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RESUMEN

Las infecciones por helmintos son prevalentes en regiones tropicales, en
donde coexisten con otros agentes infecciosos asociados a la pobreza como la
infeccion por Plasmodium. Si bien, las coinfecciones helminto-Plasmodium son muy
comunes, las implicaciones de esta coexistencia en la respuesta inmune del
hospedero no se han comprendido completamente. Para determinar el efecto de la
infeccion por un helminto en la respuesta inmune contra la infeccion de Plasmodium
(en diferentes tiempos de coinfeccion), desarrollamos un modelo murino de
coinfeccién con el helminto Taenia crassiceps (T. crassiceps) y Plasmodium yoelii
17XL (Py 17XL). Ratones BALB/c se infectaron via intraperitoneal (i.p.) con 10
cisticercos de T. crassiceps, después de 2 u 8 semanas (Tc2 o Tc8) se coinfectaron
via intravenosa (i.v.) con 1x102 eritrocitos parasitados por Py 17XL. Los ratones
infectados Unicamente con Py 17XL desarrollaron patologia severa (caquexia,
esplenomegalia y anemia), y todos perecieron en el dia 11 post infeccién con Py
17XL. De manera interesante, cuando los ratones presentaron una infeccién aguda
por T. crassiceps y se coinfectaron con Py 17XL (Tc2+Py 17XL), la sobrevida se
incrementd hasta el 58% en el dia 11, pero desarrollaron patologia severa (caquexia
y esplenomegalia) y perecieron en el dia 18 post infeccion con Py 17XL, la cual
estuvo asociada a los niveles elevados en suero de IL-18, IL-12, TNF-a y una ligera
reduccion de IFN-y comparados con los ratones infectados solo con Py 17XL. Cabe
destacar que, cuando los ratones presentaron una infeccidbn cronica por
T. crassiceps y se coinfectaron con Py 17XL (Tc8+Py. 17XL), la sobrevida se

incrementd hasta el 80% en el dia 11 y perecieron hasta el dia 30 post infeccién con



Py 17XL. Esta mayor tasa de sobrevida conferida por la infeccién cronica con T.
crassiceps (Tc8) estuvo asociada con un retraso o disminucién en la patologia y a
un perfil inmune mixto pro inflamatorio Thl/anti inflamatorio Th2, caracterizado por
un incremento en la produccién de citocinas como la IL-1B, IL-12 e IL-10, y la
reduccion de TNF-a de los Mg, altos niveles de la IL-4 e IL-10 y los bajos niveles de
IFN-y de los esplenocitos, ademas de los altos niveles de citocinas en suero: IL-1f,
IL-12, TNF-qa, IL-4 e IL-10 y la significativa reduccion de IFN-y. Nuestros datos
indican que la polarizacién de la respuesta inmune generada y modulada por el
tiempo previo de infeccion con T. crassiceps, impacta de manera diferente en la
respuesta inmune del hospedero y la patologia hacia Py 17XL y depende del tiempo

previo de infeccion por T. crasscieps.



ABSTRACT

Although helminth-Plasmodium coinfections are common in tropical regions,
the implications of this coexistence for the host immune response are poorly
understood. In order to understand the effect of helminth infection at different times
coinfection on the immune response against Plasmodium infection, BALB/c mice
were intraperitoneally infected with Taenia crassiceps (Tc). At two (Tc2) or eight
(Tc8) weeks post-infection, mice were intravenously infected with 1x102 Plasmodium
yoelii (Py) 17XL-parasitized red blood cells. Py 17XL-single-infected mice developed
cachexia, splenomegaly and anemia, and died at 11 days post-infection. Importantly,
Tc2+Py-coinfected mice showed increased survival of 58% on day 11, but
developed pathology (cachexia and splenomegaly) and succumbed on day 18 post-
coinfection, this latter associated with high levels of IL-13, IL-12 and TNF-a, and
reduced IFN-y in serum compared with Py 17XL-single-infected mice. Interestingly,
Tc8+Py-coinfected mice showed increased survival up to 80% on day 11 and
succumbed on day 30 post-coinfection. This increased survival rate conferred by
chronic helminth infection was associated with a decreased pathology and mixed
inflammatory-type 1/anti-inflammatory-type 2 immune profile as evidenced by the
production of high levels of IL-18, IL-12 and IL-10, and reduced TNF-a from
macrophages, high levels of IL-4 and IL-10 and low levels of IFN-y from spleen cells.
Also high serum levels of IL-18, TNF-a, IL-12, IL-4 and IL-10, but a significant
reduction of IFN-y were observed. Together, these data indicate that polarization of
the cell-mediated response modulated by a pre-existing helminth infection,
differentially impacts on the host immune response to Py 17XL in a time-dependent

manner.



1. INTRODUCCION

1.1. Infecciones parasitarias

Las infecciones ocasionadas por parasitos son los responsables de un
incremento en el indice de morbilidad y mortalidad que cualquier otro
microorganismo infeccioso. Se estima que las infecciones por helmintos afectan a
2.5 mil millones de personas a nivel mundial [1, 2], mientras que, las infecciones por
protozoos afectan a mil millones de personas y prevalecen en 149 paises,
provocando enfermedades como leishmaniosis, tripanosomiosis y malaria, entre
otras [3].

El siglo XX ha sido testigo de la mas grande lucha contra enfermedades
infecciosas alrededor del mundo. Los esfuerzos para controlar algunas
enfermedades como sarampion, la hepatitis B y la lepra han sido exitosos. Sin
embargo, otras enfermedades infecciosas (las mas notables, el virus de
inmunodeficiencia humana adquirida -VIH-, tuberculosis -TB- y la malaria)
constituyen barreras al progreso de la salud global [4].

La malaria es la parasitosis humana de mayor importancia, desde el punto de
vista médico (alta morbi-mortalidad) y socio-econémico (promueve la pobreza y
limita el progreso ); el parasito ha resistido todos los esfuerzos para su control y
representa uno de los mayores retos a la salud publica mundial [5].

1.2. Malaria

La malaria es una enfermedad causada por un protozoo parasito del genero

Plasmodium (cuadro 1), que infecta, se replica y destruye a los glébulos rojos [6], el

parasito se transmite por la picadura del mosquito hembra infectado del genero



Anopheles infectado. Plasmodium es la principal causa de morbilidad y mortalidad
en las regiones tropicales. La malaria humana se origina por la infeccién con una de
las 5 especies del género Plasmodium que afectan al hombre ( P. falciparum, P.
vivax, P. malariae, P. ovale, y P. knowlesi ). De estas especies P. falciparum y
P. vivax son los principales causante de la malaria severa y clinica, mientras que,
P. malariae y P. ovale son causantes de una malaria moderada. Cada especie de
Plasmodium presenta diferentes caracteristicas como: ciclo eritrocitico, severidad,

parasitemia, etc (cuadro 2).

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 del parasito Plasmodium tomado de Martinez et. al. 2007

Plasmodium falciparum es la especie que ocasiona la mayor mortalidad en el
mundo. A pesar de que se han hecho muchos esfuerzos para controlar a éste
patdgeno, se estima que en el 2018 se presentaron 228 millones de casos clinicos
y 405 000 muertes a escala mundial [7]. Aproximadamente, el 77% de las muertes
asociadas a malaria en todo el mundo ocurren en niflos menores de 5 afios. En

México, P. vivax es responsable de poco mas del 99% de los casos de malaria [8].


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

Plasmodium Caracteristicas de la infeccion humana .C'CIP.
eritrocitico
P. falciparum | Causante de la malaria mas severa. Genera infecciones 48 h
crénicas, pero no se desarrolla la forma de hipnozoito (estadio | afecta todo
Welch, 1897. | 4.6 permanece en latencia y persiste en el hepatocito), por lo | tipo de
gue no se presentan recaidas. Puede ser fatal. eritrocitos
P. vivax El principal causante de la malaria clinica. Se desarrolla la 48 h
_ forma de hipnozoito y se pueden presentar recaidas muchos | solo afecta
Grassi& | afos después de una aparente cura. Rara vez es fatal. reticulocitos
Feletti, 1890.
P. malariae | Casos poco frecuentes, causante de la malaria clinica, 72 h
especialmente en Africa. Las infecciones sin tratamiento afecta
Laveran, pueden persistir en niveles bajos de parasitemia por varias | eritrocltos
1881. décadas.
P. ovale Existen pocos casos y son causantes de una malaria clinica 50 h
moderada. Se puede detectar en infecciones mixtas con otras | solo afecta
Stephens, | ggpecies. Se desarrollan hipnozoitos y pueden existir recaidas. | reticulocitos
1922
P knowlesi Causa una Zoonosis (se transmite entre macacos y humanos 24 h
a travées del vector). Los pacientes desarrollan | afecta todo
Sinton, 1932 hlperpara§|t_em|as y malaria severa. Puede ser fatales. Su ciclo tipo Qe
es asincroénico. eritrocitos

Cuadro 2. Especies de Plasmodium que causa la malaria humana. Tomado y modificado de Mary

1.3.

M. Stevenson et. al. 2004.

Ciclo de vida de Plasmodium spp

Plasmodium tiene un ciclo de vida complejo, presenta varias etapas de

desarrollo, que implica un mosquito Anopheles como vector en donde se desarrolla
la reproduccion sexual (gametos, zigoto, oocisto, oocineto y esporozoito) y un
asexuales exoeritrocitica e

hospedero vertebrado (esporozoitos, etapas

intraeritrocitica y gametocitos). Cada etapa el parasito expresa proteinas
especificas, por lo que su estudio se vuelve complejo. Ademas, en su hospedero
humano, el parasito se desarrolla en dos etapas: en el higado (etapa exoeritrocitica)

y en la sangre (etapa intraeritrocitica) [9].



La infeccion en el humano comienza cuando la hembra del mosquito del
género Anopheles infectada inyecta de 10-100 esporozoitos asexuales a traves de
la saliva durante la hematofagia. Una pequefia cantidad de esporozoitos permanece
en la piel; otros esporozoitos penetran en los vasos sanguineos, viajan al higado e
invaden a los hepatocitos (tipicamente de 1 a 10 por célula). Dentro del hepatocito,
se desarrolla la esquizogonia pre-eritrocitica, los esporozoitos se desarrollan por un
periodo aproximado de una semana en un esquizonte exoeritrocitico que contiene
entre 30,000 a 40,000 merozoitos. Dos de las cuatro especies que infectan al
hombre (P. vivax y P. ovale) pueden desarrollar hipnozoitos, el estadio latente que
puede provocar reinfecciones meses o afios mas tarde. P. falciparum no desarrolla
esta forma latente. El esquizonte, junto con el hapatocito infectado, se rompen para
liberar a los merozoitos, los cuales pueden reinfectar hepatocitos o infectar
eritrocitos. Esto inicia el ciclo de esquizogonia eritrocitica, mediante el cual los
merozoitos se expanden a través de las etapas intermedias trofozoito de anillo y
trofozoito maduro, en un periodo de 48-72 horas. Durante este tiempo, el merozoito
invasor se desarrolla finalmente en un esquizonte dentro de una vacuola
parasitofora en el eritrocito donde da origen a 20 nuevos merozoitos,
aproximadamente, que se liberan e infectan nuevos eritrocitos. El ciclo de vida en
el humano se completa al desarrollarse las formas sexuales (gametocitos) en los
eritrocitos.

El ciclo o reproduccion esporogonica se lleva a cabo en el mosquito hembra
Anopheles que ingiere los parasitos durante la hematofagia de personas infectadas,
los gametocitos pasan por el tubo digestivo, ya en el estomago del mosquito, los

gametos salen de los eritrocitos infectados y ocurre el proceso de exflagelacion del
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gameto masculino, la fertilizacién del gameto femenino da lugar a los ooquinetos
que atraviesan la pared intestinal, y se transforman en ooquiste que contienen
esporozoitos inmaduros, con 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 préxima alimentacion del mosquito, dando
inicio de nuevo al ciclo de vida (Fig. 1) [10].

Fases en el higado humano

Fases en el mosquito

Rotura del ooquiste

" "‘;4.'~ Q o A
A bairic
WA El mosquito inyecta ) 2
Ooquiste SN *_F % -\ esporozoitos Ciclo exoeritrocitico
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Figura. 1. Ciclo biolégico de Plasmodium. En el proceso de hematofagia la hembra de mosquito
Anopheles inocula los esporozoitos en el hombre (1). Los esporozoitos infectan a los hepatocitos (2)
y se multiplican por esquizogonia (3) dando lugar a la formacion de merozoitos (4). Después de esta
multiplicacion en el higado (esquizogonia exoeritrocitica) (A), el parasito invade a los eritrocitos,

entonces el parasito se reproduce por esquizogonia (esquizogonia eritrocitica) (B) y se liberan



merozoitos que invaden a nuevos eritrocitos (5). En el eritrocito se lleva a cabo otro ciclo de
reproduccién asexual y se forman trofozoitos anulares que se convierten en esquizontes que
originan nuevos merozoitos (6). Algunos parasitos se diferencian sexualmente y se transforman en
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 esporogénico (C). Los microgametos fecundan a los
macrogametos y se desarrollan los zigotos (9). El zigoto se convierte en ooquineto mévil (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 inoculacién de los
esporozoitos en un nuevo hospedador perpetia el ciclo de la malaria (1). Tomado de

https://lwww.cdc.gov/dpdx/malaria/index.html.

1.4. Cuadro clinico de la enfermedad

La sintomatologia de la malaria se desarrolla, generalmente, dentro de los 10-
15 dias posteriores a la infeccion y esta asociada con la ruptura de los eritrocitos
parasitados. Los enfermos presentan fiebre, escalofrios, sudoracion, cefaléa y
mialgias. Con menor frecuencia, manifiestan tos, dolor abdominal, nauseas, vomito
y diarrea. La enfermedad pueden escalar rapidamente hacia una malaria severa,
desarrollandose: malaria cerebral (CM), falla renal, falla hepética, anemia grave,
trombocitopenia, sindrome de esplenomegalia hiperreactiva (HES), acidosis

metabolica y edéma pulmonar, entre otras (Fig. 2 ) [11].
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Figura. 2. Sintomatologia de la malaria.

Las principales amenazas clinicas para los pacientes son la malaria cerebral
y la anemia. La CM es la principal causa de muerte en los individuos infectados con
P. falciparum. Se estima que aproximadamente del 19 al 25% de las personas con
CM mueren y una gran proporcion de sobrevivientes sufren dafio neuronal
permanente [11]. Por otro lado, la anemia por P. falciparum tiene una tasa de
mortalidad mayor al 13% y es la principal causa de muerte en regiones endémicas
[12].
1.5. Distribuciéon mundial

La malaria esta restringida a altitudes inferiores a 1500 metros, en zonas
tropicales y subtropicales. Aun asi, aproximadamente el 50 % de la poblacion
mundial esta expuesta a la malaria. En el 2016, 91 paises estaban clasificados como
zonas endémicas de alto riesgo de transmision activa de malaria, de los cuales 21

pertenecen a America Latina, entre ellos México (Fig. 3) [13].

10



Existen aproximadamente 2.57 mil millones de individuos que estan en riesgo
de infectarse con Plasmodium. Aproximadamente 1,440 millones de personas viven
en el area de riesgo estable de transmision, principalmente en Africa, Yemen, Arabia
Saudita (753.38 millones), centro y sureste asiatico (658.04 millones) y América
(31.41 millones)(Fig. 3) [14]. En México las areas de alto riesgo de infeccién
comprenden a los estados de Chihuahua, Sinaloa, Sonora, Durango, Nayarit,
Chiapas, Tabasco, Campeche y Quintana Roo. En el 2008, se reportaron 20,833
casos, en Mesoamérica (desde el sur de México hasta Panama) de los cuales el

11.3% correspondieron a México (Fig. 4) [15, 16].

% Poblacion en riesgo Xor

[_ | No endémico
I 0-20%
[ 20-40%
|| 40-60%
I 60-80%

B 30-100%

Figura 3. Porcentaje de poblacion mundial en riesgo de infeccion por malaria. Imagen tomada de
Eikenberry SE, Gumel AB, 2018.
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Figura 4. Areas con trasmision de malaria en México y distribucion espacial de P. vivax en el 2010.

Imagen tomada y modificada de Howes RE. Hay Sl et al. 2016.

1.6. Modelos animales empleados para el estudio de la malaria

El esclarecimiento de la patogénesis de la malaria en humanos requiere de un
modelo animal que al ser infectado con el patdgeno manifieste la evolucién o
desarrollo de la enfermedad; asimismo, que presente los cambios histopatologicos
y de los mecanismos inmunolégicos asociados con la fisiopatologia; La similitud de
la respuesta inmune entre ratones y humanos justifica el uso de estos modelos para
estudiar malaria [17, 18]. Asi, varias combinaciones de especies de Plasmodium y
cepas de ratones se han utilizado para mimetizar la respuesta inmune de malaria

en humanos (Cuadro 3).
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Especie de Subespeci
Plasmodiu e:
m: Clona

Cepade
ratén
susceptible a
la anemia

Aplicacion en la investigacion

P. berghei  C57BL/6: Letal Se utiliza como modelo experimental de CM.
ANKA CD-1: Letal Identificacion de la variacién genética en el desarrollo de
BALB/c : Letal CM.
P. berghei  C57BL/6: Letal Se utiliza para estudiar la patogénesis, difiere en algunos
K173 aspectos de la patogénesis, lo cual indica la influencia
de la variacion genética del parasito.
P. berghei P. berghei C57BL/6: Letal Es usa como modelo de malaria no cerebral, induce un
NK65 aumento progresivo de la parasitemia, inflamacion
hepatica intensa y muerte.
P. berghei Control Variante atenuada por irradiacion de la cepa letal Pb
XAT espontaneo NK65. Se utiliza para la comparacion de la respuesta
inmune y patogénesis entre pardsitos letales y
atenuados.
P. yoelii BALB/c: No Se utiliza para estudiar los mecanismos inmunes y la
17 NXL letal patogénesis. Py Al es una linea leve que esta
restringida a los reticulocitos.
P. yoelii BALB/c: Letal Se utiliza en la identificacion de posibles vacunas y la
17XL C57BL/6: Letal respuesta inmune.
P. yoelii - ) o . L .
P. yoelii CBA: Letal Py linea YM genera una infeccion altamente virulenta
YM que se multiplican tanto en reticulocitos como en
eritrocitos.
P. yoelii CBA: No letal Py linea YA es més viruleta que la linea leve YP y YM.
YA Las lineas YM/A difieren adicionalmente en enzimas y
marcadores de sensibilidad a farmacos.
P. chabaudi  A/J: Letal Se utiliza en el estudio de los mecanismos inmunes, la
AS C57BL/6:No susceptibilidad y la inmunoregulacion de las citocinas.
letal Ademas, para identificar y estudiar loci de
BALB/c: No susceptibilidad y las base inmunolégica de la patologia.
letal
P. chabaudi BALB/c: No Se utiliza para estudiar vacunas experimentales y
. Al letal procesos inmunolégicos que controlan la
P. chabaudi hiperparasitemia.
P. chabaudi C3H: Letal Cepa de rapido crecimiento y alta patégenicidad. Causa
Adami DS C57BL/6: No una infeccion letal media, induce una anemia severa y
letal pérdida de peso.
P. chabaudi BALB/c: noletal Cepa de crecimiento mas lento y menor patégenicidad,.
Adami DK C3H: no letal
P. vinckei BALB/c: Letal Se utiliza para estudios de quimioterapia y patogénesis.
vinckei AKR: Letal Causa una hiperparasitemia agresiva y descontrolada.
P. vinckei . . - L .
P. vinckei AKR: Letal Se utiliza para la deteccion de drogas sensibles contra la
petteri AKR: no letal malaria y estudios inmunoldgicos.

