinérgica en los ratones coinfectados y éste incremento fue ain més evidente
en los ratones con ocho semanas de infeccion previa con T. crassiceps. Dado que,

los niveles de IL-12, se han asociado con proteccion contra malaria [98]; los niveles
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mas elevados de ésta citocina, en el grupo coinfectado con ocho semanas de
evolucion de T. crassiceps, podrian explicar, al menos en parte, la mayor sobrevida
de éste grupo de (Fig. 17). Por lo que el aumento de la producciéon de IL-12 es
inversamente asociado con el riesgo de infeccion y directamente asociado con la

concentracion de hemoglobina.
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Figura 17. Niveles de IL-12p40 en suero de ratones BALB/c infectadas con P. yoeli 17XL en
comparacion con ratones coinfectados con P. yoelii 17XL, después de dos U ocho semanas de
infeccién previa con diez cisticercos via i.p. de T. crassiceps. El séptimo dia post-infeccion se tomé
muestra de sangre y los sueros se analizaron mediante la técnica de ELISA - Sandwich. Para el

andlisis de los resultados se utilizo la prueba “t” student test nonparametric p< 0.001 (Graphpad prism
5). * Indica diferencias significativas en comparacién con los demas grupos. # Indica diferencia

significativa en comparacion con los ratones infectados tnicamente con P. yoelii 17XL.

La produccion de INF-y durante los primeros dias de infeccion con plasmodios, se
ha asociado con una respuesta protectora en la mayoria de los modelos animales.
Lo que sugiere su participacion en el control de la parasitemia [26], ademas el IFN-y
se requiere para el control de infecciones con cepas no letales de Plasmodium [27].
Asimismo, se ha descrito que en los pacientes con malaria no complicada por
P. falciparum el IFN-y participa en la proteccion del huésped. En el presente trabajo
se analizd si la infeccion previa con T. crassiceps podria modificar los niveles de

IFN-y en los ratones infectados con P. yoelii 17XL.

42



Salazar Castanon, 2011

En la figura 18 se muestra que los ratones infectados solo con P. yoelii 17XL
presentaron un incremento estadisticamente significativo de IFN-y en comparacion
con el grupo control y los demas grupos de ratones. Por otra parte se observo que la
infeccion con Taenia, tanto a las dos como a las ocho semanas de evolucién indujo
un incremento mucho menor de IFN-y que la infeccién con plasmodio. En los grupos
de ratones coinfectados (T. crassiceps y P. yoelii 17XL) los niveles de IFN-y son
significativamente menores que en el grupo de ratones infectado Unicamente con
P. yoelii 17XL (Fig. 18).

Los niveles de citocinas durante la infeccion con plasmodios deben regularse de
forma estricta, si bien el incremento del IFN-y en un inicio de la infeccién se ha
asociado con proteccion, también se ha descrito que la respuesta inflamatoria tiene
gue frenarse, puesto que en los modelos de malaria murina, donde se presenta
resistencia a la infeccidon, los ratones presentan una respuesta inmune polarizada
hacia un tipo Th2 con predominio de IL-4 e IL-10. En nuestros resultados los niveles
menores de IFN-y de los ratones coinfectados a las ocho semanas de infeccion con

T. crassiceps podrian estar asociados con el mayor tiempo de sobrevida de ese

grupo.
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Niveles de IFN-y en suero de ratones
BALB/c infectados con P. yoelii

Figura 18. Niveles de IFN-y en suero de ratones BALB/c infectadas con P. yoelii 17XL en
comparacion con ratones coinfectados con P. yoelii 17XL, después de dos U ocho semanas de
infeccién previa con diez cisticercos via i.p. de T. crassiceps. El séptimo dia post-infeccion se tomoé
muestra de sangre y los sueros se analizaron mediante la técnica de ELISA - Sandwich. Para el

analisis de los resultados se utilizo la prueba “t” student test nonparametric p< 0.001 (Graphpad prism
5). * Indica diferencia significativa en comparacion con los ratones infectados Gnicamente con P.

yoelii 17XL, ** indica diferencia significativa en comparacion con los deméas grupos.

Debido a que la coinfecciobn (T. crassiceps + P. yoelii 17XL) modificd
significativamente los niveles de citocinas proinflamatorias en el suero de los
ratones, se decidié analizar la produccion de citocinas antiinflamatorias en los

mismos grupos de ratones.

5.5.2. Citocinas anti-inflamatorias

Distintos autores han concluido que IL-10 regula la respuesta proinflamatoria
inducida por P. falciparum [25, 99]; lo que sugiere que ésta citocina podrian modular
la respuesta inflamatoria asociada con las complicaciones en los casos de malaria
severa. Sin embargo, otros autores han descrito que hay niveles mas elevados de

IL-10 en plasma de individuos que mueren que en el de los que sobreviven a la
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infeccidn [100]. Investigamos si la infeccidn previa con T. crassiceps podria modular
los niveles séricos de IL-10 y los cuantificamos (Fig. 10). La infecciébn con
T. crassiceps genero un incremento en los niveles séricos de IL-10 Unicamente a las
ocho semanas de infeccidén, mientras que la infeccién con P. yoelii 17XL indujo un
incremento estadisticamente significativo de ésta citocina en ratones normales,
mientras que la infeccion con P. yoelii 17XL en los ratones previamente infectados
con T. crassiceps por dos y ocho semanas sinergiza la sintesis de IL-10; fendmeno
gue es mas evidente en los ratones con ocho semanas de infeccion previa con T.
crassiceps (Fig. 19). Dado que la IL-10 bloquea las respuestas proinflamatorias
generadas por TNF-a y por el IFN-y, la deteccién de niveles mas elevados de esta
citocina, en ratones coinfectados de ocho semanas, sugiere que la mayor sobrevida
presentadas por éste grupo de ratones y las patologias menos severas podrian estar

asociadas a los niveles elevados de IL-10.