Cuadro 3. Especies de Plasmodium que causan la malaria en ratones. Abreviaciones: malaria
cerebral (CM), P. yoelii (Py), P. berghei (Pb). Tabla tomada de Salazar et. al. 2014.
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1.7. Respuestainmune a malaria

La respuesta inmune hacia la malaria es compleja y poco entendida; la
respuesta que se desarrolla hacia el pardsito depende de la especie de
Plasmodium, el estadio especifico dentro del hospedero y del estado inmunoldgico
del hospedero [19].

La respuesta inmune mas estudiada en los modelos murinos es la que genera
la infeccidn no letal con P. chabaudi en las cepas de ratones BALB/c y C57BL/6, y
la relacionada a la infeccion letal en las cepas de ratones A/J y DBA/2 [20]. La
infeccion por P. chabaudi en ratones induce una rapida y marcada respuesta
proinflamatoria, con produccion de la IL-1B3, TNF-a, IFN-y e IL-12, que es eficiente
para eliminar varias cepas de Plasmodium [21-23]. Cabe destacar, que después del
pico de la parasitemia, la respuesta inmune celular cambia de una respuesta de
células T colaboradoras (del inglés T helper -Th) tipo Thl hacia un perfil tipo Th2
[24]. Este cambio de Thl a Th2 es importante debido a que gran parte de la
patogénesis de la malaria la origina la respuesta proinflamatoria excesiva [25, 26].

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.

En la etapa exoeritrocitica, la inmunidad contra los esporozoitos depende de
los anticuerpos contra proteinas de superficie, como la proteina de superficie del
esporozoito (circumsporozoite protein-2 [CSP-2]) [27] y contra antigenos
especificos del estadio hepatico (Liver Stage Antigen-1 [LSA-1]) [28]. Estos
antigenos inducen la sintesis de anticuerpos que neutralizan o bloquean la invasion

de los hepatocitos. Una vez que los esporozoitos han entrado al hepatocito, la
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eliminacion del parasito requiere principalmente de los linfocitos T CD8* (citotoxicos,
expresan en su superficie el correceptor dimerico CD8) [29], de las células
citotdxicas naturales (NK), de las células T citotoxicas naturales (NKT) [20] y de las
células T gamma delta (Tyd) [10] que producen IFN-y para eliminar a los hepatocitos
infectados.

En la etapa intraeritrocitica, el parasito altera la fisiologia y procesos
bioguimicos de los eritrocitos, los cuales promueve la expresion de moléculas
parasitarias en su superficie que mas tarde afectaran la reologia del eritrocito. La
biomasa del parasito se incrementa rapidamente y activa a los mecanismos de la
inmunidad innata, incluyendo a las células Tyd y las NK [5].

Las células Tyd son la principal fuente de IFN-y, y una fuente importante de
TNF-a durante la fase temprana de la infeccién por Plasmodium [30]. La expasion
de células Tyd durante la infeccion con P. chabaudi o P. falciparum.se correlaciona
con proteccion (disminucion de la parasitemia y malaria no complicada) [30, 31]

Las células NK participan en la restriccion de la replicaciéon del parasito. La
ausencia de las células NK se ha asociado con bajos niveles séricos de IFN-y y un
incremento en los picos de parasitemia durante la infeccion por P. chabaudi [32].
Del mismo modo, diversos estudios en diferentes cepas de ratdn, en combinacion
con diferentes cepas de Plasmodium, muestran claramente que la ausencia de IFN-
Yy minimiza la capacidad de los ratones para controlar y eliminar al Plasmodium, lo
que finalmente resulta en la muerte del hospedero [33, 34]. Cabe destacar, que
estudios recientes demostraron que los macrofagos (M®), y no el IFN-y, juegan un
papel importante en el control de los picos tempranos en la infeccién letal con P.

yoelii 17XL [35]. No obstante, el IFN-y secretado por células T CD4* juega un papel
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fundamental en la inmunidad protectora contra cepas no letales de Plasmodium [36].
Al contrario, durante la infeccion con la cepa letal P. berghei ANKA las
concentraciones altas de IFN-y y TNF-a tienen un efecto patogénico [25].

Los monocitos y los M@ son importantes en la eliminacion de eritrocitos
infectados, ya que los fagocitan en ausencia de anticuerpos citoliticos especificos
para el parasito o bien porque los anticuerpos favorecen la opsonizacion. Asimismo,
por el estimulo con IFN-y, los M@ funcionan como células efectoras que producen
moléculas contra el parasito como el 6xido nitrico [29, 35]. No obstante, los M@
también se han relacionado con resultados clinicos adversos [37].

Las células dendriticas (DC) fagocitan eritrocitos parasitados y se activan in
vivo en el bazo, procesan y presentan los péptidos de las proteinas del parasito en
un contexto de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase I
(MHC-II) [20]; concomitantemente, los antigenos estimulan el incremento en la
expresion de moléculas coestimuladoras en las DC lo que induce la produccién de
citocinas proinflamatorias [20].

La internalizacion de los eritrocitos parasitados por las DC involucra el
reconocimiento a través de receptores como TLR4, TLR9 y la participacién de la
proteina adaptadora MyD88 y en consecuencia la sefializacion via NF-kappa B [38],
gue da como resultado la s de citosinas proinflamatorias, que contribuyen a la
polarizacion de la respuesta de las células T CD4*. No obstante, las DC pueden
jugar un papel importante en la patogenia, debido a una subdptima respuesta
inmune contra Plasmodium. Se sabe que Plasmodium modula la respuesta de las

células presentadoras de antigeno como M@ y DC [39], suprimiendo su respuesta.
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Este efecto se ha asociado con la inhibicion de la respuesta a los ligandos para
TLR2, TLR5, TLR7 y TLR9 en las DC [40]. Asimismo, el reconocimiento a traves de
TLR9/MyD88, de un pigmento del parasito (hemozoina), activa a las DC a traves de
TLR9/MyD88 y también induce la activacion de los Mg via ERK1/2, NF-kB [41, 42].
La respuesta a la activacién por hemozoina da como resultado la sintesis de TNF-
a e IL-12p40. Se ha sugerido que la funcién de las DC se afecta por la
sobreproduccién de TNF-a [23], en el dafio a la actividad de las DC esté involucrado
un factor de virulencia presente en ciertas cepas de Plasmodium, cuando las DC
de ratones infectados con una cepa “no letal” son transfieridas a ratones infectados
con una cepa “letal” de Plasmodium, estos ratones quedan protegidos [43].

Las células T CD8* tienen un papel importante en la eliminacién de los
parasitos en el higado y en la etapa eritrocitica en los ratones C57BL/6 infectados
con Py 17XL; las células T CD8* activan a los M@ por medio de la liberacién de IFN-
y. Estos Mg pueden, potencialmente fagocitar eritrocitos infectados. Si el parasito
no fuera completamente eliminado por este mecanismo, las células T CD8* podrian
provocar la apoptosis via el sistema Perforina-granzima B en los Mg infectados,
para eliminar completamente al parasito, ademas de reclutar a M@ nuevos [29].

Las células T CD4* actian como células colaboradoras para la diferenciacion
de células B y la produccion de anticuerpos. Ademas, el IFN-y secretado por las
células TCD4* activa las respuestas mediadas por los M@ [44] y a las células T
CD8+ especificas contra el parasito. De este modo, las células T CD4*, junto con
las células B, son importantes para desarrollar un eficiente control y eliminacion de

los eritrocitos y hepatocitos parasitados [45, 46]. Las células T CD4* activadas en la
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infeccion por Plasmodium pueden sufrir una interconversion entre los subconjuntos
de células definidas como Th1/Th2 en funcién de la dosis de antigeno, la célula
presentadora de antigeno, la ubicacion y el entorno de citocinas/quimiocina. De
hecho, existen células T multifuncionales, como las células Thl que bajo ciertas
condiciones secretan conjuntamente IFN-y e IL-10 [47].

Las células B desempefian un papel importante al producir anticuerpos
especificos contra los merozoitos, que los opsonizan o inhiben la invasion de los
eritrocitos por los parasitos [48]. Ademas, los anticuerpos contra los eritrocitos
parasitados, promueven su fagocitosis o bien bloquean su adhesiéon al endotelio
vascular y los anticuerpos anti-glicosilfosfatidinositol (GPI) neutralizan las toxinas
del parasito [10]. La eliminacién del parasito después del pico de la parasitemia
requiere la participacion de los anticuerpos. Los ratones knockout para células B
(ULMT) o sin células B, por tratamiento con anticuerpos anti-yu, son incapaces de
eliminar la infeccion con P. chabaudi [49, 50]. Estos ratones presentan parasitemia
crénica recurrente que no pueden eliminar. Sin embargo, la transferencia adoptiva
de células B reduce la parasitemia [46].

Los anticuerpos principales involucrados en la eliminacién del parasito son las
subclases de IgG del tipo citofilico (IgG1y IgG3) [46, 51]. Los altos niveles de estos
anticuerpos en areas endémicas se han asociado con una menor densidad de
Plasmodium y con un menor riesgo de sintomas clinicos por malaria [52, 53]. Por
otro lado, las concentraciones elevadas de anticuerpos del tipo no citofilico 1IgG2 e
IgG4, se asocian con una bajo riesgo de infeccion o un aumento de los sintomas
clinicos, respectivamente [54, 55]. Por otra parte, los anticuerpos tipo IgM

complementan la respuesta humoral antimalaria mediada por 1gG [56] ya que limitan
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la replicacidon del parasito y se une a los eritrocitos parasitados [57], bloquean la
invasion de los merozoitos a los eritrocitos. Ademas, contribuyen significativamente
a la reduccion del riesgo de malaria clinica y restringen la inflamacion generada por
TNF-a [58]. Por otra parte, las concentraciones altas de IgE correlacionan con
proteccién contra malaria severa [59, 60].

Las células T reguladoras CD4*CD25*Foxp3* (Treg) son importantes para el
control del proceso inflamatorio en la malaria. No obstante, los ratones infectados
con las cepas letales Py XL17 y P. berghei muestran un incremento en el nUmero
de células Treg y niveles mas altos de IL-10 y TGF-B, durante la fase aguda de la
infeccion [61-63]. En los ratones infectados con la cepa no letal Py 17XNL, la
presencia de IL-10 y TGF-B solo se detecta durante la fase crénica de la infeccion
[63]. De manera interesante, la neutralizacion con anticuerpos anti-TGF-§ y anti-IL-
10 disminuyen la parasitemia y prolongan la sobrevida de los ratones infectados con
la cepa letal Py 17XL [63]. Cabe destacar que, la principal fuente de IL-10 en la
infeccion letal por P. yoelii son las células Treg [64]. Finalmente, la ablacién de las
célulass Treg en ratones DEREG-BALBI/c infectados con la cepa no letal Py 17XL
incrementa significativamente la activacion de las células T y disminuye la
parasitemia [65]. En los humanos, la produccion de TGF-B y la presencia de las
células Treg se ha asociado con parasitemias elevadas, lo que sugiere que la
induccion de las células Treg podrian representar un factor especifico de virulencia

del parasito [66].
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Figura 5. Diagrama que ilustra el posible mecanismo de la respuesta inmune en raton durante la
infeccion con Plasmodium. En la etapa eritrocitica, la infecciébn aguda o primaria se caracteriza por
una rapida y marcada respuesta proinflamatoria, con produccion de IL-12, TNF-a e IFN-y. Ademas,
el éxido nitrico producido por los M@ participa en el control de la parasitemia (1). IFN-y activa la
respuesta mediada por M@, en particular la fagocitosis y la eliminacién de eritrocitos parasitados (2).
Las células T CD4*, en colaboracion con las células B, son importantes para el desarrollo de una
eficiente respuesta protectora (3). Después de la infeccién primaria, la respuesta inmune tipo Thl se
regula negativamente por un incremento de la respuesta inmune tipo Th2 (4). En la infeccién cronica,
después de alcanzar el pico de parasitemia, las células T CD4* cambian de un perfil de citocinas Thl
a Th2 (5), este perfil inmune promueve la produccién de anticuerpos por las células B (6). Los
anticuerpos inhiben la invasion del paréasito al eritrocito, opsonizan o bloguean la adhesién de los
eritrocitos parasitados al endotelio vascular (7,8). Después de la fase aguda, ocurre el cambio de las
subclases no citofilicas (IgM e IgG2a) (7) a las subclases citofilicas (IgG1 e igG3) (8) que participan
en la eliminacion del parasito, y la correlacion de IgE con la proteccién contra la malaria severa (9).

Figura tomada y modificada de Langhorne et al. 2004 y Stevenson & Urban, 2006.
1.8. Plasmodium yoelii 17XL

Plasmodium yoelii 17XL es una cepa letal, clonada a partir de la cepa no letal
Py 17NXL, aislada de la sangre de un raton silvetre (Thamnomys rutilans). La cepa
Py 17XL no representa un riesgo para el ser humano, debido a que es especifica.
Es altamente virulenta y letal en la mayoria de las cepas de raton. La infeccién con

Py 17XL en el modelo murino, es util para la investigacion de la malaria severa
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causada por P. falciparum en humanos. Los ratones BALB/c infectados con la cepa
letal Py 17XL presentan hiperparasitemia, caquexia, esplenomegalia, anemia
severa y muerte entre los dias 7 a 11 post infeccion [67]. Durante la infeccién aguda
hay una activacion transitoria de los Mg con sintesis discreta de IL-6, TNF-a e IFN-
Y, supresion en la produccion IL-4 e IL-12, y un incremento en la concentracion
sérica de IL-10 comparado con la infeccion con la cepa no letal Py 17NXL [68, 69].
Numerosos estudios han descrito que la infeccion inicial con Py 17XL no solo
promueve la produccion del factor de crecimiento tranformante beta (TGF-f3), si no
que tambien incrementa el nimero de las células Treg productoras de IL-10 en el
bazo, lo que disminuye la respuesta protectora contra la Py 17XL [63, 70]. De
manera interesante, esta respuesta también se asocia con el incremento en la tasa
de replicacion de P. falciparum [66].
1.9. Helmintos

Los helmintos son gusanos multicelulares, algunos de los cuales se han
adaptado exitosamente a la vida parasitaria. Al infectar animales domésticos y al
hombre son médica y econémicamente relevantes. Se clasifican en tres grupos
taxonomicos: los neméatodos (e.g., Ascaris lumbricoides), los treméatodos (e.qg.,
Schistosoma mansoni) y céstodos (e.g., Taenia solium). Los helmintos son
extremadamente diversos bioldgicamente en términos de tamafio, ciclo de vida y
enfermedades que causan. A pesar de su complejidad, todos ellos tienen una
caracteristica en comun, la habilidad de causar infecciones cronicas Yy
asintomaticas, lo que indudablemente refleja su capacidad de modular y suprimir la
respuesta inmune del hospedero, y asi promover su supervivencia [71]. Las

infecciones por helmintos son muy comunes. Estan entre los agentes infecciosos
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mas ampliamente distribuidos en las poblaciones humanas, especialmente en
paises en vias de desarrollo; afectando a mas de una tercera parte de la poblacion

mundial y se considera que méas de 20 especies infectan a los humanos (Tabla 4)

[72].
Tipo de helminto Helminto Numero estimado de personas
infectadas
Ascaris lumbricoides 1450 millones
Trichuris trichiura 1050 millones
Ancylostoma duodenale 740 millones
Trichinella spiralis 600 millones
Nematodos Necator americanus 576 millones
Brugia malayi 157 millones
Wuchereria bancrofti 120 millones
Strongyloides stercoralis 100 millones
Onchocerca volvulus 37 millones
Loa loa 13 millones
Trematodos Schistosoma spp. 207 millones
Fasciola hepatica 17 millones
Céstodos Hymenolepis nana 75 millones
Echinococcus spp. 3.6 millones
Taenia spp. 0.4 millones

Tabla 4. Prevalencia de helmintos en el mundo. Estas son estimaciones del nimero de personas
con infecciones activas. El nUmero de personas potencialmente expuestas o con infecciones por

helmintos subclinicas es mucho mayor. Tabla tomada de Salazar et. al. 2014.

1.10. Respuestainmune a helmintos

Las infecciones por helmintos en mamiferos generalmente resultan en una
polarizacion de la respuesta inmune hacia un perfil tipo Th2 a nivel sistémico y de
mucosas, que se caracterizan por el aumento en la concentracién de las citocinas
IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13, de IgE, el reclutamiento y activacién de eosinofilos,
basdfilos, mastocitos, de la proliferacion de células Treg, de la activacién alternativa
de macrofagos (AAMe) y de la presencia de células linfoides innatas tipo 2 (ILC2s)

[73-75].
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A pesar de esta fuerte respuesta Th2, la sobrevida prologada de los helmintos
dentro del hospedero, al aparecer inmunocompetente, se facilita por la induccion de
mecanismos inmunoreguladores ejercidos por el parasito [76, 77]. Estos
mecanismos incluyen la capacidad de inducir respuestas reguladoras, mediadas por
las células Treg, que expresan moléculas que inhiben la respuesta inmune, como la
proteina GITR (glucocorticoid-induced TNF-R-related protein) y el CTLA-4
(Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) [78-81]. Las células Treg secretan citocinas IL-
10 y TGF-B con actividad supresora [82]. Las células B reguladoras (Bregs)
participan en la inhibicion de la respuesta proinflamatoria mediante la sintesis de IL-
10 [83]. Los helmintos tambien promueven la diferenciacion de Mg con propiedades
antiinflamatorias, llamados AAM¢o [84, 85], asi como de las DC reguladoras
(DCregs), que se caracterizan por la sintesis de las citocinas reguladoras IL-10 y
TGF-B [86, 87]. Esta respuesta antiinflamatoria y/o reguladora puede ser
potencialmente perjudicial para el hospedero, si esta interfiere con el desarrollo de
una respuesta inmune protectora contra otras infecciones que requieren de una

respuesta proinflamatoria.

1.11. Efecto de los helmintos en la respuesta inmune hacia vacunas y

enfermedades inflamatorias

Las infecciones con helmintos inducen una baja respuesta linfoproliferativa no
solo hacia los antigenos del parasito si no también a otros antigenos. Varios
estudios han examinado el efecto de los helmintos en la respuesta inmune hacia
otros antigenos no relacionados. En particular, se ha demostrado que la respuesta

a una vacuna se puede modificar por la presencia de una infeccion concomitante
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por helminto. Por ejemplo, la infeccion cronica con Onchocerca [88] o Schistosoma
[89] reduce la eficacia de la vacuna contra el tétanos. Del mismo modo, la infeccion
cronica por Onchocerca afecta la eficacia de la vacuna BCG (Bacillus Calmette-
Guérin) y de la Rubeola [90]. Asimismo, Ascaris lumbricoides reduce la respuesta
protectora de la vacuna oral contra el cllera, cuya efectividad se restaura con
albedazol. [91]. Sin embargo, también ha sido sugerido que las infecciones con los
helmintos son benéficas en el control de reacciones inflamatorias excesivas, tales
como la enfermedad de Crohn [92] y la colitis ulcerativa [93], asi como en

enfermedades autoinmunes, como la encefalomielitis [94, 95] y la artritis [96].

1.12. Taeniacrassiceps

Taenia crassiceps (T. crassiceps) es un céstodo que, cuando es adulto vive
en el lumen del intestino de algunas especies de carnivoros (i.e. zorros) (Fig. 6) asi
como en el tejido conectivo subcutaneo, pleural y en la cavidad peritoneal de
roedores (i. e. ratones); en éstos se encuentra la etapa de metacéstodo (cisticercos)
[97]. En los ratones de laboratorio, T. crassiceps ocasiona infecciones cronicas; el
metacéstodo se multiplica en la cavidad peritoneal por reproduccion asexual de
manera aparentemente incontrolada y puede permanecer en su hospedero por
largos periodos con un dafio minimo. En particular, el ratdbn BALB/c es sumamente

susceptible a esta infeccion [98, 99].
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1.13. Ciclo de vida de Taenia crassiceps

Los zorros y los perros, entre otros carnivoros, portan el gusano adulto en el
intestino delgado. Los huevos infectivos se liberan en el excremento y cuando los
roedores salvajes los ingieren, la oncésfera atraviesa el epitelio intestinal y llega a
los tejidos donde se diferencia a la etapa larval o cisticerco. En el hospedero
definitivo (carnivoro) los gusanos planos crecen en el duodeno y liberaran huevos
infectivos (Fig. 6). Morfolégicamente la ultraestructura del estadio larval y el gusano
plano de T. crassiceps no difiere significativamente del descrito para otros taénidos

(Fig. 7)[97].

Figura 6. Ciclo de vida de T. crassiceps: A) hospedero definitivo (carnivoro); B) gusano adulto en el
intestino del hospedero; C) huevos liberados en las heces; D) ingestion de huevos por el hospedero
intermediario (roedores); E) crecimiento de la larva en el hospedero intermediario y cuando el

carnivoro lo ingiere (hospedero definitivo) los gusanos planos crecen en el duodeno.
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Fig. 7. Fotografia del Adulto de T. crassiceps: (A) Escélex donde se observan las ventosas y ganchos,
(B) Proglotido inmadural, (C) Proglotido maduro. Imagen tomada de Kaethe Willms y Rimma
Zurabian 2009.

1.14. Respuestainmune a Taenia crassiceps

Los ratones con fondo genético BALB/c y H-2d desarrollan una gran carga de
metacéstodos de T. crassiceps cepa ORF [100], mientras que en los ratones
C57BL/6 se restringe la carga parasitaria [101]. Igualmente, se han observado
diferencias en la actividad de los M@: los M@ de los ratones BALB/c infectados con
T. crassiceps suprimen su actividad, al contrario de los M@ de ratones C57BL/6
infectados con T. crassiceps [102].

En la infeccion experimental por T. crassiceps la respuesta inmune en ratones
BALB/c es inicialmente del tipo Th1l pero se polariza hacia el tipo Th2 a partir de la
cuarta semana post infeccion. La resistencia a este parasito se ha asociado con una
respuesta temprana del tipo Thl, mientras que una respuesta tipo Th2 (sintesis de
las citocinas IL-4, IL-10 e IL-13) se ha asociado con un aumento en la carga del
parasito [103]. De manera interesante, los factores de transcripcion STAT-4y STAT-

6 participan en la modulacion de la respuesta inmune en los ratones infectados con
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T. crassiceps. Los ratones deficientes en la funcionalidad del gen (STAT6-/-)
controlaron la infeccion con T.crassiceps. Esta resistencia se asocié con una
respuesta Thl sostenida y una deficiente respuesta Th2 mediada por IL-4/IL-13
[104]. Esto se confirm6 en ratones STAT-4 (-/-), los cuales resultaron altamente
susceptibles a la infeccion debido a una deficiencia de la respuesta tipo Thl lo que
permitié concluir que la respuesta tipo Thl. Por lo anterior, la respuesta tipo Thl es
critica para el desarrollo de una inmunidad protectora que restringe la replicacion de
T. crassiceps [105].

Estudios in vitro demostraron que los antigenos excretados/secretados por
T. crassiceps (TcES) interfieren con la fosforilacion de STAT-1 en respuesta a IFN-
Y, porque la infeccién afecta la via de sefializacion intracelular que bloquea la
respuesta a las citocinas proinflamatorias como el IFN-y [106]. Al parecer, la
presencia de una gran carga parasitaria en los ratones BALB/c esta asociada con
una respuesta inmune tipo Th2 con concentraciones altas de las citocinas IL-4 e IL-
13y, y modificacién de la actividad de las DC debido a la exposicion a TcES. En el
sitio de infecciébn hay un nimero elevado de AAMg@. Estos AAM¢ expresaron los
genes arginasa-1, ym-1, RELM-a, Chil3 y trem-2, y son deficientes en manifestar
una respuesta proinflamatoria deficiente [102]. Ademas, los AAM¢s también
expresan moléculas de superficie como MR (receptor de manosa), MGL1
(macrophage galactose-type lectin-1), y las moleculas supresoras PD-L1 y PD-L2

[107]
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Figura 8. Polarizacion de la respuesta inmune en ratones BALB/c infectados con T. crassiceps.

1.15. Coinfecciones parasitarias

Como parte de las actividades académicas durante mi formacion de doctorado,
realicé una revision enfocada a establecer el conocimiento previo de la influencia de
los parasitos helmintos sobre la respuesta inmune en la infeccion por Plasmodium.
Se publicé en una revista indexada en el ICR, “Helminth parasites alter protection
against Plasmodium infection”. Biomed Res Int.;; 2014:913696. doi:
10.1155/2014/913696. ISSN: 2314-6133 (Print). ISSN: 2314-6141 (Online). Impact
Factor: 2.476/Q 2. (APENDICE 1). A continuacion abrevio el contenido de esta
revision.

Las infecciones parasitarias estan ampliamente distribuidas en los tropicos y
subtrépicos. Estudios epidemioldgicos han demostrado recientemente que la
coinfeccién con multiples especies de parasitos es la normay no la excepcion. Esto
ocasiona una mayor intensidad en la infeccién de lo que se esperaria bajo los

supuestos de infecciones independientes [108], de este modo, la coinfeccion puede
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tener un mayor impacto en la morbilidad que la generada por la infeccion de una
sola especie [109, 110].

La helmiantiosis se caracteriza por una infeccién de larga duracién con una o,
mas de una de las especies de helmintos, lo que es frecuente. Este fendbmeno,
conocido como poliparasitismo o infeccion concomitante y es el resultado de
interacciones ecolbgicas y ambientales. Las rutas de infeccion, la exposicion y
susceptibilidad del hospedero, asi como factores de comportamiento, sociolégicos
y econdmicos permiten la coexistencia de mudltiples sistemas de interaccion
parasito-hospedero [111]. En este contexto, los individuos que viven en las regiones
de malaria endémica frecuentemente estan infectados con otros patégenos,
tipicamente asociados a situacion de pobreza. Actualmente, se estima que
aproximadamente un tercio de los casi tres mil millones de personas que viven con
menos de dos dolares por dia estan infectados con uno o més helmintos [112].
Asimismo, las infecciones con los helmintos son prevalentes en paises en
desarrollo, donde el parasito de la malaria es la principal causa de morbilidad [113].
En consecuencia, la coinfeccion con ambos parasitos, helmintos y Plasmodium
ocurren con frecuencia [114].

Las interacciones entre dos parasitos pueden ser antagonicas, al menos para
alguno de ellos, como resultado de la escasez de recursos, o bien puede darse una
respuesta inmune cruzada. Pero también pueden ser benéficas para uno o ambos
parasitos, como resultado de una inmunosupresion o regulacion negativa de todo o
parte del sistema inmune por uno o ambos parasitos [115]. Asi, la coinfeccion con
diferentes patogenos puede provocar a distintas escalas antagonismo o

interacciones sinérgicas [116, 117]. A nivel inmunologico, el tipo de respuesta
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inmune esta determinado por el tipo de parasito infectante. Los parasitos promueven
la polarizacién de la respuesta inmunol6gica hacia un perfil de tipo Thl, Th2, Th17
o Treg. Dado que la polarizacion de la respuesta inmunoldgica a menudo suele tener
un contra balance en el eje de Th1/Th2 o Th17/Treg, se postula que la infeccion con
un pardsito que induzca una clara polarizacidon afectaria la respuesta inmune a un
nuevo parasito coinfectante y, por lo tanto, puede tener consecuencias importantes
en términos de susceptibilidad.

La respuesta protectora contra algunos agentes infecciosos, principalmente
parasitos intracelulares, es mediada por células Thl productoras de IFN-y e IL-2
[118]; pero no por células Th2, productoras de IL-4, IL-5 e IL-10 [119]. En contraste,
una respuesta Th2 puede proteger contra algunos parasitos extracelulares (e.g.
Trichuris muris) [120]. La mayor parte de las infecciones por helmintos inducen
fuertes respuestas de tipo de Th2/ regulador [121].

La coinfeccién puede alterar la transmision, la susceptibilidad, la progresion o
el resultado clinico y por ende el control de multiples enfermedades infecciosas,
como la malaria [72]. A pesar de que se estima que la prevalencia de las
coinfecciones supera la sexta parte de la poblacion mundial y con frecuencia
involucra enfermedades infecciosas de importancia mundial [111], hasta hace poco,
la mayoria de las investigaciones sobre enfermedades infecciosas se centraban en

sistemas de un solo patégeno en un hospedero.
2. JUSTIFICACION

La malaria es una de las enfermedades infecciosas humanas mas

devastadoras y complejas en la interaccion huésped-parasito. EI multiparasitismo
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del hospedero en las zonas de transmision de la malaria es un hecho conocido
desde hace décadas, aunque hay pocos estudios al respecto y sus implicaciones

econOmicas y de salud publica aun son desconocidas.

El multiparasitismos es la regla en las poblaciones que viven en paises
tropicales y subtropicales. En particular, las infecciones por helmintos y Plasmodium
spp coexisten en regiones endémicas de malaria, donde esta enfermedad es la
principal causa de morbilidad y mortalidad [113]. Si bien, las co-infecciones
helminto-Plasmodium son muy frecuentes [72, 114], no se consideran cuando se
discute la la respuesta inmunoldgica a la malaria. Del mismo modo, se desconoce
la influencia de los helmintos en la duracion de los episodios de malaria en
humanos. Por lo tanto, las implicaciones de esta coexistencia en la respuesta

inmune y la patologia del hospedero no han sido claramente establecidas.

Estas interacciones podrian tener implicaciones potenciales en la capacidad
fisiologica tanto para el hospedero (morbilidad y/o mortalidad) como para el parasito
(transmision). Varios estudios han demostrado que la capacidad de un parasito para
establecer con éxito una infeccion dependera de la respuesta inmune en el
hospedero expuesto [122, 123]. Cuando ingresar al hospedero, el paréasito
experimentara un "ambiente inmunoldgico”" potencialmente determinado por las
infecciones previas o actuales [123-126]. La interaccion que implica la respuesta
inmunoldgica presente en infecciones entre protozoos unicelulares y helmintos
multicelulares es compleja. Especificamente, esto se debe a que Plasmodium y los
helmintos ocupan diferentes nichos en el hospedero y provocan diferentes tipos de
respuesta inmune.
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Los helmintos no solo son capaces de suprimir la respuesta inflamatoria
mediante la induccién de células tipo Th2 sino que también por la induccion y
activacion de vias reguladoras caracterizadas por la hipo reactividad de las células
T y la produccion de citocinas antiinflamatorias [77, 127, 128], lo cual en conjunto
favorecen un ambiente Th2/regulador. Asi, la polarizaciébn hacia una respuesta
inmune tipo Th2 podria afectar la respuesta Thl protectora contra otros agentes
infecciosos, como los protozoos intracelulares Leshmania [126, 129] vy
Trypanosoma cruzi [125]. Por lo tanto, es probable que la respuesta Th2 tipica de
hospederos infectados por los helmintos pudiera afectar la susceptibilidad a una
infeccion posterior por un parasito intracelular no relacionado, como Plasmodium.

A pesar de que algunos estudios de coinfeccion sugieren que la respuesta
inmunologica mostrada por los helmintos afecta el resultado de la infeccién por
Plasmodium, los resultados de esta interaccion son aun controversiales. Algunos
estudios en humanos y animales han demostrado que las infecciones por helmintos
reducen la gravedad de la infeccion por Plasmodium [130-137], mientras que otros
resultados sugieren que se incrementa la severidad de la infeccion por Plasmodium
[138-145]. Las explicaciones a estos hallazgos opuestos pudieran incluir no haber
considerado las caracteristicas criticas de la biologia del parasito helminto, como el
nicho biolégico o el estadio del parasito dentro del hospedero, ni el tiempo previo de
infeccion con el helminto; otra variable que pudiera influir en esta diferencia, es el
perfil inmune que presenta el hospedero en el momento de adquirir la coinfeccion
con Plasmodium. Si bien el perfil Th2 esta presente en las infecciones con
helmintos, en algunos casos la respuesta Thl predomina sobre la respuesta Th2,

dependiendo del tiempo de infeccion [146-148]. De este modo, el tiempo de
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infeccion previo con un helminto (perfil inmunol6gico Thl o Th2) podria modificar el
curso y la patologia de la infeccion con Plasmodium. Pero de qué manera influye,
no esta claramente establecido.

En este trabajo, se estudiamos el curso de la coinfeccion de Py 17XL en
ratones BALB/c previamente infectados con T. crassiceps por dos u ocho semanas.
Estudiamos como los cambios en el ambiente inmunoldgico generado por la primera
infeccion (T. crassiceps), afecta la replicacion del parasito Py 17XL, la
susceptibilidad o el resultado clinico y la sobrevida de los ratones coinfectados. Los
resultados obtenidos en este proyecto aportan conocimiento nuevo sobre los
procesos inmunologicos asociados a la interaccién helminto-Plasmodium en el
hospedero murino; lo que tiene relevancia para futuras estrategias de salud publica

(como los cuadros de vacunacion y desparasitacion).

3. HIPOTESIS

El perfil inmune tipo Thl causado por la infeccién aguda o tipo Th2 causado
por la infeccion cronica con Taenia crassiceps, modifica la respuesta inmune y el

curso de la infeccion por P. yoelii 17XL.

4. OBJETIVOS

4.1. GENERAL

Determinar la influencia de la infeccién aguda y crénica de T. crassiceps en el

curso de la infeccién con Py 17XL en un modelo murino.
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4.2. PARTICULARES

1. Determinar la resistencia o susceptibilidad de los ratones infectados con
Py 17XL durante la co-infeccién aguda y crénica con T. crassiceps.

2. Evaluar la produccién de citocinas IL-1p, IL-4, IL-10, IL-12, TNF-a e IFN-y al
dia 7 post coinfeccion, en suero de ratones coinfectados (2 u 8 semanas con
T. crassiceps + Py 17XL )

3. Determinar el perfil de citocinas en sobrenadantes de cultivos de macrofagos
en el dia 7 posterior a la coinfeccion, estimulados con antigeno de Py 17XL;

4. Evaluar la produccion de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias de
sobrenadante de cultivo de linfocitos de ratones, en el dia 7 posterior a la

coinfeccion.

5. MATERIALES Y METODOS

Material biol6gico de referencia
5.1. Animales
5.1.1. Ratones

Se utilizaron ratones hembras de seis y ocho semanas de edad, con un fondo
genético BALB/cAnN adquiridos en el laboratorio Harlan (Envigo, México) y
mantenidos en reproduccion bajo condiciones estandares en un ambiente libre de
patogenos en el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala (FES)-

Iztacala, Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM), México.
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5.1.2. Declaracion de Etica

Este estudio fue aprobado y llevado a cabo estrictamente de acuerdo con los
lineamientos para el cuidado y uso de animales de laboratorio adoptadas por los
Institutos Nacionales de Salud de EE. UU. y el reglamento mexicano de cuidado y
mantenimiento animal (NOM-062-Z00-1999, 2001) y aprobado por el Comité de
Etica en FES-Iztacala, UNAM (CE/FESI/ 032017/1154). La eutanasia se realiz6
mediante la inhalacién en exceso de CO2 / Oz y se realiz6 todo esfuerzo para

minimizar el sufrimiento.