Niveles de IL-10 en suero de ratones
BALB/c infectados con P. yoelii
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Figura 19. Niveles de IL-10 en suero de ratones BALB/c infectadas con P. yoelii 17XL en comparacién
con ratones coinfectados con P. yoelii 17XL, después de dos U ocho semanas de infeccién previa con
diez cisticercos via i.p. de T. crassiceps. El séptimo dia post-infeccion se tomé muestra de sangre y
los sueros se analizaron mediante la técnica de ELISA - Sandwich. Para el analisis de los resultados
se utilizé la prueba “t” student test nonparametric p< 0.001 (Graphpad prism 5).* Indica diferencia
significativa en comparacion con el grupo de ratones no infectados, #Indica diferencia significativa en

comparacion con los ratones infectados Unicamente con P. yoelii 17XL.
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Se ha demostrado que los ratones que sobreviven a la infeccién con Plasmodium
chabaudi logran controlar finalmente al parasito gracias a la produccién de
anticuerpos. Dado que la IL-4 es un factor de crecimiento y diferenciacion de los
linfocitos B, mismos que al madurar generan anticuerpos, se decidié evaluar los
niveles de IL-4. En la figura 20, se muestra que la infeccion con P. yoelii 17XL induce
un incremento en los niveles de IL-4, asi como en la coinfeccion de ocho semanas
con T. crassiceps sinergiza la sintesis de IL-4. En ratones infectados con T.
crassiceps, por dos semanas, se detectaron niveles de IL-4 menores que los del
grupo de ratones que cursaba una infeccion de ocho semanas. Lo anterior
demuestra que aunque coexisten ambos tipos de respuesta Thl y Th2 durante toda
la infeccion (tanto de T. crassiceps como la de P. yoeli 17XL) existe una
polarizacion hacia una respuesta tipo Thl en los ratones infectados con T.
crassiceps a dos semanas post-infeccibn, mientras que a ocho semanas de

infeccidn, los ratones tienen una respuesta polarizada tipo Th2.

La coinfeccion con P. yoelii 17XL modifico, significativamente, los niveles de todas
las citocinas estudiadas. Las citocinas proinflamatorias se modularon negativamente
en los ratones coinfectados a las dos semanas de infeccion con T. crassiceps;
mientras que se presentd un efecto sinérgico en los niveles de citocinas
antiinflamatorias en los ratones coinfectados con ocho semanas de evolucion por T.
crassiceps. Estos hallazgos son importantes para el posterior disefio de vacunas

efectivas contra Plasmodium.
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Niveles de IL-4 en suero de ratones
BALB/c infectados con P. yoelii
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Figura 20.- Niveles de IL-4 en suero de ratones BALB/c infectadas con P. yoelii 17XL en comparacion
con ratones coinfectados con P. yoelii 17XL, después de dos U ocho semanas de infeccién previa con
diez cisticercos via i.p. de T. crassiceps. El séptimo dia post-infeccion se tomé muestra de sangre y
los sueros se analizaron mediante la técnica de ELISA - Sandwich. Para el analisis de los resultados

se utilizo la prueba “t” student test nonparametric p< 0.001 (Graphpad prism 5). * Indica diferencia

significativa en comparacion con el grupo de ratones no infectados, * Indica diferencia significativa en
comparacion con los ratones infectados (nicamente con P. yoeli 17XL, & Indica diferencia

significativa significancia con respecto a los demas grupos.

Para demostrar el estado de activacion de los macréfagos obtenidos del bazo de
ratones infectados con P. yoelii 17XL, realizamos RT-PCR de ratones sanos e
infectados previamente con T. crassiceps via i.p. fueron sometidos a una segunda
infeccidn con P. yoelii a las dos y ocho semanas respectivamente; con el fin de
encontrar los marcadores que indicarian la presencia de macréfagos activados
alternativamente (M@AA).

En la figura 21 se observa que los ratones unicamente infectados con T.
crassiceps expresan en mayor magnitud transcritos de mRNA del gen Ym-1
(caracteristicos de M@AA en ratones BALB/c) en comparacion con los Mg de

ratones sanos WT (ND) confirmando la susceptibilidad de ésta infeccion y la
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diferencia de los MpAA. Cuando se presenta coinfeccién de dos semanas de Taenia

con Plasmodium, no existe una expresion de Ym1.

Expresion relativa de YM-1/ GAPDH

GAPDH YM-1

WT Cist 8 sem +P. yoelii //////////////////// T B ;
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Figura 21.- Niveles de expresion de transcritos de mRNA del gen Yml de bazo en ratones BALB/c
infectados con P. yoelii 17XL vs ratones coinfectados con P. yoelii 17XL, después de dos semanas U ocho
semanas de infeccion previa con diez cisticercos via i.p. de T. crassiceps. En el séptimo dia posterior

a la inoculacion con P. yoelii 17 XL se tomé la muestra. ND= no detectado.

Asimismo, analizamos los niveles del transcrito de mRNA del gen FIZZ1, el cual
también es un marcador de M@AA (Fig. 22). Observamos que los M@s provenientes
de los ratones infectados con Taenia con una evolucibn de ocho semanas
presentaron los mayores niveles de transcritos para este gen en comparacion con

los ratones sanos y los que sélo tenian infeccion con Plasmodium.

Ademas, los ratones infectados con Taenia presenta la expresion de FIZZ1 a menos
gue presente una coinfeccion de dos semanas, pero cuando la coinfeccion es
cronica, hay un significativo incremento en los transcritos de FIZZ1 , ésto quiere
decir, que la infeccion cronica presenta un cambio en la activacion de dichos
macroéfagos, sin embargo, la coinfeccién con P. yoelii 17XL tiene un efecto sobre
ésta transcripcion: disminuye la expresion de éstos marcadores. La ausencia de
expresion de los marcadores de YM1 y FIZZ-1 probable se debe a los niveles de

produccion de IFN-y; lo cual demuestra que la coinfeccién de dos semanas induce
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una respuesta inmune tipo Thl, de aqui que la activacion de los Mg sea por la “via

clasica’.
Expresion relativa FIZZ-1 /| GAPDH
GAPDH FIZz-1
WT Cist 8 sem + P. yoelii /2/////////////////// * [ |
wr cist 8 sem AT « =4 B3
WT Cist2 sem + P. yoelii4 ND (.
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WT + P. yoelii D =
WT no infectado 4 Y mm

Figura 22.- Niveles de expresion de transcritos de mRNA del gen FIZZ1 de bazo en ratones BALBI/c
infectados con P. yoelii vs ratones coinfectados con P. yoelii 17XL, después de dos semanas U ocho
semanas de infeccién previa con diez cisticercos via i.p. de T. crassiceps. En el séptimo dia posterior
a la inoculacion con P. yoelii 17 XL se tom6 la muestra.* Indica diferencia estadisticamente

significativa. ND= no detectado.

Analizamos la expresion de T-bet a fin de determinar si la expresion de este
transcrito suprime la polarizacion de una respuesta inmune tipo Th2, induciendo asi
altos niveles en la produccion de IFN-y, promoviendo una respuesta tipo Th1. En la
figura 23 observamos que dicha expresion solo fue evidente en los ratones
infectados Unicamente con T. crassiceps con una evolucion de dos semanas,
corroborando lo que ha sido descrito anteriormente en este tipo de infecciones [60].
Por otro lado, al analizar los niveles de este gen en la infeccién de ocho semanas no
se detectd su expresion (ND), lo que demuestra la polarizacién de dicha respuesta,
debido a que es sabido que éstos producen una respuesta tipo Th2. Por otra parte
no se detectaron los transcritos de T-bet en ningun grupo de ratones infectado con

P. yoelii.
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Expresion relativa de T-bet / GAPDH
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Figura 23. Niveles de expresién de transcritos de mRNA del gen T-bet de bazo en ratones BALB/c
infectados con P. yoelii vs ratones coinfectados con P. yoelii 17XL, después de dos semanas U ocho
semanas de infeccion previa con diez cisticercos via i.p. de T. crassiceps. En el séptimo dia posterior

a la inoculacion con P. yoelii 17 XL se tomé la muestra. ND= no detectado.

Para determinar el tipo de respuesta inducida por la coinfeccion con ambos
parasitos, y conocer la influencia de la respuesta tipo Th2 inducida por la infeccién
previa con Taenia, analizamos la expresién del transcrito para el gen GATA-3, el
cual se ha demostrado que induce o aumenta la produccion de citocinas del tipo
Th2. En la figura 24 se demuestra que la infeccion con T. crassiceps de dos y ocho
semanas respectivamente, induce la expresion de transcrito del gen GATA-3, por lo
tanto se estimula una produccién de citocinas Th2 y la polarizacion de la respuesta
iInmune hacia una respuesta tipo Th2; mientras que en los ratones infectados con P.
yoelii no se detectd su expresion (ND). De manera particular, se observa que hay
diferencias significativas en la expresion de este gen que aumenta tres veces en
ratones coinfectados de dos semanas comparados con los ratones infectados sélo
con Taenia (dos semanas); mientras que se presentan diferencias significativas en la
disminucion de la expresion del gen durante la coinfeccion de 8 semanas
comparadas con los ratones que presenta una infeccion de 8 semanas solo con
Taenia. Lo cual probablemente, se debe a que la infeccién con P. yoelii cambia la

activacion de los macroéfagos.

50



Salazar Castanon, 2011

Expresion relativa GATA-3 / GAPDH
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Figura 24. Niveles de expresion de transcritos de mRNA del gen GATA-3 de bazo en ratones BALB/c
infectados con P. yoelii en comparacién con ratones coinfectados con P. yoelii 17XL, después de dos
semanas U ocho semanas de infeccion previa con 10 cisticercos via i.p. de T. crassiceps. En el
séptimo dia posterior a la inoculacién con P. yoelii 17 XL se tomé la muestra. * Indica diferencia

estadisticamente significativa. ND= no detectado
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6. DISCUSION

La malaria sigue siendo una de las principales causas de muerte por
enfermedades infecciosas en el mundo, a pesar de los grandes esfuerzos por
controlarla. Esto, debido a que altn son pobremente entendidos los factores

relacionados con la inmunidad y patogénesis relacionadas con la misma.