5.2. Parasitos, infeccion y coinfeccién
5.2.1. T. crassiceps.

Los metacéstodos de T. crassiceps (cepa ORF) se extrajeron en condiciones
estériles de la cavidad peritoneal de ratones BALB/cCAnNN hembras después de ocho
semanas de infeccién. Los parasitos se lavaron cuatro veces con solucion salina
estéril (PBS; 0.15 M, pH 7.2). Para la infeccién experimental se seleccionaron los
metacéstodos de acuerdo a su estadio (2mm de didmetro, sin gemas) y se
inocularon via intraperitoneal (i.p.), en una dosis de diez metacéstodos de T.
crassiceps suspendidos en 0,3 ml de PBS por ratén. Posterior a la infeccion, se
determinaron los cambios en la respuesta inmune y la carga parasitaria generada
por la infeccion con T. crassiceps: los ratones no infectados (sanos) y los ratones
infectados con T. crassiceps, se sometieron a eutanasia mediante una atmaosfera
con exceso de CO2/02,a las 0, 2 y 8 semanas post-infeccién con T. crassiceps, las
muestras de sangre se colectaron mediante puncién cardiaca y se centrifugaron

para la obtencién de suero. Las muestras de suero se almacenaron a -80 °C hasta
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que se usaron para la cuantificacion de citocinas. Los metacéstodos de la cavidad
peritoneal se contaron en cada raton.
5.2.2. Plasmodium yoelii 17XL (Py 17XL)

Py 17XL fue amablemente donado por el Dr. W. Jarra del Instituto Nacional de
Investigacion Médica, Mill Hill, Londres, Inglaterra a la Dra. Martha Legorreta
Herrera, quien cedi6 los parasitos para la realizacion del trabajo experimental. Estos
parasitos se han criopreservado en nitrégeno liquido. Se utilizaron ratones hembras
BALB/c para la infeccion solo con Py 17XL y la coinfeccién Py 17XL / Tc (después
de dos u ocho semanas postinfeccion con T. crassiceps). Los ratones coinfectados
se infectaron previamente via intraperitoneal con diez metacéstodos de T.
crassiceps; como vehiculo se utilizé PBS. Después de dos y ocho semanas post
infeccion con T. crassiceps los ratones se co-infectaron, como controles se
infectaron ratones solo con Py 17XL por inyeccién intravenosa (i.v.) con 1X103
eritrocitos parasitados en 0.1mL. de PBS. Los grupos experimentales (seis ratones
por cada grupo) se dividieron en: |) ratones coinfectados con Py 17XL a las 2
semanas posteriores a la infeccion por T. crassiceps (Tc2+Py), IlI) ratones
coinfectados con Py 17XL a las 8 semanas posteriores a la infeccion por T.
crassiceps (Tc8+Py), lll) ratones no infectados, 1V) ratones infectados solo con Py
17XL, y V) infectados solo con T. crassiceps de 2 u 8 semanas (Tc2 u Tc8,
respectivamente) (Fig. 10).

5.3. Severidad de la infeccion.

La severidad de la infeccidbn por Py 17XL se cuantific6 en términos de

parasitemia, sobrevida, pérdida de masa corporal (caquexia) y pérdida de la

concentracion de hemoglobina (utilizada como indicador de anemia).
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5.4. Cinética de la parasitemia.

Después de la infeccion, se corté un mm de cola de los ratones coinfectados
y se tomd una muestra de sangre diariamente postinfeccion. Se coloco una gota de
sangre sobre un portaobjetos, y se extendié formando una capa delgada de células.
Cada frotis se fijo con metanol absoluto y se tifid con el colorante Giemsa (1:10)
durante 30 min. La muestra se lavo a chorro de agua y se dejé secar, la parasitemia
se evalud con el microscopio Optico Zeiss Standard 20 con el objetivo de 100X (Carl
Zeiss Ltd., Welwyn Garden City). La parasitemia (al menos 0.5%) se determiné al
contar el nimero de eritrocitos parasitados presentes en un total de 200 eritrocitos
(porcentaje de glébulos rojos parasitados). En los niveles méas bajos de parasitemia,
se evalué contando el niUmero de eritrocitos parasitados presentes en 50 campos.
El curso de la infeccion en cada grupo se presenté como la media geométrica del
porcentaje de parasitemia.
5.5. Sobrevida y peso de los ratones infectados

La sobrevida de los ratones infectados y coinfectados se determindé mediante
monitoreo visual diariamente durante los dias posteriores a la infeccion con Py
17XL, se registré el deceso y se graficod (grafico de sobrevida, GraphPath Prisma
7). Se documento la pérdida de peso corporal utilizando una balanza electrénica

(serie Citizen CX, Mumbai, India).

5.6. Cuantificacion de la concentracion de hemoglobina

La concentracion de hemoglobina (Hb) se midi6 mediante espectrofotometria.
Brevemente, cada dia fueron tomados 2 ul de sangre de cada ratdn infectado y
coinfectado por corte de un mm de la cola. La sangre se adicion6 a un tubo
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Eppendorf que contenia 498 pl de reactivo de Drabkin (bicarbonato de sodio,
ferricianuro de potasio y cianuro de potasio; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.).
Posteriormente, se adicionaron 100 ul de ésta dilucién en una placa de 96 pozos,
la cual se analiz6 con un espectrofotdmetro de microplacas Epoch (Biotek, Winooski
USA) a 540 nm. Se calcularon los datos de la absorbancia y la concentracion de Hb

usando una curva estandar de Hb comercial.

5.7. Indice esplénico

En el dia 7 post infeccion con Py 17XL, se sacrifico a los ratones infectados y
coinfectados, cada raton se peso, se extrajo el bazo y se pesé . El indice esplénico

se calcul6 como la relacion entre el peso del bazo y el peso corporal por raton.

5.8. Obtencion de antigeno soluble de Plasmodium yoelii 17XL (PyAg)

El antigeno de Py 17XL se prepar6 de la forma descrita previamente [149].
Brevemente, los ratones infectados con Py 17XL con parasitemia entre el 20-30%
recibieron eutanasia y las muestras de sangre se extrajeron mediante puncién
cardiaca, la sangre total se concentro en tubos heparinizados que contenian PBS
50 mM, pH 7,2. Posteriormente, la sangre se pasé a través de una columna de
celulosa CF11 para eliminar los glébulos blancos. Los glébulos rojos fueron lavados
dos veces con PBS, y luego fueron centrifugados durante 15 min a 750 g. Mediante
un tratamiento con saponina al 0.06% (Merck, Alemania) en PBS, a temperatura
ambiente durante 10 min, los eritrocitos fueron lisados para liberar los parasitos.
Estos fueron lavados dos veces con PBS, centrifugados durante 15 min a 18.000 g

y los botones celulares fueron lisados en solucion de lisis (TRITON X-100 1%, 100

38



mM TRIS-HCL pH 8, 5 mM EDTA). El antigeno soluble se separo por centrifugacion
durante 30 min a 20,000xg. y fue almacenado en condiciones estériles en alicuotas
a -20 °C. La concentracién de la proteina presente en el antigeno soluble se
determind con el reactivo Bio-Rad protein assay (Bio-Rad, Richmond, CA, EE. UU.),
en el que se uso6 albumina sérica de suero como control estandar. El sobrenadante

de gldbulos rojos de ratones no infectados se prepard y se usé como control.

5.9. Obtencion de antigeno total de T. crassiceps (TcAQ)

El metacéstodo de T. crassiceps fue mantenido por pases seriados en la
cavidad peritoneal de ratones BALB/c hembras durante 6-8 semanas. Para la
preparacion del TcAg se obtuvieron los metacéstodos en condiciones de estérilidad,
se suspendieron y se lavaron exhaustivamente con PBS estéril frio. Los
metacéstodos completos se suspendieron en 10 mL de PBS, se sonicaron en hielo
en dos rondas de 3 s cada una con el homogeinizador (Polytron PT 6100
Homogenizers, Kinematica, VWR, USA). Los homogeneizados se centrifugaron a
20 000 g durante 20 min a 4 °C, y se colect6 el sobrenadante que contenia el
antigeno soluble y se congel6 a -80 °C hasta su uso. La concentracién de proteinas

se determing utilizando el reactivo de Bradford protein kit assay (Bio-Rad).

5.10. Cuantificacion de proteinas totales de antigeno de PyAg y TcAg

La determinacion de la concentracion de proteina total del Ag se realiz6 por el
método de Lowry modificado. Brevemente, se preparé una curva patron con

albumina sérica bovina (ICN, Biomedicals, Inc.) a partir de 100 pg para seguir
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diluciones al doble (en un volumen final de 1 ml). A cada muestra obtenida de la lisis
de los parasitos se le realizaron 5 diluciones diferentes en PBS: 1:800, 1:400, 1:200,
1:100 y 1:50. Se preparo la solucion A (Apéndice 3) y la solucién B (Anexo 2). Una
vez preparada la solucién A se tom6 1ml de sulfato de cobre 1l mas 1 ml de tartrato
de Na y Ky se agregd a la solucion B y se mezclaron. Se tomaron 3 ml y se
agregaron a cada tubo tanto de la curva patron como de la muestra problema.
Finalmente, a cada tubo se le adicionaron 0.4 ml del reactivo Folin Cilcateau (J.T.
Baker) diluido 1:2 en agua destilada, se agité y dejo reposar durante 30 minutos.
La absorbancia se midié en un espectrofotdmetro a 500 nm, se utiliz6 como blanco
PBS. La dilucion se leyé en un espectrofotometro (epoch) utilizando el factor 1

densidad éptica (D.O)= 40 pg.

Para la curva se utilizo la D.O. de la lectura, el promedio, la interseccion y la
pendiente obtenidos del programa Excel (Microsoft) y se aplicé la férmula de la

recta: Y = mx + b.

En donde Y = D.O., m = pendiente, x = concentracién y b = interseccion. Se
despejé x = (y-b)/m para obtener la concentracién de la dilucién de cada muestra
de Ag de T. crassiceps y de Py 17XL. De las concentraciones obtenidas de las 5

diluciones se calcul6 el promedio como la cantidad de antigeno obtenido.

40



a) 0.2
y=0.0012x+ 0.0371
R?=0.9933

0.15 —&
—
0.1 f_,,ff*
%
0.05 mrr
1]
0 20 40 60 80 100 120
& PROMEDIO D.01 D.0.2 ——Lineal (PROMEDIO)
AlbUimina D.0O.1 | D.0O.2 | Promedio | Concentracion Dilucion mg/mL
(ug/ml)e)
100 0.15 0.151 0.151 72.42 50 3621
80 0.136 | 0.139 0.138 36.58 100 3658
40 0.109 | 0.110 0.110 24.92 200 4984
20 0.088 | 0.070 0.079 12.42 400 4968
10 0.06 0.061 0.061 10.75 800 4088
Antigeno total de Taenia crassiceps 4.2 mg/mL
b) 0.18
0.16
.14 / ¥ =0.0012x+ 0.0365
/ R2=0.9955
0.12
- /
0.08 / +=—PROMEDIO
0.06 ——DO 1
0.04 ﬁ/
—_——D O2
0.02
O T T T T T 1
Q 20 A0 60 80 100 120
Albamina D.0O.1 | D.0O.2 | Promedio | Concentracion Dilucién mg/mL
(Hg/ml)
100 0.15 0.151 0.151 72.42 50 7125
80 0.109 0.11 0.109 47.91 100 23.95.8
40 0.088 | 0.070 0.079 31.25 200 3125
20 0.060 | 0.061 0.060 76.25 400 762.5
10 0.043 | 0.053 0.048 52.91 800 2645.8

AgPy 2.228 mg/mL

41



Fig. 9.- Curva patron de albumina, se graficaron las dos densidades 6pticas obtenidas y el promedio
de estas contra la concentracion de albumina. a) concentracion de AgTc y b) concentracion de AgPy

5.11. Obtencién de macréfagos de la cavidad peritoneal

Para la obtencion de los M@ de cavidad peritoneal de ratones, se utilizé el
método basico de exudado peritoneal. Este método consiste en inyectar 10 ml de
solucién salina estéril (Pisa) en la cavidad peritoneal de los animales dando un ligero
masaje a fin de remover la mayor cantidad de M¢@. Posteriormente se realizé una
pequefia incisién en la piel dejando expuesta la cavidad peritoneal para extraer los
Mo contenidos en la solucién salina. El exudado peritoneal obtenido se colocé en
tubos Falcon estériles de 15 ml y se centrifugaron a 600 x g (3500 rpm) durante 10
min. El sobrenadante se decantd y el boton se resuspendié en 1 ml de medio DMEM
suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%, 100Ul de penicilina,
estreptomicina y glutamina 100x GIBCO. Una vez que el boton se resuspendio, se
filtr6 con una malla de Nylon de 70 um, se tomaron 10 pl de la suspension, se
mezclaron con 10 pl de azul tripano (Sigma-Aldrich) y se colocaron 10 pl en la
camara de Neubauer para cuantificar los Mg vivos. Eventualmente, el nimero de
Meo fue ajustado a 1x10° células/ml y fueron sembradas en una placa de 24 pozos
fondo plano (Corning para ser estimuladas con 250 ng de LPS (Sigma-Aldrich), 25

ug de AgTc, 25 ug de AgPy o la combinacién de ambos (25 pug de cada antigeno).

5.12. Proliferacién celular

El bazo se extirpo en condiciones estériles de cada uno de los ratones
infectados y coinfectados para obtener células linfoides, se obtuvieron las células

linfoides por la tecnica de perfusion, inyectando 5 ml de solucion de Hanks fria
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(Sigma) a través del bazo. Las células obtenidas se depositaron sobre una caja Petri
(Corning). Los eritrocitos se eliminaron con un choque osmotico con NH4Cl
(SIGMA), y las células restantes se centrifugaron durante 3 min a 250 x g,
Posterioremente se lavaron tres veces con Hanks frio por centrifugacion a 520 g
durante 5 min. Se resuspendieron en 1 ml de medio RPMI suplementado con 10%
de suero fetal bovino/estreptomicina, 1% de aminoacidos esenciales. 25 mM de
buffer Hepes, y 0.5% de L--Glutamina (marca Gibco). Se tomaron 20 pl de esta
suspension celular para determinar el namero total y la viabilidad por exclusién del
colorante vital azul tripano en la cAmara de Neubauer. Las células se ajustaron a
5x10%/ml y se sembraron 100pul de cada muestra por triplicado en placas de cultivo
de 96 pozos (Costar). Posterioremente, se estimularon con 100l de una solucién
de 2 pg/ml de Con-A (Sigma) disueltos en una solucion saturada de NaCL,
esterilizada por filtracion y cuantificada por coeficiente de extincion con luz
ultravioleta a 280 nm; otras células fueron estimuladas con el PyAg (25ug/ml). Las
placas se incubaron a 37 °C en 5% de CO:zdurante 72 h. Durante las Ultimas 18 h
de cultivo las células se incubaron con 0.5uCi de timidina tritiada ((H®) TdR New
England Nuclear) en 10ul de medio RPMI suplementado. Posteriormente, las
células se cosecharon en papel de fibra de vidrio ( Whatman), y se procesaron para
determinar la incorporacion de radioactividad tanto en las células estimuladas de los
grupos infectados como en las de los grupos controles. El nivel de estimulacion se
determind mediante la formula: cuentas por minuto (CPM) de las células

estimuladas menos CPM de las células no estimuladas.
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5.13. Obtencion de esplenocitos

A los 7 dias postinfeccion, los ratones infectados y coinfectados se sacrificaron
y en condiciones asépticas, dentro de una campana de flujo laminar, se extrajo el
bazo y se depositd en una caja Petri estéril, Posteriormente, se separaron las
células del tejido y se maceraron en separadores celulares (B.D. Falcon, cell
strainer) con émbolos estériles de jeringas y fueron colectadas en tubos Falcon
estériles de 15 ml (marca Nalgen, Nunc Int). Las células se centrifugaron a 250 g
por 10 min y luego fueron incubadas en 5 ml de solucion de lisis (Apéndice 5)
durante 15 min para eliminar los eritrocitos restantes. Después de centrifugar
durante 1 min a 1500 rpm el sobrenadante se decantd. A las células libres de
eritrocitos se les agregaron 5 ml de medio D-MEM (Gibco, suplementado con D-
glucosay libre de L-Glutamina, 10 % SFB y streptomicina) para homegeneizar. Para
contar las células viables se adicionaron 10 ul de azul tripano a 10ul de la muestra.
En la cadmara de Neubahuer se colocaron 10ul con micropipeta estéril del
homogeneizado y se contaron cinco cuadrantes para obtener el nUmero de células

por mililitro, después se ajustd la suspension célulasr a 5x102 células por pozo.

5.14. Obtencién del suero.

De los ratones infectados y coinfectados con Plasmodium se obtuvo sangre en
los dias Oy 7 postinfeccion. Se utilizé una caja de madera con un foco de 60 watts
(Philips), para inducir la dilatacion 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 uL de

sangre en tubos Eppendorf. La sangre se centrifug6 durante 10 mina420gde 2 a
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3 veces. Se obtuvo el suero, que se almacend a -70°C hasta su uso para la

determinacion de citocinas.

5.15. Determinacién de los niveles de citocinas empleando la técnica de
ELISA (sandwich)

La concentracién de las citocinas IL-1p3, IL-12, TNF-a, IFN-yJJIL-4 e IL-10 en
los sueros y sobrenadantes de los esplenocitos y de los Mg de los diferentes grupos
de ratones se evalu6 por medio de la técnica de ELISA sandwich y de acuerdo a las
instrucciones de los fabricantes (Pharmingen, Peprotech y Biolegend). En todos los
casos el procedimiento fue similar, se siguieron las especificaciones del proveedor

descritas en [150]. Descripcién general y breve del procedimiento.

Sensibilizacion de la placa. El anticuerpo de captura se diluy6 a una concentraciéon
de 2pg/ml en amortiguador de fosfatos (0.1 M NaH2POa4 pH 9, J.T. Baker) para cada
una de las citocinas (purifed anti-mouse IL-1j3, IL-4, IL-10, IL-12, TFN-a y IFN-y). Se
adicionaron 100ul/pozo del anticuerpo de captura a cada placa de 96 pozos para

ELISA (Nunc Maxisorp) y se incubé toda la noche a 4 °C.

Muestras y curva. Posterior a la incubacion, la placa se lavé 4 veces con solucion
de lavado (PBS-tween-20 al 0.05%, Sigma. Se le adicionaron 100ul por pozo de
amortiguador de bloqueo (PBS-BSA 3%) se incub6 a temperatura ambiente por 2 h
y posteriormente se lavo cuatro veces con una solucion de lavado (PBS-Tween), y
se adicionaron 50 pl/pozo de cada muestra a determinar por duplicado, se utilizd
como control una curva de interleucinas recombinante murina en diluciones
seriadas 1:2 en amortiguador de bloqueo iniciando con una concentracion de

2000pg/ml (Phamingen). Cada placa se incub6 a 4°C durante toda la noche.
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Revelado. Después de la incubacion cada placa se lavé 4 veces con amortiguador
de lavado (PBS-Tween), y se sec6 por aspiracion. Se adiciond el anticuerpo de
deteccion para cada citocina marcado con biotina correspondiente a una
concentracion de 2 pg/ml en amortiguador de bloqueo (Pharmingen). La placa se
incubd a temperatura ambiente por 1 h y se lavo 5 veces con solucion de lavado.
Se adicionaron 6pl/pozo del conjugado de estreptavidina/peroxidasa (BioRad) a una
dilucién de 1:2000 en amortiguador de bloqueo y se incubé a temperatura ambiente
por 45 min. Posteriormente, se lavo cuatro veces con amortiguador de lavado y se
adiciond 100 pl/pozo de sustrato ABTS recientemente preparado (Sigma) (0.5%
ABTS en 0.1M &cido citrico anhidro, pH 4.35 con NaOH mas 1% H20: al 3%, todos
los reactivos fueron de marca Sigma). La densidad éptica se determiné entre los
primeros 30 min de iniciada la reaccion en un lector de placas de ELISA

(SpéctraMax 250, Molecular Devices) a 405nm.