La respuesta inmune a la malaria, al igual que la ocasionada por otras
enfermedades infecciosas, necesita de una respuesta inflamatoria capaz de
controlar el crecimiento del parasito hasta la erradicacion del mismo; pero al mismo
tiempo, ésta respuesta no debe resultar excesiva para no dafar al hospedero. En
éste contexto, muchas de las infecciones parasitarias intracelulares son letales, entre
otras cosas, debido a que inducen respuestas inmunes inflamatorias exacerbadas

gue comprometen la salud del hospedero y lo llevan a la muerte.

Por el contrario, las infecciones por helmintos son bien toleradas y los parasitos
prevalecen por mucho tiempo en el hospedero, lo que ha llevado a concluir que los
helmintos tienen eficientes mecanismos para evadir y suprimir una respuesta inmune
inflamatoria exacerbada que pudiera dafar la integridad de su hospedero y por lo

tanto, su sobrevivencia [101].

Diversos estudios dan soporte a esta observacion. Se ha descrito que la infeccién
por helmintos tiene un papel benéfico en el control de las reacciones inflamatorias
excesivas, tales como enfermedad de Chrons [102], colititis ulcerativa [103], asi
como en enfermedades alérgicas:como asma, dermatitis y rinitis [7], y en
enfermedades autoinmunes como la encefalomielitis [104, 105], y la artritis [106].
Ademas previamente se ha descrito que las infecciones por helmintos afectan la
respuesta inmune hacia patégenos intracelulares como Leishmania [107] y

Trypanosoma [108].
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La fuerte induccion de una respuesta antiinflamatoria generada por la presencia
de helmintos podria interferir regulando la respuesta inflamatoria exacerbada que

genera la patologia en individuos infectados por el plasmodio [35].

En éste trabajo de tesis se utiliz6 un modelo murino de infeccion por cisticercos de
T. crassiceps para coinfectar con P. yoelii 17X, con la finalidad de conocer si una

infeccion por helminto podria modificar la respuesta inmune contra la malaria.

Los resultados obtenidos en este estudio corroboran lo descrito previamente, la
letalidad en los ratones BALB/c por la infeccion por P. yoelii 17XL es muy alta [89-
91]. Sin embargo, pudimos demostrar que la infeccion previa con T. crassiceps
permitid a los ratones sobrevivir por mas tiempo a la infeccion con P. yoelii 17XL,
esto estuvo asociado a un retraso en el proceso patoldégico y a una evidente
restriccion de la replicacion del parasito. Por lo tanto, una infeccion previa retraso la
proliferacion del plasmodio de P. yoelii 17XL minimizando la replicacién del parasito

en los primeros dias de la infeccion.

Estos resultados son congruentes con estudios de coinfecciones con helmintos en
ratones A/J y CBA infectados con P. chabaudi-Schistosoma mansoni donde se
demuestra que existe una disminucion en los niveles de la parasitemia [78, 109].
Contrastante a lo observado en otro estudio con un modelo de ratones SWISS y
CBA, donde se reporté que no existian diferencias en la parasitemia o en el
desarrollo de anemia en la coinfeccién S. mansoni - P. yoelii [75, 109]. Sin embargo,
otros reportes indican que existe un incremento en la carga parasitaria y en la
mortalidad en ratones C57BL/6 infectados con P. chabaudi - S. mansoni [77], P.

chabaudi - H. polygyrus [81], asi como en con P. berghei - S. mansoni [76].

Los resultados tan contrastantes entre distintos experimentos indican que el tipo
de helminto y la cepa de raton utilizado juegan un papel fundamental en la
susceptibilidad a la infeccién por Plamodium. Cabe destacar, que la cepa P. yoeli

17XL es letal en la mayoria de las cepas de ratdn, y particularmente en la cepa
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BALB/c utilizada en este estudio. Esto quiere decir que la infeccion por el helminto
modifico algunos parametros de la respuesta inmune del hospedero, generando un

efecto protector a la infeccion con P. yoelii 17XL.

Los ratones infectados con T. crassiceps y coinfectados dos u ocho semanas
después con P. yoelii 17XL tuvieron un retraso en la patologia de la enfermedad.
Esto fue muy evidente en la pérdida de peso de los ratones coinfectados con P.
yoelii 17XL en la semana 8 después de la infeccibn por T. crassiceps, ya que
perdieron poco peso y presentaron menores signos de caquexia (atrofia muscular,
debilitamiento, pérdida de peso, anorexia), esto probablemente fue debido a que la
infeccidn previa con T. crassiceps genero altos niveles de IL-10 e IL-4 y con ello se
pudo inhibir las citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a e IFN-y, que se han

asociado a caquexia [92, 93].

Ademas la coinfeccion tuvo un claro efecto en la anemia generada por la malaria.
La infeccion crénica por el helminto protegié a los ratones de una anemia severa, al
disminuir la destruccidon de eritrocitos en comparacién con los ratones infectados
sélo con P. yoelii 17XL. Tratando de explicar el posible mecanismo implicado en esta
proteccion se analizaron los niveles de MIF en el suero de los ratones infectados con
P. yoelii 17XL, y en los coinfectados T. crassiceps-P. yoelii 17XL, ya que estudios

previos sefialan que esta molécula participa en induccion de la anemia [110].