5.16. Anaélisis estadistico

La normalidad se analiz6 con la prueba de Fisher-Pearson con el coeficiente
del tercer momento estandar. La homogeneidad de los datos para el calculo de la
varianza se analizé con la prueba de Levene’s. Cuando la heterogeneidad de la
varianza fue detectada, se uso ANOVA con la prueba pos Welch’s . La parasitemia,
la masa corporal y los datos de concetracion de hemoglobina analizaron con la
prueba de ANOVA para mediciones repetidas. El indice esplénico y las diferencias
en los niveles de citocinas y la proliferacion celular de esplenocitos se analizaron
mediante ANOVA vy la prueba de Fisher's LSD se utilizd para multiples

comparaciones. Los datos de sobrevida se analizd6 usando Log-rank Mantel-Cox
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test. Un valor de p<0.05 se considero como estadisticamente significativo, (a)
comparado con el grupo no infectado, (b) comparado con el grupo Tc2, (c)
comparado con el grupo Tc8, (*) comparado con el grupo infectado con Py 17XL, y
(&) comparado con el grupo coinfectado Tc2+Py para hacer los calculos se utilizd

el software SAS 9.

Dias post-infeccién

Semanas post-infeccion :
Plasmodium yoelii 17XL y co-infeccion

Taenia crassiceps
Eutanasia./ Esplenomegalia

Esplenocitos / Macréfagos/ .
Citocinas (3-6 ratones) (3-6 ratones

Eutanasia / Citocinas
humero de cisticercos

(3-6 ratones) .
. S - por grupo)
— > V) Te2

L]
Infeccién Te /

(6-12 ratones) \ 51; : > - ) Py
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Porcentaje de peso /. Parasitemia Py

Infeccidon  Concentracién de Hemoglobina :
Py 17XL
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i

> 1) Te2+Py

Fig. 10. Disefio experimental. Ratones hembras BALB/CAnN de seis a ocho semanas fueron
infectados por via i.p. con 10 metacéstodos de T. crassiceps (Tc). A las 2 (Tc2) o 8 (Tc8) semanas
postinfeccion, los ratones se coinfectaron con 1x1082 eritrocitos parasitados con Py 17XL (Tc2+Py o
Tc8+Py, respectivamente). Py 17XL, Tc2, Tc8 y ratones no infectados se utilizaron como control.
Para la cuantificacion de los cisticercos de la cavidad peritoneal y de las citocinas en suero, grupos
de ratones no infectados, ratones infectados con Tc2 y Tc8 fueron sacrificados y sangrados por
puncién cardiaca a las 2 y 8 semanas postinfeccién (3-5 ratones por grupo, dos experimentos
independientes).Se determiné la sobrevida de todos los grupos de ratones Tc2+Py, Tc8+Py, y Py
17XL (3-5 ratones por grupo, dos experimentos independientes). La concentracion de hemoglobina
y el peso corporal de los ratones se determind diariamente post infeccion con Py 17XL. Para
determinar la concentracion de citocinas en M¢ peritoneales y esplenocitos, asi como la proliferacion

celular en los grupos de ratones Tc2+Py, Tc8+Py, Py 17XL, Tc2, Tc8 y ratones no infectados, los
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cultivos se realizaron el dia 7 post infeccién con Py 17XL (tres experimentos independientes, 3-5

ratones por grupo).
6. RESULTADOS
Los resultados experimentales de este trabajo de tesis doctoral se publicaron
en una revista internacional indixada en el ICR, “Co-infection: the outcome of
Plasmodium infection differs according to the time of pre-existing helminth infection.
Parasitology Research;117(9): 2767-2784.doi.org/10.1007/s00436-018-5965-9.
ISSN: 0932-0113. Impact Factor: 2.558/Q 2. (Apéndice 2). Ademas anexamos

resultados que no fueron publicados.

A continuacion describo los resultados del articulo de investigacion (Apéndice 2).

6.1. Lainfeccion aguda con T. crassiceps induce un perfilinmune del tipo Th1,

mientras que la infeccion cronica genera un perfil inmune del tipo Th2.

Determinamos los cambios en el perfil inmunoldgico in vivo presente durante
la infeccion por T. crassiceps. Como se muestra en la tabla 6, los ratones infectados
con T. crassiceps por 2 semanas (Tc2) mostraron una polarizacién de la respuesta
inmune hacia un perfil tipo Thl, que se caracterizd por un incremento significativo
en las concentraciones de las citocinas IL-12, TNF-a e IFN-y en comparacién con
los ratones no infectados (?p <0.05) o infectados con Tc8 (°p <0.05), lo cual se
asocio a una restriccion en la replicacion del metacestodo (Tabla 5). A medida que
la infeccion progresa, los ratones infectados con T. crassiceps por 8 semanas (Tc8)
mostraron un perfil inmune del tipo Th2, caracterizado por concentraciones

elevadas de IL-4 e IL-10 en comparacion con los ratones no infectados (?p <0.05) o
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infectados con Tc2 (°p <0.05), lo cual se asocié a una alta tasa de replicacion del
parasito de T. crassiceps en la cavidad peritoneal (°p <0,05). Con este resultado
corroboramos que durante la infeccion por T. crassiceps se genera un switch de una
respuesta inicial Thl a una respuesta tardia Th2, el cual depende de la progresion

de la infeccién.

Semanas NUmero de  IL-12 TNF-a IFN-y IL-4 IL-10
post Parasitos pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
infeccién
0 0 203 +12 90+ 24 32+6 151+ 16 154 + 46
2 4+2 1008 £ 2982¢ 214 + 14ac 1193 + 1882¢ 391+ 185 1124 + 5782
8 440 + 38 457 £ 81 146 + 152 241+ 162 4916+ 5632b 4192+ 4232b

Tabla 5. Carga parasitaria y concentracion de citocinas en suero (IL-12, TNF-a, IFN-y, IL-4 e IL-10)
ala semana 2 y 8 postinfeccion con T. crassiceps. La concentracion de citocinas se evalud en suero
por la técnica de ELISA (O.D. 405 nm). Los valores representan la media + SEM y son
representativos de 3 experimentos independentes, de al menos seis ratones por grupo. Los valores
de p < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos, 2 comparado con el grupo no infectado,
b comparado con el grupo Tc2, ¢ comparado con el grupo Tc8.

6.2. La coinfeccion con T. crassiceps retrasa la replicaciéon de P. yoelii 17XL y

retrasa la mortalidad del hospedero

Una vez que los ratones infectados con Tc2 y Tc8 (perfil inmune del tipo Thl o
tipo Th2, respectivamente), se coinfectaron via iv. con 102 eritrocitos parasitados
con Py 17XL (Tc2+Py o Tc8+Py). Durante la evolucién de la coinfeccidén se evalué
la parasitemia por Py 17XL y la sobrevida en todos los grupos de ratones infectados.
La severidad de la patologia en la infeccion por Plasmodium depende de la densidad
de la parasitemia [26]. La parasitemia se determin6 con el proposito de analizar si
una infeccion previa aguda o crénica con T. crassiceps afectaria el nimero de
pardsitos en sangre generado por Py 17XL. De manera interesante, en la Fig 11a
se observa que en los ratones coinfectados con Tc2+Py y Tc8+Py la parasitemia
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disminuy6 significativamente en los dias 5, 6 y 7 postcoinfeccibn en comparacién
con los ratones infectados unicamente con Py 17XL (*p <0.5). Sin embargo, desde
el dia 8 hasta el dia 11 postcoinfeccién, los ratones coinfectados desarrollaron
niveles similares de parasitemia a los desarrollados en los ratones infectados solo
con Py 17XL (Fig. 11a). Cabe destacar que los ratones infectados solo por Py 17XL
desarrollaron un pico de parasitemia del 64.5% en el dia 11, mientras que, los
ratones coinfectados desarrollaron niveles mas altos de parasitemia, es decir, los
ratones coinfectados con Tc2+Py desarrollaron un pico maximo de parasitemia del
67.5% y los ratones coinfectados con Tc8+Py alcanzaron un pico de parasitemia del
77% en el dia 18 postcoinfeccion pero sin diferencias estadisticas entre los dos
grupos,. ademas, los ratones infectados solo con Py 17XL, empezaron a morir a
partir del séptimo dia postinfeccion, hasta llegar al deceso de todos los ratones en
el dia 11 (mediana = 8,5 dias; IC del 95%). Por el contrario, la tasa de sobrevida de
los ratones coinfectados con Tc2+Py fue del 58% en el dia 11 (*p <0,05), en
comparacion con los ratones infectados solo con Py 17XL (mediana = 12 dias IC
del 95%) (Fig. 11b); sin embargo, los ratones de este grupo no sobrevivieron
después del dia 18 postcoinfeccion. Sorprendentemente, los ratones coinfectados
con Tc8+Py mostraron un incremento notable en la tasa de sobrevida dado que el
80% de los ratones sobrevivieron el dia 11 postcoinfeccion en comparacion con los
ratones infectados solo con Py 17XL (*p <0.05) y un increment6 en la sobrevida del
30% comparado con los ratones coinfectados con Tc2+Py (4p < 0.05), (mediana=
12 dias 95% CI). Notablemente, algunos de estos ratones sobrevivieron hasta el dia
30 post coinfeccion (Fig. 11b). Estos hallazgos demuestran que la presencia previa

de T. crassiceps no solo retrasa la replicacién de Plasmodium sino que también
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retrasa la mortalidad temprana generada por la infeccion por Py 17XL. Ademas, la

mortalidad es independiente de la replicacion (porcentaje de parasitemia) de Py
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Fig. 11. La infeccidon con T. crassiceps retrasa la replicacion del plasmodio y retrasa la
letalidad de la infeccién con P. yoelii 17XL. Los ratones BALB/c se infectaron via i.p. con 10
metacéstodos de T. crassiceps, después de 2 (Tc2) u 8 (Tc8) semanas de postinfeccién, se
coinfectaron via i.v con 1083 eritrocitos parasitos con Py 17XL (Tc2+Py o Tc8+Py, respectivamente).
La parasitemia Py 17XL a), se expresa en el porcentaje de eritrocitos parasitados con Py 17XL y los
valores indican la media geométrica + DE. Mortalidad acumulada de cada grupo experimental b), los
datos se expresan como mean + SEM y son representativos de 4 experimentos independientes (5
ratones, por grupo). Los valores de p < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.La
comparacion entre grupos se realizé con las pruebas “t” de student y con Log-rank (Mantel-Cox)
Test, respectivamente, (*) en comparacion con el grupo infectado Unicamente con Py 17XL y (&)

comparado con el grupo Tc2+Py.

6.3. Lainfeccidn cronica con T. crassiceps previene la caquexiay reduce la

pérdida de hemoglobina asociada a la infeccién por P. yoelii 17XL

Para comprender cémo la infeccion previa por T. crassiceps incrementa la

sobrevida de los ratones infectados con Py 17XL, evaluamos algunos parametros
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relacionados con la patologia y la severidad de la infeccidén por Plasmodium como

la caquexia [151] y la anemia postcoinfeccion [152].

Para determinar si la infeccion con T. crassiceps tendria efecto sobre la
caquexia, se analizo la pérdida de peso corporal durante la coinfeccion. Los ratones
infectados solo con Py 17XL perdieron peso de forma gradual, desde el dia 6 hasta
el dia 11 postcoinfeccion. Al momento de la muerte los ratones habian perdido
aproximadamente el 21% de su peso (Fig. 12a). De la misma forma, en los ratones
coinfectados con Tc2+Py se observé un efecto similar al observado en el grupo
infectado solo con Py 17XL, estos ratones perdieron aproximadamente el 20% de
su peso desde el dia 6 hasta el dia 11 post coinfeccion. Sin embargo, como se
mostrd antes, los ratones de este grupo no murieron en el dia 11, a pesar de que
continuaron perdiendo peso murieron hasta el dia 18 postcoinfeccion (Fig. 12a).
Sorprendentemente, los ratones coinfectados con Tc8+Py no solo no perdieron
peso, sino que ademas ganaron peso en los dias 7-8 postcoinfeccidon en
comparacioén con los ratones infectados solo con Py 17XL (*p < 0.05) y los ratones
coinfectados con Tc2+Py (%p < 0.05). No obstante, después del dia 9
postcoinfeccion, estos ratones comenzaron a perder peso, aungue
significativamente menos en comparacion con el grupo coinfectado con Tc2+Py (4p

< 0.05) (Fig. 12a).

La anemia severa es una de las principales causas de muerte en la infeccion
con Plasmodium [153, 154]. Se cuantifico la concentracion de Hb en los ratones
infectados solo con Py 17XL y coinfectados para determinar si la infecciéon con T.

crasiceps modifica la anemia generada por Py 17 XL.
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Nuestros resultados demuestran que los ratones infectados solo con Py 17XL
presentaron una disminucién notable en los niveles de hb entre los dias 3 y 11
postcoinfeccion. En contraste, los ratones coinfectados con Tc2+Py y Tc8+Py no
redujeron la concentracibn de hb durante los primeros seis y siete dias
postcoinfeccion, respectivamente (Fig. 12b). Sin embargo, después del dia siete
postcoinfeccion, los ratones Tc2+Py disminuyeron significativamente su
concentracion de hb, de forma similar a lo observado en los ratones infectados solo
con Py 17XL (Fig. 12b). Cabe destacar que a partir del dia ocho postcoinfeccion, los
ratones coinfectados Tc8+Py mostraron una reduccion progresiva y significativa de
la concentracion de Hb (3p < 0.05). No obstante, su concentracion de hemoglobina
fue significativamente mayor desde el dia 8 al 16 en comparacién con los ratones
coinfectados Tc2+Py (4p <0.05). Estos datos indican que una infeccién crénica con
T. crassiceps, pero no la aguda, previene el desarrollo de la caguexia por Py 17XL
y retrasa significativamente la anemia. Ademas, la anemia fue independiente de la
parasitemia dado que todos los ratones desarrollan parasitemias similares pero la
concentracion de Hb fue distinta. Por lo tanto, estos datos apoyan la idea de que la
infeccidn crénica por T. crassiceps reduce la patologia causada por la infeccion con

Py 17XL.
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Fig. 12. La infeccién crdnica con Taenia crassiceps reduce la patologia de la infeccién por
P. yoelii 17XL. Los ratones BALB/c se infectaron via i.p. con 10 metacéstodos de T. crassiceps,
después de 2 (Tc2) u 8 (Tc8) semanas post infeccion, se coinfectaron via i.v con 1x108 eritrocitos
parasitados con Py 17XL (Tc2+Py o Tc8+Py, respectivamente). Porcentaje de peso corporal a), El
peso inicial de cada ratén se consider6 como el 100%, el cambio en el porcentaje de peso se calculd
en relacién al peso inicial de cada animal en el dia 0. La concentracion de hemoglobina b) se
cuantifico por el método de la cianometahemoglobina y los resultados se expresan en g/dL. Los datos
se representan como la media + SEM y son representativos de 4 experimentos independientes (5
ratones, por grupo). Los valores de p < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos, (a) en
comparacién con el grupo no infectado, (*) o con el grupo infectado Unicamente con Py 17XL, y (&)

en comparacion con el grupo Tc2+Py.

6.4. La infeccién crénica con T. crassiceps reduce el desarrollo de
esplenomegalia durante la infeccidon por P. yoelii 17XL

La excesiva respuesta proinflamatoria generada por la infeccion con
Plasmodium puede promover el desarrollo del Sindrome de esplenomegalia

hiperreactiva (HMS) y con ello el desarrollo de anemia [155]. Nos preguntamos
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entonces si la infeccion con T. crassiceps modifica la esplenomegalia inducida por
Py 17XL, determinada a través del indice esplénico en el dia 7 postcoinfeccion en

todos los grupos experimentales.

Los ratones infectados solo con Py 17XL y los coinfectados con Tc2+Py y
Tc8+Py desarrollaron un aumento significativo en el tamafio del bazo en
comparacion con los ratones infectados solo con Tc2, Tc8 (Fig. 13a). Cuando se
calculo el indice esplénico, los ratones coinfectados con Tc2+Py presentaron un
indice esplénico similar al de los ratones infectados solo con Py 17XL, y ambos
desarrollaron esplenomegalia significativamente mas severa en comparacion con
los ratones infectados solo con Tc2 y Tc8. De manera notable, los ratones
coinfectados con Tc8+Py desarrollaron una esplenomegalia significativamente
menor que los ratones infectados solo con Py 17XL y coinfectados con Tc2+Py (Fig.
13b; *%p < 0.05). Por lo tanto, estos resultados demuestran que la infeccién crénica
con T. crassiceps reduce el desarrollo de esplenomegalia causada por la infeccidon

con Py 17XL.
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Fig. 13. La infeccién crénica con T. crassiceps reduce el desarrollo de esplenomegalia por la
infeccién con Py. 17XL. Los ratones BALB/c se infectaron via i.p. con 10 metacéstodos de T.
crassiceps, después de 2 (Tc2) u 8 (Tc8) semanas de infeccién, se coinfectaron via i.v con 1x103
eritrocitos parasitados con Py 17XL (Tc2+Py o Tc8+Py, respectivamente). Fotografia de bazos
representativos a), y el indice esplénico b) de ratones infectados por Py 17XL y coinfectados por
Tc2+Py o Tc8+Py a los 7 dias post coinfeccidn. Los datos se representan como la media + SEM y
son representativos de tres experimentos independientes (5 ratones, por grupo). Los valores de p <
0.05 se consideraron estadisticamente significativos, (a) en comparacion contra el grupo no
infectado, (b) en comparacién con el grupo Tc2, (c) en comparacion con el grupo Tc8, (*) en

comparacion con el grupo Py 17XL, y (&) y comparado con el grupo Tc2+Py.

6.5. La coinfeccién crénica con T. crassiceps + P. yoelii 17XL promueve la
produccion de la IL-12 e IL-10, y disminuye la produccion de TNF-a de los
macrofagos estimulados con el PyAg

La respuesta inmune innata mediada por los M@ juega un papel importante en
el control de la replicacion de Plasmodium y la anemia durante la infeccién aguda
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por Py 17XL [35]. Para determinar si la infeccion con T. crassiceps podria modificar
la respuesta inmune de los Mg a la infeccion por Py 17XL, los M@ peritoneales se
aislaron a los 7 dias postcoinfeccion y se restimularon in vitro con PyAg, y se evalué

la concentraciéon de citocinas.

El andlisis de citocinas en sobrenadantes Mg, revel6 que los M@ de los ratones
infectados solo con Py 17XL producen concentraciones significativamente mas altas
de IL-1B y TNF-a, pero concentraciones similares de IL-12 e IL-10 en comparacién
con los Mg de ratones no infectados (Fig. 14a, b, ¢ d; @p < 0.05). Cuando se analiz6
el efecto de la coinfeccion, se observé que los M@ de los ratones coinfectados
Tc8+Py producen significativamente menos TNF-a que los M@ de los ratones
coinfectados con Tc2+Py (4p < 0.05) y los Mg de los ratones infectados solo con Py
17XL (Fig. 14b; *p < 0.05). De manera interesante, la deficiencia en la sintesis de
IL-12 de los Mg de ratones infectados solo con Py 17XL, se restaurd en los Me de
ratones coinfectados Tc2+Py y Tc8+Py (Fig. 1l4c, *p < 0.05). Ademas, la
concentracion de IL-10 en ratones coinfectados Tc8+Py aumento significativamente
en comparacion con los ratones infectados solo con Py 17XL (Fig. 14d; *p < 0.05).
Estos resultados demuestran que la coinfeccién con Tc8+Py favorecio la sintesis de
IL-12 y de IL-10, y disminuy6 la sintesis de TNF-a en comparacién con los ratones

infectados solo con Py 17XL.
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Fig. 14 La coinfeccion crénica con T. crassiceps/ P. yoelii 17XL promueve la sintesis de IL-
1B, IL-12, IL-10 y disminuye la sintesis de citocias en macréfagos estimulados con PyAg. Los
Mo peritoneales de ratones infectados solo con Py 17XL, Tc2, Tc8 o coinfectados con Tc2+Py
yTc8+Py fueron aislados y estimulados con el PyAg (25 pug/mL) en el dia siete post coinfeccion. Se
cuantificé la concentracién de citocinas: a) IL-18, b) TNF-q, c¢) IL-12 y d) IL-10 en los sobrenadantes
de cultivo de Mg. Los datos se expresan como la media + SEM y son representativos de tres
experimentos independientes (5 ratones, por grupo). Los valores de p < 0.05 se consideraron
estadisticamente significativos, (a) en comparacion con el grupo no infectado, (b) en comparacion
con el grupo Tc2, (c) en comparacion con el grupo Tc8, (*) en comparacion con el grupo infectado

Unicamente con Py 17XL, y (&) comparado con el grupo Tc2+Py.

58



6.6. La coinfeccidon crénica con T. crassiceps + P. yoelii 17XL afecta la
respuesta linfoproliferativa, pero promueve la sintesis de IL-4 e IL-10

especificos a PyAg.

Para determinar si la infeccion previa con T. crassiceps modula la respuesta
linfoproliferativa durante la coinfeccion, los esplenocitos de ratones coinfectados
con Tc2+Py o Tc8+Py se obtuvieron en el dia 7 post coinfeccion con Py 17XL, los
esplenocitos de ratones no infectados e infectados solo con Py 17XL, Tc2 y Tc8 se
utilizaron como control. Los esplenocitos se estimularon con el PyAg o con Con-A,
posteriormente, se midi6 la respuesta linfoproliferativa por incorporacion de Timidina
tritiada ((H-TdR), a las 72 h o 5 dias del cultivo celular, respectivamente; se
cuantificé la concentracion de citocinas en los sobrenadantes de cultivo de

esplenocitos.

Los esplenocitos de ratones infectados solo con Py 17XL presentaron una
respuesta proliferativa a PyAg significativamente mayor que los esplenocitos de los
ratones no infectados (3p < 0.05), Tc2 (°p < 0.05) yTc8 (°p < 0.05). Es importante
destacar que no se detectaron diferencias significativas en la respuesta proliferativa
entre los ratones coinfectados con Tc2+Py, Tc8+Py y los ratones infectados solo
con Tc2 y Tc8 (Fig. 15a). Sin embargo, se detectaron diferencias en la
concentracion de citocinas; los esplenocitos de los ratones coinfectados solo con
Py 17XL y estimulados con PyAg presentaron concentraciones significativamente
mas elevadas de IFN-y que los esplenocitos de los ratones no infectados (Fig. 15d;
8p < 0.05), pero presentaron concentraciones similares de IL-4 e IL-10 en

comparacion con los ratones no infectados (Fig. 15b, c). Los esplenocitos de los

59



ratones coinfectados con Tc2+Py también presentaron niveles similares de IL-4 e
IL-10 que los que se detectaron en los esplenocitos de los ratones no infectados
(Fig. 15b, c¢). Sin embargo, presentaron menor concentracion de IFN-y que los
esplenocitos de los ratones infectados solo con Py 17XL (Fig. 15d; *p < 0.05). De
manera interesante, los esplenocitos de los ratones coinfectados con Tc8+Py
produjeron concentraciones mas altas de IL-4 e IL-10 (Fig. 15b ¢, *p < 0.05) y una
marcada disminucién en la concentraciéon de IFN-y que los ratones infectados
Unicamente con Py 17XL (Fig. 15d; *p < 0.05). Estos resultados demuestran la
coinfeccién con Tc8+Py disminuyo la respuesta proliferativa de los esplenocitos

pero sintetizaron sintetizaron IL-4 e IL-10 en respuesta al estimulo con el PyAg.
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Fig. 15 La coinfeccidn crénica con T. crassiceps / P. yoelii 17XL promueve la sintesis de IL-4
e IL-10 en los esplenocitos estimulados con PyAg. Los esplenocitos de los ratones infectados
solo con Py 17XL, Tc2, Tc8 o coinfectados con Tc2+Py y Tc8+Py se obtuvieron y se estimularon con
PyAg (25 ug/mL) en el dia 7 postcoinfeccion. La proliferacion celular (a), los esplenocitos fueron
aislados y estimulados con PyAg por 5 dias. La concentracién de citocinas: IL-4 (b), IL-10 (c), IFN-y
(d) en los sobrenadantes de cultivo de esplenocitos se midi6 mediante ELISA. Las barras
representan la media + SEM de la incorporacion de 3H-TDR de dos experimentos independientes.
Enb), c), y d) los datos se expresan como la media + SEM y son representativos de tres experimentos
independientes con al menos 5 ratones, por grupo. Los valores de p < 0.05 se consideraron
estadisticamente significativos, (a) en comparacion con el grupo no infectado, (b) en comparacion
con el grupo Tc2, (c) en comparacion do con el grupo Tc8, (*) en comparacion con el grupo Py 17XL,

y (&) comparado con el grupo Tc2+Py.
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6.7. La coinfeccidn cronica con T. crassiceps - P. yoelii 17XL incrementé la
sintesis de IL-1B, TNF-a, IL-12, IL-4 e IL-10 y reduj0 la sintesis de IFN-y

Para determinar si la infeccion previa con T. crassiceps modificé a nivel
sistémico la concentracion de citocinas por la infeccion con Py 17XL, evaluamos la
concentracion sérica de las citocinas proinflamatorias IL-18, TNF-a, IL-12 e IFN-y

y de las citocinas anti inflamatorias IL-4 y IL-10 en el dia 7 postcoinfeccion.

Los ratones infectados solo con Py 17XL desarrollaron concentraciones
significativamente mas altas de las citocinas proinflamatorias TNF-a e IFN-y (Fig.
16b, d; 2p < 0.05). Sin embargo, no se observaron cambios significativos en la
concentracion de IL-1B, IL-12 e IL-4 (Fig. 16a, c, €). De manera interesante, la
infeccion previa de T. crassiceps tuvo un efecto sinérgico en la produccion de
citocinas Durante la coinfeccién con Tc2+Py se detectaron concentraciones mas
altas de IL-1B e IL-12 (Fig. 16a, c; *p < 0.05), una ligera reduccién significativa de la
concentracion de IFN-y (Fig. 16, *p < 0.05) y concentraciones similares de las
citocinas antiinflamatorias IL-4 and IL-10 (Fig. 16e, f), en comparacion con los

ratones infectados solo con Py 17XL.

De manera notable, los ratones coinfectados Tc8+Py produjeron
significativamente mas IL-18, TNF-a e IL-12p40 que los ratones infectados solo Py
17XL (*p < 0.05) y que los ratones coinfectados Tc2+Py (Fig. 16 a, b, c; ép < 0.05).
Es importante destacar que el grupo coinfectado Tc8+PYy sintetizo significativamente
menos IFN-y que los ratones infectados solo con Py 17XL, y que los ratones
coinfectados Tc2+Py (Fig. 7d”p < 0.05). Del mismo modo, los ratones coinfectados

Tc2+Py desarrollaron concentraciones significativamente mas altas de IL-4 e IL-10
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en comparacion con los ratones infectados solo con Py 17XL (*p < 0.05) y con los

ratones coinfectados Tc2+Py (4p < 0.05) (Fig. 16). Estos datos sugieren que el perfil

de citocinas, originado por la infeccion cronica con T. crassiceps podria reducir los

niveles de IFN-y y promover la sintesis de IL-4 e IL-10 en los ratones coinfectados

Tc8+Py.
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Fig. 16 La coinfeccidn cronica con T. crassiceps / P. yoelii 17XL incrementé la sintesis de
IL-1B, TNF-q, IL-12, IL-4 e IL-10 y disminuy0 la sintesis de IFN-y a nivel sistémico. A los ratones
infectados solo con Tc2, Tc8, Py 17XL, y los coinfectados con Tc2+Py, Tc8+Py, el séptimo dia post
coinfeccién, se les tomé muestra de sangre y en el suero, se analiz6 la concentracién de las citocinas
a) IL-1B, b) TNF-a, c¢) IL-12, d) IFN-y, e) IL-4 y f) IL-10 mediante la técnica de ELISA. Los datos se
expresan como la media + SEM y son representativos de tres experimentos independientes con al
menos 5 ratones por grupo. Los valores de p <0.05 se consideraron estadisticamente significativos,
(@) en comparacion con el grupo no infectado, (b) en comparacién con el grupo Tc2, (c) en
comparacion con el grupo Tc8, (*) en comparacion con el grupo Py 17XL, y (&) en comparacién con

el grupo Tc2+Py.

7. DISCUSION

La malaria es la principal causa de muerte por enfermedades parasitarias en
el mundo. A pesar de los grandes esfuerzos realizados para eliminarla. Algunas
posibles causas de esto son que la respuesta inmune contra malaria no es
esterilizante y no se conoce con precision, no existen vacunas que puedan eliminar
al parasito, el parasito ha desarrollado resistencia a todos los medicamentos
antimalaricos existentes y el mosquito vector ha desarrollado resistencia a todos los

insecticidas conocido.

La malaria necesita de una respuesta inmune proinflamatoria capaz de
controlar la replicacién del parasito; pero al mismo tiempo, ésta respuesta debe
regularse, ya que el proceso inflamatorio exacerbado compromete la vida del
hospedero. Por el contrario, las infecciones por helmintos son bien toleradas y
prevalecen por largos periodos, debido a la capacidad que tienen para evadir y
suprimir la respuesta inmune inflamatoria, lo cual le permite sobrevivir y mantener

la integridad de su hospedero [127].
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El helminto T. crassiceps tiene la capacidad de modular el sistema inmune. En
ratones BALB/c; la infeccion aguda genera una respuesta inmune proinflamatoria
tipo Thl, mientras que la infeccion cronica genera una respuesta antiinflamatoria
tipo Th2 [103]. Este fendmeno no solo ha sido utilizado para esclarecer como los
parasitos helmintos son capaces de modular la respuesta inmune del hospedero
ante las enfermedades inflamatorias [94, 156-158], si no que también, se ha
demostrado que la infeccion por T. crassiceps afecta el establecimiento de las
infecciones subsecuentes por parasitos no relacionados, como Trypanosoma cruzi
[125] o Leishmania major y Leishmania mexicana [126].

Py 17XL es una cepa letal, en la mayoria de las cepas de raton, y
generalmente causa hiper parasitemia, caquexa, esplenomegalia, anemia y muerte
aproximadamente entre los dias 7 al 11 post infeccién [67].

En este estudio demostramos que el tiempo de infeccion con T. crassiceps
modifica el curso de la infeccién con Py 17XL. La presencia previa de una infeccion
aguda por T. crassiceps (2 semanas) incrementé significativamente en un 58 % la
sobrevida mas que la de los ratones infectados por Py 17XL, Mas aun, esta tasa
de sobrevida fue mayor (80 %) cuando los ratones presentaron una infeccién
cronica por T. crassiceps (8 semanas). Esto podria sugerir que el perfil Thl o Th2
generado previamente por la infeccion con T. crassiceps (Tabla 6) determina el
incremento de la sobrevida de los ratones infectados con Py 17XL (Figura 11b).
Estos resultados son congruentes con otros estudios donde la coinfeccion con un
helminto incrementa la sobrevida de los ratones infectados con Plasmodium: S.
mansoni (S.) (7 semanas) - P. berghei ANKA en ratones ICR [133] 0 S. japonicum

(8 semanas) - PbA [136], Nippostrongylus (N.) brasiliensis (3 semanas) - P. berghei
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ANKA en ratones C57BL/ [159]. Sin embargo, también se ha demostrado que la
coinfeccion con un helminto aumenta la patologia y la mortalidad por la infeccion
con Plasmodium. Estos estudios incluyen: la coinfeccion simultanea con
Heligmosomoides polygyrus- P. chabaudi en ratones C57BL/6 [141], la coinfeccion
con S. mansoni (2 6 4 semanas)-P. yoelii NXL en ratones BALB/c [160], la
coinfeccidén con S. mansoni (8 0 9 semanas) - P. berghei ANKA en ratones C57BL6
[161] y en Swiss albino [139], la coinfeccion con N. brasiliensis (dia 9) - P. berghei
ANKA en ratones BALB/c [162]. Es posible que el microambiente o perfil
inmunolégico del hospedero infectado por helmintos en el momento de la
coinfeccién esté determinando los resultados reportados. Asimismo, el fondo
genético del raton, asi como de la cepa de Plasmodium o del helminto utilizado,
pueden modificar la patologia y la letalidad. Cabe destacar, que la cepa Py 17XL
utilizada en este estudio es letal en la mayoria de las cepas de raton [163]. Por lo
tanto, los cambios en el microambiente de las citocinas generadas por el helminto
son importantes para la modulacién de la respuesta inmune en la coinfeccién con
Plasmodium.

De la misma forma, durante la coinfeccién Tc2+Py y Tc8+Py se detectd
disminucién en la parasitemia durante la fase temprana de la infeccién por Py 17XL.
De manera interesante, Plasmodium continué replicandose de manera gradual en
los grupos coinfectados con Tc2+ Py y Tc8+Py después de 11 dias de coinfeccion,
alcanzando niveles mas altos de parasitemia que el del grupo infectado solo con Py
17XL. Sin embargo, esta replicacion no resulté determinante para la mortalidad en
la infeccion con Py 17XL (Figura 6a y 6b). Este resultado es similar al observado

por Lamb et al, quienes demostraron que en la infeccibn con Plasmodium, la
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mortalidad es independiente de la carga parasitaria [164]. Por lo que, la infeccion T.
crassiceps retrasa la mortalidad temprana postcoinfeccion con Py 17XL vy si bien
se restringe la replicacion de Py 17XL en la fase temprana de la infeccion, esta no
es determinante para la sobrevida.

De manera general la investigacion en malaria ha demostrado que el riesgo
de muerte por malaria severa no esta directamente relacionado con el riesgo de
infeccion, reinfeccion o la frecuencia de exposicién...No obstante, existe clara
evidencia de que la malaria severa y la muerte se deben en gran parte a la
inmunopatologia, asociada a una excesiva reaccion de la respuesta inmune del
hospedero en contra del parasito [165]. Nosotros pensamos que la diferencia en el
tiempo de sobrevida entre las coinfecciones Tc2+Py y Tc8+Py podria estar asociado
con la inmunopatologia, como la caquexia [166, 167] y la anemia [153, 154].

La caquexia es un mal prondstico para la sobrevida de los pacientes, en
muchas enfermedades cronicas, incluida la malaria [168]. En este estudio, nosotros
demostramos que la coinfeccion con Tc2+Py no alterd el desarrollo de la caquexia
aunque se observo una discreta reduccion en la anemia, esto explicaria quizas su
menor sobrevida. Por el contrario, la coinfeccién con Tc8+Py inhibié el desarroll6 de
la caquexia (Figura 12a) y retrasé el desarrollo de la anemia (Figura 12b). Este
hallazgo es similar al descrito en otro modelo de coinfeccion con Nippostrongylus
brasiliensis- P. chabaudi, en la que la coinfecciéon redujo el nivel de anemia [169],
aunque la coinfeccién con L. sigmodontis-P. chabaudi mostré un incremento en la
severidad de la anemia [170]. A pesar de estos resultados contradictorios, la anemia
por P. chabaudi no promueve la mortalidad. En contraste con esto, la anemia

generada por la infeccién con Py 17XL induce mortalidad temprana [165]. Estos
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datos sugieren que la anemia no depende en su totalidad de la replicacion de
Plasmodium, si no que interviene el tiempo previo de infeccidon con T. crassiceps en
el grado de proteccion contra la anemia. Por lo tanto, la coinfeccién con Tc8
promovio la sobrevida de los ratones mediante la inhibicion de la caquexia y la
reduccion temporal de la anemia.