Los ratones infectados solo con P. yoelii 17XL, que sucumbieron a la infeccién en
forma temprana, tuvieron niveles incrementados de MIF en el suero, lo cual explica
la anemia caracteristica de esta infecciobn. De manera interesante, los ratones co-
infectados con P. yoelii 17XL en las semanas dos u ocho después de la infeccion por
T. crassiceps tuvieron niveles mas altos de MIF que los infectados con Unicamente
P. yoelii 17XL, aun cuando éstos ratones presentaron un menor efecto patolégico en
cuanto a los niveles de anemia, sobrevivieron mas y tuvieron menor parasitemia.
Esta observacion inicial parece contraria a lo esperado, por la participacion de MIF

implicada en la anemia, previamente reportado.
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Los niveles incrementados de MIF observados en esta coinfecciébn pueden
explicarse si tomamos en cuenta que la infeccidon con T. crassiceps promueve la
produccion de MIF desde la tercera hasta séptima semana después de la infeccién,
para después descender hasta alcanzar niveles significativamente bajos a partir de
la novena semana después de la infeccion por T. crassiceps. Asi, la pérdida de
hemoglobina observada en las co-infecciones probablemente se deba a los niveles
incrementados de MIF inducidos por T. crassiceps en sinergismos con MIF inducido
por la presencia de P. yoelii 17XL. Estos niveles incrementados de MIF podrian
actuar junto con IFN-y y TNF-a para, por un lado evitar la replicacion del parasito (lo
cual explicaria los niveles disminuidos de parasitos y la mayor sobrevida
observados), pero por otro lado favoreciendo la eritrofagocitosis, asi como una

diseritropoyesis, causando la anemia [15, 110].

Estas observaciones sugieren que la mortalidad temprana en la infeccion por
P. yoelii 17XL fue independiente de niveles incrementados de MIF, y que la
destruccion de los eritrocitos, no parece depender en su totalidad de la presencia de
MIF como ha sido sugerido, ya que nosotros observamos niveles muy altos de MIF

en suero con niveles regulares de hemoglobina en los ratones coinfectados.

Por otro lado, a través de diversos estudios se ha establecido que MIF induce la
produccion de citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-12 por macréfagos,
moléculas esenciales para la resistencia a la malaria en etapas tempranas, ademas
de que aumenta la fagocitosis de los parasitos por los macréfagos [111], de aqui
gue el aumento en la produccion de MIF en las coinfecciones dio como resultado un
incremento de la citocinas tipo Thl, que podrian reflejar una efectiva respuesta
inmune que limité de forma parcial la progresion de la infeccidén, controlando el
crecimiento parasitario en la etapa aguda de la infeccion. Ademas, la presencia
T. crassiceps probablemente, regul6 la respuesta inmune inflamatoria exacerbada

gue pudo inducir la presencia de MIF [112].
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Estudios previos en ratones con infecciones de la mayoria de las especies no
letales de Plasmodium, han establecido la importancia de una respuesta inmune tipo
Thl (IL-12, TNF-a e IFN-y) en el pico primario de la parasitemia, para el control en la
replicacion del parasito [27]. Por lo que analizamos la produccion de citocinas
proinflamatorias en todos los grupos de ratones infectados con P. yoelii 17XL y

coinfectados T. crassiceps- P. yoelii 17XL.

Observamos que la infeccion previa con T. crassiceps incremento la produccion

de TNF-a en relacidon con los ratones infectados solo con P. yoelii 17XL.

Estudios previos han descrito que TNF-a tiene una funcién protectora contra el
parasito Plasmodium [113], se ha sugerido de esta citocina podria estar asociada
con la restriccion de la replicacién del parasito. Sin embargo, no hay que perder de
vista que una alta concentracibn de TNF-a también ha sido asociada con la

severidad y muerte del hospedero por diversas patologias [114].

En este estudio nosotros observamos un aumento significativo de TNF-a. e 1L-12
en los grupos coinfectados, tanto a las de dos semanas como a la de ocho, lo cual

nos planted dos escenarios.

Por un lado, el aumento en estas citocinas explicaria la reduccion en la carga
parasitaria observada en los grupos coinfectados. Por el otro, no hubo patologia
asociada al aumento de estas citocinas debido a que la presencia del helminto en la
coinfeccion favorecié la produccién de IL-4 e IL-10 que contrarrestd los efectos
patolégicos del TNF-a e IL-12. Demostrando que la infeccién por el helminto
modifico el curso de la infeccion por P. yoelii 17XL. Mientras que los ratones
infectados Unicamente con P. yoelii 17XL tuvieron niveles disminuidos de IL-10, lo

cual pudo favorecer la patologia y la mortalidad observada en éste grupo.

Estas observaciones son congruentes con lo descrito en otros estudios que

indican que bajos niveles de IL-10 y niveles incrementados de TNF-a en plasma,
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tienen una relacion directa con las complicaciones de la enfermedad, incluyendo
anemia y malaria cerebral [27, 115]. Sanni y cols. en 2004 describieron que los
ratones IL-10-/- infectados con P. chabaudi desarrollan una exacerbada patologia
(edema cerebral, hemorragias, pérdida de peso) y un alto porcentaje de mortalidad
en comparacion con los ratones silvestres [116]. Ademas, Li y cols. en 1999
demostraron que la inactivacion del IFN-y 6 del TNF-a en ratones IL-10-/- reduce la
mortalidad y la patologia asociada a la enfermedad [116, 117]. En otros estudios la
administracion de IL-10 en ratones CBA los protegi6 contra la malaria cerebral, por el
contrario la inactivacion de la IL-10 con anticuerpos monoclonales favorecid un
incremento significativo en la incidencia de la malaria cerebral en ratones BALB/c
[118].

En estudios llevados acabo en humanos, se ha observado que las
concentraciones de IL-10 fueron significativamente bajas en nifios con anemia
severa en Africa [119]. Entonces las altas concentraciones en plasma de IL-10 en los
ratones con una infeccion previa de T. crassiceps, pudo generar proteccion contra
una inflamacion exacerbada provocada por los altos niveles de IFN-y, TNF-a, e IL-12

evitando la patologia severa asociada a la infeccién por P. yoelii 17XL

Cabe hacer notar que los ratones infectados Unicamente con P. yoelii tuvieron
niveles basales de IL-12. Tomando en cuenta que actualmente es claramente
aceptado que durante la enfermedad severa por malaria hay una deficiencia en la
produccion de IL-12, asociada a la patologia de la enfermedad, esto incluye una alta
carga parasitaria, que suprime las células inmunes productoras de IL-12 [83, 120-
122]. Esto explicaria por qué los ratones infectados unicamente con P. yoelii 17XL
sucumbieron mas rapido y en mayor proporcién que los coinfectados, puesto que los
primeros no produjeron IL-12. Por otro lado, la coinfeccion de ocho semanas
sinérgizo la produccion de IL12 favoreciendo la proteccion y sobrevida de los ratones

coinfectados.
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En relacién con los niveles de IL-B se observd que la infeccién previa con
T. crassiceps favorecié un aumento en la produccién de esta citocina a comparacion
de aquellos que solo fueron infectados con P. yoelii 17XL. Ademas, este aumento
fue directamente proporcional al tiempo de evolucion de la infeccibn con

T. crassiceps.

Ahora bien, se sabe que una sobreproduccion de IL1-B puede causar un aumento
de los efectos patogénicos promoviendo la anemia, ademas de que estudios previos
han reportado que existe una elevada circulacion de IL1-B en individuos con CM y
SMA [123, 124]. No obstante, nuestros resultados demuestran que la infeccion
previa de ocho semanas con T. crassiceps redujo la infeccion por P. yoelii 17XL,
presentando mayores niveles de Hb, lo cual sugiere que la rapida induccién de IL1-
puede controlar la replicaciéon del parasito. Esta afirmacion es congruente con los
estudios de Collins Souma y cols, en 2000, que han descrito que una alta produccion
de IL-B reduce la anemia e induce una moderada proteccion contra anemia severa
por malaria. Mientras que una baja produccion IL1-f en individuos infectados por
Plasmodium incrementa el riesgo de desarrollar SMA. Asi ellos hipotetizan que los
niveles incrementados de IL1-B durante la malaria cerebral, inducen proteccion
contra SMA, promoviendo el aumento de la eritropoyesis en la medula ésea [97].
Aunque el mecanismo por el cual el aumento en la produccion IL1- protege contra
la SMA aun no ha sido determinado, estudios previos in vitro muestran que IL-1
promueve la produccion de factores hematopoyéticos, incluyendo el factor
estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF), entre otros [125,
126]. Por lo cual estos resultados sugieren que en las co-infecciones la presencia de
IL-1B evitd la SMA.

Por otra parte, los niveles séricos de IFN-y estuvieron incrementados en los ratones
infectados solo con P. yoelii 17XL, mientras que los ratones coinfectados de 8

semanas tuvieron niveles reducidos de IFN-y.
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Actualmente es ampliamente aceptado que la produccién temprana de IFN-y
contribuye a resolver la infeccion en ratones infectados con distintas especies de
Plasmodium [31]. Sin embargo nosotros observamos mayor mortalidad asociada a
niveles incrementados de IFN-y en los ratones infectados unicamente con P. yoelii
17XL, mientras que en nuestro modelo de coinfeccion de ocho semana, el IFN-y
disminuido no parece ser el responsable de la reduccién de la parasitemia. Por el
contrario, bajos niveles de IFN-y pudieron contribuir a evitar los dafos colaterales de
una respuesta inflamatoria exacerbada, alargando el tiempo de vida de los ratones

coinfectados con ocho semana después de la infeccidon con T. crassiceps.

La observacion de los niveles disminuidos de IFN-y, en el grupo de los ratones
coinfectados de ocho semana , fue congruente con los niveles elevados de IL-4
observados en los mismos. Los niveles de IL-4 fueron superiores a los detectados en
los ratones infectados Unicamente por la infeccibn con T. crassiceps de ocho
semanas de evolucion. Estos niveles incrementados de IL-4 podrian contribuir a la
sobrevivencia de los ratones coinfectados de ocho semana por dos vias: al regular
el desarrollo de células Thl, y reducir la produccién de IFN-y, al mismo tiempo que
participa como factor de crecimiento y diferenciacion de los linfocitos B, generando
un aumento en la respuesta de anticuerpos que es crucial para controlar el parasito
[36]. Esto es consistente con las observaciones de Helmby y cols. en 1996 quienes
sefiala que la respuesta IgE especifica a malaria requiere de varias infecciones con
P. chabaudi, mientras que la infeccibn con S. mansoni requiere de una sola
exposiciéon para alcanzar la misma intensidad en la respuesta IgE especifica a

malaria [127].