Dado que el bazo participa en la activacion de la respuesta inmune y la
proteccién contra la anemia [171], determinamos el indice esplénico y encontramos
gue los ratones infectados por Py 17XL desarrollan una marcada esplenomegalia,
gue podria explicar los niveles mas altos de anemia y de parasitemia por Py en este
grupo de ratones. De manera interesante, los ratones coinfectados Tc8+Py
desarrollaron un indice esplénico mas bajo en comparacion con los ratones
coinfectados Tc2+Py y los ratones infectados solo con Py 17XL, lo que sugiere que
la infeccion previa cronica por T. crassiceps (Tc8) modulé negativamente la
proliferacion celular en el bazo, a pesar de los altos niveles de ambos parasitos. Por
el contrario, los ratones coinfectados Tc2+Py presentaron un incrementé en la
esplenomegalia generada por Py 17XL. De manera similar, la coinfeccién con S.
mansoni—P. yoelii NXL incrementd la esplenomegalia, el dafio al bazo se ha
asociado al incremento incontrolado del perfil inflamatorio Th1 [160, 172]. Lo anterior
definitivamente sugiere que una respuesta inmune altamente polarizada del tipo
Thl, pudiera promover el desarrollé de esplenomegalia, la activacion de las células
fagociticas del bazo y como consecuencia una mayor destruccion de eritrocitos lo
gue incrementd la anemia en los ratones coinfectados con Tc2+Py. Ademas, la
esplenomegalia se ha asociado con el resultado de la enfermedad y se ha utilizado

como un indicador de la virulencia [173] y mas aun, la esplenomegalia también se
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ha asociado con hematopoyesis extramedular [174, 175]. Por lo tanto, el bajo indice
esplénico en los ratones coinfectados Tc8+Py podria representar una respuesta
protectora contra la anemia, una eficiente respuesta inmune y dirigir el resultado
clinico en estos ratones, lo cual explicaria su mayor sobrevida.

En la malaria, los procesos patolégicos son en general consecuencia de la
desregulacion de la respuesta inmune. Una Optima respuesta inmune a la infecciéon
por Plasmodium se caracteriza por una rapida y marcada respuesta inmune tipo Thl
(IL-12, TNF-a e IFN-y) para el control del pico primario de la parasitemia, una vez
que la replicacion del parasito se ha controlado. Esta respuesta proinflamatoria se
debe regular o modular con la misma rapidez por una respuesta antiinflamatoria. Es
decir, el éxito en la resolucion de la infeccibn por malaria requeriere de una
regulacién paulatina de un tipo de respuesta inmune hacia otra, de forma coordinada
y controlada para evitar dafios colaterales por el pardsito o por la
inmunopatogenesis.

La activacion de varios subconjuntos de las células T, de los Mg, y su
secrecion de citocinas proinflamatorias, como el IFN-y y el TNF-a, son criticas para
la proteccion; Sin embargo, la excesiva activacion de células T y la sobreproduccion
de estas citocinas también pueden conducir a una malaria severa [47].

De acuerdo con la teoria de la inmunosupresion, cualquier infeccion por un
nuevo parasito concomitante deberia establecerse mas facilmente y volverse mas
virulenta o patégena cuando el hospedero experimenta una fase de
inmunodepresion inducida por un parasito preexistente [176]. Sin embargo, aqui
mostramos que este fenOmeno no es una regla; en nuestro modelo experimental, la

patologia originada por Py 17XL disminuyé cuando los ratones presentan una
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infeccion cronica por T. crassiceps (Tc8). Esta proteccién podria estar asociada a
los cambios inmunoldgicos generados por Tc8, presentes al momento de la
coinfeccién por Py 17XL, caracterizados por un incremento significativo de la IL-12
e IL-10, y una menor concentracion de TNF-a, como sugiere el resultado obtenido
con M peritoneales estimulados con PyAg.

A pesar de que los esplenocitos de los ratones coinfectados con Tc8+Py no
mostraron diferencias significativas en la respuesta linfoproliferativa ante el estimulo
con PyAg, si se redujo significativamente la linfoproliferacion in vitro ante el estimulo
con Con-A, incluso en mayor medida que los ratones infectados solo por T.
crassiceps, Py 17XL o coinfectados Tc2+Py. Los esplenocitos fueron capaces de
producir concentraciones altas de IL-4 e IL-10 y disminucién en la concentracion de
IFN-y ante el estimulo especifico de PyAg. Nuestros resultados son consistentes
con los de Lacerda Queiroz, quienes demuestran que los ratones deficientes en
IFN-y asi como los ratones con deplecion de IFN-y desarrollaron un peso corporal
mas alto, reduccién del dafio esplénico y mayor tiempo de sobrevida que los ratones
WT infectados con Py N67C [177]. Estos hallazgos se correlacionaron con un indice
esplénico mas bajo, concentraciones mas altas de hemoglobina y un peso corporal
mejor conservado en nuestro grupo de ratones coinfectados Tc8+Py.

En este trabajo demostramos que la coinfeccién Tc2+Py y Tc8+Py incremento
la concentracion de TNF-a, IL-1B e IL-12 (Figura 5 A, B y C). Aunque se ha
reconocido que estas citocinas son importantes para el control de la replicacion del
pardsito y proteccion contra la infeccion por Plasmodium [32, 178], también las altas
concentraciones de IL1-B, TNF-a e IFN-y en suero se han asociado con anemia

grave [179-181], caquexia [182, 183] y patologia asociada a Plasmodium [184, 185].
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Tratando de explicar el posible mecanismo implicado en esta proteccion se
cuantificé la concentracion de citocinas. Aqui, encontramos que los ratones
coinfectados Tc2+Py y Tc8+Py generaron concentraciones mas altas de TNF-a e
IL-12, pero también disminuyeron su concentracion de IFN-y en suero en
comparacion con los ratones infectados solo por Py 17XL. Es importante destacar
que a pesar de que los ratones coinfectados presentaron una reduccion en la
concentracion de IFN-y, no solo no se afecto el control de la carga parasitaria, como
ha sido descrito previamente, si no que ademas se retraso la replicacién de
Plasmodium durante la fase temprana de la coinfeccion. Este fendmeno se disip6
después del dia 8 de coinfeccion y Py 17XL continué replicAndose hasta infectar a
casi el 80% de los globulos rojos en estos grupos (Fig 11a).

A pesar de las altas parasitemias que alcanzaron los ratones coinfectados
Tc8+Py, aumentd su sobrevida y presentaron menos anemia, lo anterior podria
asociarse con las concentraciones elevadas en suero de la IL-13, el TNF-a e IL-12.
Esto estd respaldado por una investigacion previa que demostré que al
incrementarse la concentracion de IL-B se induce una moderada proteccion contra
la anemia severa [186]. Ademas, la deficiencia de IL-12 se correlaciona con la
anemia severa y la mortalidad [180, 187-189]. Esta deficiencia de IL-12 explicaria la
alta mortalidad y la anemia en los ratones infectados solo con Py 17XL, lo cual es
acorde con que los ratones IL-12KO infectados con P. chabaudi son incapaces de
controlar la infeccion [21], mientras que la administracion de IL-12 recombinante
(rIL-12) confirié proteccion contra la parasitemia, la anemia grave y disminuyé la
mortalidad por P. chabaudi [190]. De manera interesante, la administracion de

anticuerpos monoclonales neutralizantes (mAb) anti-TNF-a e anti-IFN-y eliminan la
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proteccion de la riL-12, dando como resultado un 100% de mortalidad, [178].
Asimismo, IL-12 e IL-1B redujeron la anemia al promover la eritropoyesis y la
formacién de los precursores hematopoyéticos.[190, 191]. Estos datos apoyan la
idea de que un aumento en los niveles de IL-1B e IL-12 en los ratones coinfectados
Tc2+Pyy Tc8+Py redujeron la anemia y restringieron la replicacion de Py 17XL. Asi,
TNF-a e IFN-y son necesarias para la proteccion contra Plasmodium durante la
fase temprana de la infeccion.

En este estudio la disminucion en la concentracion de IFN-y en suero y en los
los esplenocitos en cultivo, se asocié a una menor patologia y una mayor tasa de
sobrevida. Este hallazgo esta en concordancia con el desarrollo de una menor
patologia y una mayor sobrevida en los ratones knockout para IFN-y /-y WT
tratados con mAb anti-IFN-y infectados con P. yoelii nigeriensis N67C [177]. Mas
aun, observamos que la disminucion en la produccion de TNF-a por los M@
peritoneales, limita la progresién de complicaciones graves que ponen en peligro la
vida en ratones infectados Tc8+Py. Una posible preocupacion de este resultado es
por qué los ratones coinfectados Tc8+Py no desarrollaron caquexia, si estos
producen tambien altos niveles de TNF-a, mediador de la caguexia, es probable que
el perfil Th2 generado por Tc8 antes de la coinfeccidén podria inducir una disminucién
de la inflamacién, de hecho, una estrategia terapéutica contra la caquexia es la
administracion de citocinas antiinflamatorias [192]. Asi mismo, la administracion de
anticuerpos monoclonales anti-TNF-a (o en combinacién con anti-IFN-y) redujo la
esplenomegalia en ratones infectados con P. chabaudi [193]. Estos resultados
sugieren que la proteccion contra la patologia observada en los ratones con

coinfeccién Tc8+Py podria estar relacionada a la mejor regulacién de la inflamacién
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mediada por el incremento en la produccion de IL-4 e IL-10 y menor produccion de
IFN-y. Refuerza esta discusion el hecho de que los ratones coinfectados Tc2+Py,
con un perfil de citocinas distinto y contrario a los Tc8+Py, mostraron un curso de la
infeccion y de la malaria més severo y muerte. Adicionalmente, nuestros resultados
son consistentes con los reportados en los ratones infectados con la cepa no letal
Py 17NXL, los cuales mostraron que la reduccion de IFN-y y el aumento de la
concentracion sérica de IL-4 e IL-10 fueron importantes para la prevencion de la
patologia y la sobrevida [194]. En la malaria no severa existe una relacion directa
del cociente en las concentraciones de IL-10/TNF-a, por el contrario, la reduccién
en la concentracion de IL-10 y el incremento en la concentracion de TNF-a se
asociaron con complicaciones graves, como anemia y caquexia [179, 195]. Mas
aun, los ratones IL-10KO infectados con P. chabaudi desarrollan una patologia
severay muerte [196] pero la administracion de anticuerpos monoclonales anti-IFN-
y 0 anti-TNF-a reduce la patologia y la mortalidad [196, 197].

Los hallazgos en la concentracion de las citocinas IL-4 e IL-10, asi como la
reduccion de la concentracion de IFN-y y TNF-a en los sobrenadantea de los
esplenocitos y Mo peritoneales estimulados con PyAg de los ratones coinfectados
Tc8+Py. Estos resultados explican por qué los ratones co-infectados Tc8+Py
mostraron una mayor sobrevida, asociada con la reduccion de la caquexia,
esplenomegalia y retraso en el desarrollo de anemia y en comparacion con los
ratones coinfectados por Tc2+Py o infectados solo por Py 17XL.

Por todo lo anterior, proponemos un modelo hipotético para explicar el efecto
de la infeccion por helmintos en la respuesta inmune en diferentes momentos de

coinfeccién con Py 17XL (Fig. 17). La infeccién aguda con T. crassiceps induce un
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perfil inmune de tipo 1 caracterizado por niveles elevados de IL-13, TNF-a e IL-12
en el suero. Este perfil de citocinas previamente establecidos influyen en la
respuesta inmune y en el curso de la infeccién durante la coinfeccién con Tc2+Py:
retrasa la replicacion del parasito Py 17XL y favorece la produccion de TNF-a e IL-
12 por M¢, asi como IL-1B, TNF-a e IL-12 en suero, y la baja sintesis de IFN-y por
esplenocitos. Aunque este perfil de citocinas aumenta la sobrevida hasta el dia 18
y tiene un papel limitado en la regulacion de la patologia y la mortalidad (Fig. 17a).
En contraste, en la infeccidn crénica por T. crassiceps se induce un perfil inmune
del tipo 2 caracterizado por concentraciones bajas de IL-13, TNF-a, IL-12 e IFN-y;
y concentraciones altas de IL-4 e IL-10 en el suero. Este perfil de citocinas
previamente establecidos influyen en la respuesta inmune y en el curso de la
infeccion por Py XL, durante la coinfeccion con Tc2+Py: se favorece una respuesta
inmune proinflamatoria / antiinflamatoria (Th1/Th2) caracterizada por la produccion
de concentraciones altas de IL-13, IL-12 e IL-10 por los M¢, asi como IL-13, TNF-a
e IL-12 en suero. Es importante destacar que se producen concentraciones altas de
IL-4 e IL-10 y bajas de IFN-y por los esplenocitos. Este perfil mixto de citocinas
retrasa la replicacion del parasito Py 17XL, reduce la patologia e incrementa la

sobrevida de los ratones hasta 30 dias por coinfeccion (Fig. 17b).
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Fig. 17. Modelo hipotético: la preexistencia de una infeccién aguda o crénica por T. crassiceps
modifica diferencialmente la respuesta inmune del hospedero a la coinfeccion por Py 17XL (Py). La
infeccion aguda con T. crassiceps (Tc2) (a) favorece el desarrollo de una respuesta inmune
proinflamatoria (Thl), que se caracteriza por la sintesis de concentraciones altas de IL-1(, IL-12 y
TNF-a producidas por los Mo (1), y de IFN-y sintetizado por las célulass T, entre otras células (2).
Durante esta etapa, la coinfeccion Py+Tc2 (3) incrementa la sintesis de TNF-a e IL-12 en Mg, aunque
la produccién de IFN-y disminuye ligeramente por los esplenocitos. Esta respuesta se asocia con
una restriccion inicial de la replicacién de Py 17XL y una reduccién de la anemia; sin embargo, la
infeccion por Tc2 tiene una participacion muy limitada en la regulacion de la respuesta
proinflamatoria, la patologia y la mortalidad (4). A medida que la infeccién por T. crassiceps progresa
(b, linea azul punteada), se presenta un cambio de una respuesta inmune proinflamatoria del tipo 1
hacia una respuesta antiinflamatoria del tipo 2 (b), que se caracteriza por la concentraciones bajas
de las citocinas: IL-13, TNF-a e IL-12, y concentraciones altas de IL-10 sintetizadas por Mo (5), y
concentraciones altas de IL-4 e IL-10 producidas por las células T (6). En este punto, la coinfeccion
Py+Tc8 favorece una respuesta inmune proinflamatoria / antiinflamatoria caracterizada por la sintesis
de concentraciones elevadas de IL-12 e IL-10 por Mg (6) y concentraciones altas de IL-4 y IL-10
pero bajas de IFN-y por esplenocitos (7). Este perfil mixto de citocinas retrasa la replicacion del
parasito Py 17XL, reduce la patologia e incrementa la sobrevida de los ratones hasta 30 dias por
coinfeccion.
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8. RESUMEN DE RESULTADOS

Con base a los resultados anteriormente descritos y analizados, se puede

resumir que:

» Laletalidad de la infeccion por Py 17XL, podria atribuirse, al menos en parte
por la patologia severa (anemia, caquexia y esplenomegalia).

» El incremento de TNF-a e IFN-y y la deficiencia de IL-4, IL-10 e IL-12
compromete la sobrevida de los ratones infectados solo con Py 17XL.

» La presencia de la infeccion con T. crassiceps modifica el curso de la
infeccién con Py 17XL.

» EIl tiempo previ6 de la infeccibn con T. crassiceps al momento de la
coinfeccién determina el tiempo de sobrevida de los ratones.

» La mortalidad durante la coinfeccion es independiente de la carga parasitaria
por Py 17XL.

» Lainfeccion con T. crassiceps retrasa la proliferacion de Py 17XL durante la

fase temprana de la coinfeccion.

Efecto de la infeccibn aguda con T. crassiceps durante la coinfeccion

(Tc2 + Py 17XL):

» Seincrementa un 58 % la sobrevida de los ratones durante la fase temprana
de la coinfeccion.

» Se retrasa ligeramente el desarrollo de anemia.

» No modifica la caquexia ni la esplenomegalia en la coinfeccion.

» Incrementa el perfil Thl (IL-1B, IL-12, TNF-a e IFN-y).
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Efecto de la infeccion crénica con T. crassiceps durante la coinfeccion
(Tc8 + Pyl17XL):
» Aumenta la sobrevida 80% de los ratones durante la fase temprana de la

coinfeccion.

» Reduce la patologia (caguexia y anemia) de la coinfeccion.

» Reduce el desarrollo de esplenomegalia durante la coinfeccion.

» Promueve la sintesis de IL-1p, IL-12, IL-10 y disminuye la sintesis de TNF-a
en macréfagos

» Afecta la respuesta linfoproliferativa, pero promueve la sintesis de altos
niveles de IL-4 e IL-10 en esplenocitos

» Incrementa la sintesis de IL-18, TNF-q, IL-12, IL-4 y IL-10 y reduce la sintesis
de IFN-y a nivel sistémico.

» Los hallazgos reportados aqui establecen claramente que el balance de una
respuesta mixta Th1/Th2 generada por la coinfeccién Tc8+Py, es vital para

el incremento de la sobrevida y la disminucion de la patologia.

9. CONCLUSION

Nuestros datos demuestran que la infecciébn crénica por el helminto T.
crassiceps incrementa la sobrevida de los ratones infectados con P. yoelii 17XL, y
este fendmeno depende de la modulacion del perfil inmunologico preexistente
generado por el helminto, es decir, el tiempo previo de la infeccion con el helminto
es capaz de modular y modificar el curso de infeccién letal con Plasmodium.

La polarizacion de las células T hacia una respuesta mediada por células en la

infeccion por Plasmodium puede ser modulada por la presencia de factores
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preexistentes, incluidas las citocinas y las células reguladoras generadas por el
helminto. Sin embargo, futuros estudios son necesarios para lograr una mejor
comprension de los mecanismos involucrados en la respuesta celular anti
inflamatoria o y/o reguladora inducida por el parasito helminto durante la coinfeccién
por Plasmodium. Nuestros hallazgos deben tenerse en cuenta para el tratamiento
de las manifestaciones clinicas de pacientes con malaria y para el desarrollo de
estrategias de inmunizacion en zonas donde estos parasitos coexisten o son

endemicos.
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10. ANEXO 1

RESULTADOS COMPLEMETARIOS NO PUBLICADOS

10.1. La coinfeccién crénica con T. crassiceps + P. yoelii 17XL promueve la
produccion de la IL-1B8, IL-10, IL-12 y TNF-a en los macrofagos estimulados
con el PyTcAg.