Ademas se sabe que IL-4 tiene efectos sobre la produccion de anticuerpos: por la
inhibicion de la produccion de IFN-y, esto reduce la actividad de esta citocina, la cual
media el switch de las inmunoglobulinas de la subclase IgGl y IgG3 hacia la
opsonizacién del parasito por fagocitosis por los monocitos activados [128]. Estudios
en la cinética de la infeccién con P. yoelii 17 XNL muestran que existe un aumento

de IL-4 a través de la infeccion mientras que los niveles de IFN-y regresan a los
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niveles normales, indicando que es necesaria una respuesta Th2 [115], por lo tanto
la infeccion previa de ocho semanas genera un aumento de la produccion de IL-4 lo
cual induce un aumento en la sobrevivencia y reduce la patologia. Por lo que la
induccién de citocinas antiinflamatorias como IL-4 y IL-10 podria prevenir la

patologia después de la fase aguda de la infeccion por malaria.

Los datos obtenidos en este trabajo demuestran que una infeccion previa de ocho
semanas con cisticercos de T. crassiceps en ratones con fondo genético BALB/c ,
tiene un profundo efecto en el sistema inmune el cual puede influir la respuesta
inmune contra la malaria y afectar el curso en la infeccion. En este sentido la
diferencia observada en la susceptibilidad y la patologia de las coinfecciones fue
distinta, debido a que a medida que la infeccién con T. crassiceps se hacia crénica,
se observé un cambio gradual de una respuesta tipo Thl inicial a una respuesta Th2
[60]. Por lo cual, el perfil de citocinas y posiblemente el estado de activacion de lo
Mo era distinto entre una coinfeccion realizada en la semana 2 6 en la semana 8
después de la infeccidn con T. crassiceps, lo que podria influir en el curso de la

segunda infeccion.

Este cambio en el estado de activacion de los M@ se demostré a partir de la
obtencion de transcritos de mRNA de moléculas marcadores para M@AA como YM1
y FIZZ1. En la coinfeccién de dos semanas no se detectd expresion de los genes
YM1 y FIZZ1, seguramente porque la respuesta inmune generada por ambos
parasitos fue tipo Thl limitando la expresion de dichos genes, de aqui que los

macrofagos presentes fueron del tipo clasico MeCA.

Se observaron diferencias en la expresion del gen YM1 en los ratones
coinfectados de ocho semanas en relacion a los que fueron infectados solo con
P. yoelii 17XL, por el contrario, si existen diferencias significativas en los transcritos
de FIZZ1 en la coinfeccion de ocho semanas con un incremento significativo a
comparacion de los ratones infectados solo con P. yoelii 17XL (Fig. 13). Lo cual

indica que los Mg presentes en la coinfeccion de ocho semanas estan
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alternativamente activados y se ha atribuido que estos producen bajas cantidades
de citocinas proinflamatorias TNF e IL-12 [129], asi como un incremento en su

capacidad fagocitica.

Por otro lado, se demostré que solo los ratones infectados con T. crassiceps de
dos semanas expresan el transcrito T-bet (Fig. 14), lo cual suprime la respuesta
inmune tipo th2, promoviendo una respuesta Thl corroborando lo descrito para
Taenia en cuanto a la respuesta inicial de Thl en la infecciébn. No se detectd la
presencia del transcrito T-bet en los bazos de los ratones infectados con P. yoelii
17XL, ni en los de ratones co-infectados, lo cual indica que en los ratones BALB/c
infectados con P. yoelii 17XL se induce una respuesta inmune tipo Th2, asi mismo,
se observa la polarizacién de una respuesta tipo Th2 por la infeccion crénica con
T. crassiceps.

Al analizar la expresion del transcrito para el gen GATA-3, se observa que no se
detecta en la infeccion solo con P. yoelii 17XL, mientras que T. crassiceps induce la
expresion de este transcrito en el bazo de los ratones infectados, induciendo la
produccion de citocinas Th2, de manera interesante en la coinfecciéon de dos
semanas de infeccion se observa que la expresion de este gen es tres veces mayor,
asimismo hay una disminucion de la expresion de GATA-3 en la coinfeccion de ocho
semanas comparados con su contraparte. La expresion de GATA-3 promueve la
expresion de citocinas antiinflamatorias en el bazo, resulta interesante destacar que
los ratones coinfectados presentan la expresion de este gen, mientras que en los
ratones que solo son infectados con P. yoelii 17XL no se detecta. Se sabe que el
bazo cumple varios roles importantes durante la infeccibn con malaria: primero por
remover los pRBCs y los glébulos dafiados de circulacién [91], y segundo el bazo es
el mayor sitio de eritropoyesis y hematopoyesis [130], tercero la respuesta a
patogenos especificos por las células T y B son generados en la pulpa blanca del
bazo [18]. Por lo cual la expresion de trascritos de GATA-3 y la produccion de
citocinas antiinflamatorias protegen a los ratones coinfectados probablemente con la

produccion de anticuerpos que impida la invasion de RBC y que neutralice una
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excesiva produccion de citocinas proinflamatorias como TNF-a e IFN-y las cuales
son conocidas como antagonistas de la hematopoyesis [110] asi como estimulan la
proliferacion de células B que son necesarias para el desarrollo de una inmunidad

protectora [36].

Las citocinas son responsables de la severidad de la enfermedad, nuestros
resultados demuestran que una excesiva produccién IFN-y, asi como una deficiente
produccion de IL-4, IL-10 y IL-12 fueron responsables de la patologia de los ratones
infectados solo con P. yoelii 17XL, mientras que la infeccién previa de ocho semanas
se produjo una respuesta Th2 con niveles altos de IL-4 y de IL-10 lo cual le dio a los
ratones la habilidad de controlar los niveles de circulacion de citocinas pro-
inflamatorias, y que estas faciliten la eliminacién del parasito, pero no disparen la
patologia, de manera interesante la infeccién crénica con T. crassiceps participa en
él aumento de la produccion de IL-18 , IL-12, al mismo tiempo que regula la
sobreproduccion de los niveles de INF-y, sin afectar la eliminacién y el control de la
replicacion del parasito en la infeccion aguda. Por lo tanto, la induccién de citocinas
antiinflamatorias por la infeccion previa de ocho semanas con T. crassiceps interfiere
con la respuesta inflamatoria exacerbada, inhibiendo la patologia, y creando un

balance que protege a los individuos contra la malaria.

Estos resultados demuestran que la respuesta inmune tipo Th2 generada por el
helminto es requerida para la proteccién contra P. yoelii 17XL, ademas de que se
encontraron niveles altos de IL-12 e IFN-y en presencia de citocinas antiinflamatorias
lo cual indica que la respuesta Thl es esencial para el control del paréasito. Asi la
severidad de la enfermedad podria variar dependiendo el nivel y tipo de citocinas
producidas después de la infeccion de malaria. Demostrando que el relativo balance

entre citocinas Th1ly Th2 es crucial para las consecuencias de la infeccion.
Los datos obtenidos en este trabajo son importantes para el disefio de vacunas

efectivas contra Plasmodium, sin embargo, son necesarios futuros estudios para un

mejor entendimiento de los efectos del balance de citocinas pro y antiinflamatorias
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en las coinfecciones con helmintos, ya sea para determinar la resolucién, o

persistencia, o empeoramiento de la infeccion secundaria.

Los helmintos han coevolucionado con nosotros por millones de afios, y es
probable que la ausencia o presencia, el tiempo de infeccién, la dosis o las
reinfecciones deberan ser tomados en cuenta en los esquemas de salud y el
desarrollo de vacunas para combatir enfermedades inflamatorias 6 disminuir la

patologia, como en el caso de la malaria.
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CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos de éste trabajo de tesis se puede concluir lo
siguiente:

La infeccidon con Plasmodium yoelii 17XL en ratones BALB/c se caracteriza
por niveles incrementados de IFN-y y niveles bajos de IL-4 e IL-10. Esta
condicion favorece el estado patologico y la mortalidad de los ratones
infectados.

La presencia del helminto Taenia crassiceps tiene un profundo efecto en la
respuesta inmune contra el parasito causante de la malaria y afectando el
curso de la infeccion.

La coinfeccidbn con P. yoelii 17XL en etapas tempranas, dos semanas
después de la infeccidn con T. crassiceps, incrementa la sobrevivencia del
hospedero y retrasa la proliferacién del plasmodio medianamente.

La coinfeccion con P. yoelli 17XL en etapas tardias, ocho semanas después
de la infeccibn con T. crassiceps, incrementa significativamente la
sobrevivencia del hospedero, retrasa la proliferacion del plasmodio y protege
a los ratones de una patologia severa.

Los cambios inmunologicos generados por la infeccidbn crénica por T.
crassiceps modifican la respuesta inmune en contra de P. yoelii 17XL: la
coinfeccibn de ocho semana genera una respuesta inmune especifica
diferente a la generada en la coinfeccion de dos semanas, incrementando los
niveles de IL-10, IL-4 e IL-12.

Los mecanismos que generan la sobrevida y disminuyen la patologia
asociada la malaria en la coinfeccion tardia no estan del todo establecidos,
pero parece obvia la participacion del microambiente de citocinas pre-
establecido: la coexistencia de un perfil mixto de citocinas Th1/Th2 (IL-4, IL-10
e IL-12), junto con macréfagos alternativamente activados que podrian dirigir
el curso de la respuesta inmune.

La principal implicacion de estos hallazgos es que las infecciones crénicas por
helmintos podrian afectar de manera significativa la capacidad de la respuesta

de los individuos en contra de otros parasitos.
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APENDICE
e Buffer de solucion salina amortiguada con fosfatos (PBS) para 10 L, con un pH
de7.4
80 gr NaCl (J.T. Baker)
11.6 gr Na;HPO, (J.T. Baker)
2 gr KH,PO4 (J.T.Baker)
2 gr KCI (ICN Biomedicals Inc.)

Buffer TBE 10x
Tris base (890mM) (Sigma Chemicals)
Acido Boérico (890mM) (J.T. Baker)
40ml. De 0.5M Acido Etilenediaminatetraacetico (EDTA)
disodico (J.T.Baker)
Esta mezcla se ajusta a pH 8 y se afora a 500 ml. con agua destilada
Buffer de pegado (ELISA)
0.1 M de NA,HPO, (J.T. Baker)
para 1 It con agua destilada.
Solucion de lavado (ELISA)
1000 mL de PBS mas 0.5% de Tween 20 (Promega co.)
Solucion de bloqueo (ELISA)
100 ml de PBS mas 1% de Albumina serica bovina (ICN Biochemicals)
Sustrato ABTS para revelado (ELISA)
Adicionar 150 mg de ABTS (ICN Biomedicals) en 500 ml de 0.1 M de acido

citrico (tecsiquim) en agua destilada y con NaOH (Monterrey) llevar a un pH de 4.35,

posteriormente se hicieron alicuotas de 11ml en tubos y se congelaron hasta su uso a -
70°C.
e Bromuro de Etidio
Stock 1000 X solucion 0.5 mg/ml.
50 mg de Bromuro de etidio

100 ml de agua

Diluir 1:1000 para tefir geles. Se debe proteger de la luz.
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