Los M de la coinfeccion con Tc8+Py estimulados in vitro con TcPyAg aumento
significativamente la concentraciéon de las citocinas IL-13, TNF-a, IL-12 e IL-10 en
comparacién con todos los otros grupos experimentales (18, p < 0.05). En contraste,
Los M¢ de la coinfeccién con Tc2+Py generd concentraciones similares de IL-18,
TNF-q, IL-12 e IL-10 en comparacién con los ratones infectados solo con Py 17XL
(18). Por lo tanto, estos datos corroboran que los Mg provenientes de la coinfeccidn
con Tc8+Py producen tanto citocinas proinflamatorias (IL-18, TNF-a, IL-12) como

antiinflamatorias (IL-10).
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Fig. 18. La coinfeccidn crénica con T. crassiceps / Py 17XL promueve la produccion de la IL-
1B, IL-10, IL-12 y TNF-a en macréfagos estimulados con el TcPyAg. Los Mg peritoneales de
ratones infectados solo con Py 17XL, Tc2, Tc8 o coinfectados con Tc2+Py y Tc8+Py fueron aislados
y estimulados con TcPyAg (25 ug/mL, de cada antigeno). La concentracion de las citocinas: IL-13
(a), TNF-a (b), IL-12 (c) y IL-10 (d) en los sobrenadantes de cultivo de M se midié mediante ELISA.
Los datos se muestran como la media + SEM y son representativos de tres experimentos
independientes (5 ratones, por grupo). Los valores de p < 0.05 se consideraron estadisticamente
significativos, (a) en comparacién con el grupo no infectado, (b) en comparacién con el grupo Tc2,
(c) en comparacion con el grupo Tc8, (*) en comparacion con el grupo Py 17XL, y (&) en comparacion
con el grupo Tc2+Py.

10.2. La coinfeccidn crénica con T. crassiceps + P. yoelii 17XL disminuye la
respuesta linfoproliferativa, pero promueve la sintesis de IL-4 e IL-10 y
disminuyen la sintesis de IFN-y e IL13 en los esplenocitos estimulados con
Con-A
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En respuesta a Con-A, los esplenocitos de los ratones infectados solo con Py
17XL presentaron una disminucién significativa en la respuesta proliferativa en
comparacion con los ratones no infectados (Fig. 19, 2p < 0.05). Del mismo modo, en
los esplenocitos de los ratones coinfectados Tc2+Py, la respuesta proliferativa
también mostré una disminucion significativa en comparacion con los ratones no
infectados. (Fig. 19, @p < 0.05), similar a la observada en los ratones infectada solo
con Py 17XL. Sin embargo, en los ratones coinfectados Tc8+Py, la respuesta de
proliferacion de los esplenocitos se redujo significativamente comparados con los
ratones infectados solo con Py 17XL (Fig. 19, *p < 0.05) y los ratones coinfectados
con Tc2+Py (Fig. 19, 4p < 0.05).

En la figura 20, se observo que los esplenocitos de los ratones coinfectados
Tc8+Py, estimulados con Con-A produjeron niveles mas altos de IL-4 (*p< 0.05) e
IL-10 ( *p < 0.05); y niveles mas bajos de IFN-y e IL-13 (*p<0.05) comparados con

los ratones infectados solo Py 17XL y los coinfectados Tc2+Py (4p< 0.05) (Fig. 20).
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Fig. 19. La coinfeccion crénica con T. crassiceps / P. yoelii 17XL disminuye la respuesta
linfoproliferativa. Los ratones infectados con T. crassiceps por 2 (Tc2) u 8 (Tc8) semanas, se

coinfectaron con Py 17XL (Tc2+Py y Tc8+Py, respectivamente). En el dia 7 post coinfeccion, los
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esplenaocitos de los ratones infectados y coinfectados se aislaron y se estimularon con Con-A por 72
h. Las barras representan la media + SEM de la incorporacién de 3H-TDR de tres ensayos
independientes. Los datos se expresan como la media £+ SEM y son representativos de tres
experimentos independientes con al menos 5 ratones, por grupo. Los valores de p < 0.05 se
consideraron estadisticamente significativos, (a) en comparacién con el grupo no infectado, (b) en
comparacioén con el grupo Tc2, (c) en comparacion con el grupo Tc8, (*) en comparacion con el
grupo Py 17XL, y (&) en comparacion con el grupo Tc2+Py.
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Fig. 20. La coinfeccién crénica con T. crassiceps / P. yoelii 17XL promueve la sintesis de IL-
4 e IL-10y disminuye la sintesis de IL-13 e IFN- y en los esplenocitos estimulados con Con-A.
Los esplenocitos de los ratones infectados solo con Py 17XL, Tc2, Tc8 o coinfectados con Tc2+Py y
Tc8+Py fueron aislados y estimulados con Con-A, en el dia 7 post coinfeccion. Después de 72 h del
estimulé la concentracién de citocinas: IL-4 (a), IL-10 (b), IL-13 (c), IL-17 (d) e IFN-y (e) se midié en
los sobrenadantes de cultivo de esplenocitos. Las barras representan la media + SEM y son
representativos de tres experimentos independientes (5 ratos por grupo). Los valores de p < 0.05 fue
considerado estadisticamente significativo, (a) comparado con el grupo no infectado, (b) comparado
con el grupo Tc2, (c) comparado con el grupo Tc8, (*) comparado con el grupo Py 17XL, y (&)

comparado con el grupo Tc2+Py.

10.3. La coinfeccién por T. crassiceps-P. yoelii 17XL aumenta la sintesis de
MIF en suero

Dado que se ha descrito que el factor inhibidor de la migracion (MIF) suprime
la sintesis de eritropoyetina y tiene un efecto sinérgico con el IFN-y y el TNF-a para
antagonizar con la hematopoyesis [198], decidimos analizar si esta molécula ésta
involucrada en la sobrevida y la patologia que presentan los ratones infectados con
Py 17XL, coinfectados con Tc2+Py y Tc8+Py.

Los niveles de MIF se evaluaron en el suero de ratones infectados solo con Py
17XL y coinfectados con Tc2+Py y Tc8+P, en el séptimo dia post infeccion con Py
17XL. En la figura 21a se observo que la infeccion por P. yoelii 17XL promueve la
produccion de MIF. De manera interesante, los niveles de MIF se incrementaron
aun mas en los ratones coinfectados en comparacion con aquellos que soélo se
infectaron con Tc2, Tc8y Py 17XL (21b). Cabe destacar que la infeccion previa con
Tc2 presentdé el mayor incremento en la produccion de MIF y resultd

estadisticamente significativo en comparacion con nuestros grupos experimentales.
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Lo cual sugiere que la coinfeccion con T. crassiceps tiene un efecto sinérgico en la

produccion de MIF.
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Figura 21. La coinfeccion por T. crassiceps / P. yoelii 17XL aumenta la produccion de MIF en
suero. A) Niveles de MIF en suero a los 7 dias post infeccién con P. yoelii 17XL en ratones BALBI/c,
B) 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. Las barras representan la media £ SEM y son
representativos de tres experimentos independientes (5 ratos por grupo). Los valores de p < 0.05 se
consideraron estadisticamente significativos, (a) en comparaciéon con el grupo no infectado, (b) en
comparacion con el grupo Tc2, (c) en comparacién con el grupo Tc8, (*) en comparacion con el

grupo Py 17XL, y (&) en comparacion con el grupo Tc2+Py.

10.4. La ausencia de MIF retrasa la replicacion de P. yoelii 17XL y aumenta la
sobrevida de los ratones infectados

Con el fin de determinar la participacion de MIF en la respuesta inmune a la
infeccion por Py 17XL, se monitoreo la sobrevida en ratones WT y MIFKO de 6-9
semanas de edad, infectados con 1082 eritrocitos parasitos con Py 17XL viai.v.y se
evaluo el porcentaje de eritrocitos parasitados, con el proposito de analizar si la

ausencia de MIF afectaria el nimero de parasitos en sangre generado por Py 17XL.
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Los ratones MIFKO infectados con Py 17XL presentaron significativamente menor
porcentaje de eritrocitos parasitados, en los dias 5, 6 y 7 p.i. en comparacién con
los ratones WT infectados con Py 17XL (Fig. 22a, * p <0.5). No obstante, los ratones
MIFKO desarrollaron altos niveles de parasitemia después del dia 8 p.i., similares a
los presentados por los ratones WT infectados con Py 17XL (Fig. 22a) asi mismo,
los ratones MIFKO mostraron un incremento significativo en la tasa de sobrevida,
dado que el 55% de los ratones MIFKO sobreviven después del dia 11 p.i. en
comparacion con los ratones WT infectados con Py 17XL (Fig. 22b, *p <0.05). Es
importante destacar que algunas ratones MIFKO sobrevivieron casi el doble (21
dias) que los ratones WT infectados con Py 17XL (Fig. 22b). Estos hallazgos
soportan la idea que MIF podria promover la mortalidad temprana y un ineficiente
control del parésito, a pesar de que se sabe que MIF induce una respuesta
proinflamatoria necesaria para control la replicacion de Plasmodium. Es posible que
MIF participe en la mayor mortalidad, al promover una respuesta proinflamatoria

excesiva generando patologia severa, como la anemia o la esplenomegalia.
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Fig. 22. La ausencia de MIF retrasa la replicacién de P. yoelii 17XL y aumenta la sobrevida.
Los ratones BALB/c MIFKO y WT se infectaron via i.v con 102 eritrocitos parasitos con Py 17XL.
Como control se utilizaron ratones no infectados. La parasitemia Py 17XL a), se expresa en el
porcentaje de eritrocitos parasitados con Py 17XL y los valores indican la media geométrica + DE.
Mortalidad acumulada de cada grupo experimental b), los datos se expresan como el valor promedio
+ SEM y son representativos de 4 experimentos independientes (7-10 ratones, por grupo). Los
valores de p < 0.05 se consideraron estadisticamente significativo, Se compararon con las pruebas
“t” de student y con Log-rank (Mantel-Cox) Test, respectivamente, (*) comparado con el grupo Py

17XL.

10.5. MIF promueve la patologia de lainfeccion por Plasmodium yoelii 17XL
Es ampliamente aceptado que la desregulacién de citocinas liberadas por
hospedero durante la infeccién por Plasmodium contribuye a la malaria severa. Por
ejemplo, la alta concentracién de MIF en suero se ha asociado con anemia severa
[199] y dafio tisular, debido a la inflamacion excesiva [200]. Dado que MIF podria

estar estrechamente correlacionado con la inmunopatologia durante la infeccién por
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Plasmodium, decidimos analizar si MIF participa en el desarrollo de la caquexia, la
anemia y la esplenomegalia en los ratones infectados con Py 17XL.

Primero, se analizé la pérdida de peso corporal durante la infeccion por Py
17XL, para determinar si MIF promueve el desarrollo de la caquexia. En la figura
23a, se observa que los ratones WT perdieron peso de forma gradual, desde el dia
7 hasta el dia 11 p.i. por Py 17XL, cuando los ratones murieron habian perdido
aproximadamente el 22 % de su peso (Fig. 23a). De la misma forma, en los ratones
MIFKO mostraron un efecto similar en la pérdida de peso pero se observd una
pérdida significativa de peso en los dias 6 y 8 p.i. comparado al observado en los
ratones WT infectado por Py 17XL, estos ratones perdieron aproximadamente el
38% de su peso al momento de perecer. No obstante, como fue descrito
previamente su tasa de sobrevida fue mas alta que la de los ratones WT infectados
por Py 17XL. Entonces, MIF no participa en el desarrollo de caquexia.
Posteriormente, se cuantificé la concentracion de hemoglobina, para determinar si
MIF participa en la anemia generada por Py 17XL Nuestros resultados mostraron
que los ratones WT presentaron una disminucién drastica, progresiva de los niveles
de hemoglobina en la concentracién de hemoglobina entre los dias 4 y 14 p.i. por
Py 17XL. De manera similar, los ratones MIFKO mostraron una disminucién en los
niveles de hemoglobina después del dia ocho p.i. Py 17 XL (Fig. 23b), aunque cabe
destacar que los niveles de hemoglobina de los ratones MIFKO fueron
significativamente mayores que los niveles observado en los ratones WT (Fig. 23b).
Estos datos indican por primera vez que efectivamente MIF favorece la anemia

severa durante la infeccion por Py 17XL.
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Finalmente, dado que MIF promueve la respuesta proinflamatoria y el exceso
de esta ha sido asociado con el desarrollo de la HMS vy la patologia de HMS esta
asociada a anemia severa. Para evaluar si MIF podria modular el desarrollo de
HMS, se determind el indice esplénico en el dia 5y 7 p.i. por Py 17XL. Los ratones
WT y MIFKO infectados por Py 17XL desarrollaron un aumento significativo en el
tamafio del bazo en comparacion a los no infectados, y su indice esplénico fue
similar en el dia 5 p.i. con Py 17XL. De manera notable, Los ratones MIFKO
desarrollaron una esplenomegalia significativamente menor que los ratones WT
infectados por Py 17XL (Fig. 23c). Por lo tanto, estos resultados demuestran que la
MIF participa en el desarrollo de esplenomegalia causada por la infeccion con Py
17XL. Entonces, la ausencia de MIF disminuye la patologia asociada a anemia y
esplenomegalia pero no participa en la caquexia.
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Fig. 23. MIF promueve la patologiade lainfeccion por P. yoelii 17XL. Los ratones BALB/c MIFKO

y WT se infectaron via i.v con 103 eritrocitos parasitos con Py 17XL. Como control se utilizaron
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ratones no infectados. Porcentaje de peso corporal a), El peso inicial de cada ratén se consideré
como el 100%, el cambio en el porcentaje de peso se calcul6 utilizando el peso inicial de cada ratén
en el dia 0. Concentracion de hemoglobina b), se cuantific6 por el método de la
cianometahemoglobina y se expresan en g/dL, 1 pL de sangre se adicion6 a 250 pL of Drabkin, la
concentracion se analizd por espectrofotometria a 540 nm. c) indice esplénico. Los datos se
expresan como la media =+ SEM y son representativos de 4 experimentos independientes (5 ratones,
por grupo). Los valores de p < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos, (?) en
comparacion con el grupo WT no infectado, (?) en comparacion con el grupo MIFKO Py 17XL dia 5
p.i. y (°) en comparacion con el grupo MIFKO Py 17XL dia 7p.i. () en comparacion con el grupo
MIFKO no infectado

11. PERSPECTIVAS

En conjunto los datos demuestran que los ratones co-infectados con T.
crassiceps no solo podrian usarse como modelo para investigar los mecanismo de
susceptibilidad durante la interaccion con Plasmodium, sino también como un
modelo alternativo para estudiar los mecanismos inmunopatogénicos, como la

anemia, caquexia y la esplenomegalia.

Estos datos también respaldan el papel de MIF en la malaria. Nuestro
resultados ilustran que la produccion de MIF en respuesta a la malaria participa en
el desarrollo de la inmunopatogenesis. Estos datos son importante para una futura
publicacién ya que proporcionan mas evidencia de que la respuesta proinflamatoria

debe ser regulada durante la infecciéon por Plasmodium.
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12. ANEXO 2

Preparacion de reactivos y solucines empleadas
Soluciéon A. Sulfato de Cu al 1% (1gr de CuSOa4 y llevar a 100 ml de H20

bidestilada)............ 1ml
Tartrato de Na y K al 2% (2gr de tartrato de Na y K y llevarlo a 100 ml de H20
bidestilada)............ 1ml

Solucioén B. carbonato de sodio al 2% en NaOH 0.01

13. ANEXO 3
Solucion hemolizante
Tris base 0.17 M (ICN Biomedicals Inc.)
NH4Cl 0.16 M (J.T Baker)

Se prepara para 300 ml
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More than one-third of the world’s population is infected with one or more helminthic parasites. Helminth infections are prevalent
throughout tropical and subtropical regions where malaria pathogens are transmitted. Malaria is the most widespread and deadliest
parasitic disease. The severity of the disease is strongly related to parasite density and the hosts immune responses. Furthermore,
coinfections between both parasites nccur frequently. However, little is known regarding how concomitant infection with helminths
and Plasmodium affects the host’s immune response. Helminthic infections are frequently massive, chronic, and strong inductors
of a Th2-type response. This implies that infection by such parasites could alter the host’s susceptibility to subsequent infections
by Plasmodium. There are a number of reports on the interactions between helminths and Plasmodium; in some, the burden of
Plasmodium parasites increased, but others reported a reduction in the parasite. This review focuses on explaining many of these
discrepancies regarding helminth-Masmodium coinfections in terms of the effects that helminths have on the immune system. In
particular, it focuses on helminth-induced immunosuppression and the effects of cytokines controlling polarization toward the Thl

or ThZ arms of the immune response.

L. Introduction

Currently, it is estimated that approximately one-third of the
almost three billion people who live on less than two US
dollars per day are infected with one or more helminths [1].
Human infections with these organisms remain prevalent in
countries where the malaria parasite is also endemic [2]. Con-
sequently, coinfections with both parasites occur frequently
[3, 4]. These interactions could have potential fitness impli-
cations for both the host (morbidity and/or mortality) and
the parasite (transmission). Several studies have shown that
the ability of a parasite to successfully establish an infection
will depend on the initial immune response of the exposed
host [5, 6]. When entering the host, a parasite will experience
an “immune environment” potentially determined by both
previous and current infections [7-9]. It is widely recognized
that, in the presence of Th2 effector response, Thl response

is suppressed and vice versa [10]. Thus, Th2-type response
evoked in response to helminth infection would in theory
have the ability to suppress proinflammatory Thi response
that generates immunopathology in Plasmodium infection.

Diespite the fact that helminth parasites cause widespread,
persistent human infection that results in a Th2 immune
response, the influence of helminths on the duration of
episodes of malaria in humans is not clear. The questions of
how the coexistence of helminths and Plasmodium parasites
within the same host might influence the immunclogical
responses to each species and whether interactions affect
resistance, susceptibility, and the clinical outcome of malaria
has yet to be answered.

In this review, we attempt to answer these questions and
particularly address whether the preexistence of a Th2/T
regulatory response induced by helminths could affect the
immune response against Plasmodium.
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Before analyzing the influence of helminths infection on
malaria, we must first briefly outline the immune response to
Plasmodium infection and later outline the immune response
to helminths parasites, as this is important to subsequent
analyses of how malaria can be modified by the helminths.

2. Plasmodium

Malaria is caused by protozoan parasites belonging to the
genus Plasmodium; it is transmitted by female Anopheles
mosquitoes. Plasmodium is still one of the most successful
pathogens in the world and is a major cause of morbidity and
mortality in tropical countries. Five species of Plasmodium
{i.e, B falciparum, B vivax, P malariae, P ovale, and P
knowlesi) are responsible for all human infections [11, 12].

Plasmodium parasites have a complicated, multistage life-
cycle involving an Anopheline mosquito vector and a verte-
brate host. The parasite develops in two stages in its human
host: in the liver (the exoerythrocytic stage) and in the blood
{the intraerythrocytic stage). The most characteristic features
of malaria in humans are a fever that occurs every 48 to 72h
depending on the species of Plasmodium, chills, headache,
and gastrointestinal symptoms. In a naive, untreated indi-
vidual, these can rapidly escalate into cerebral malaria (CM),
anemia, severe organ failure, and death [13].

2.1 Immune Response during Plasmodium Infection. The
immune response to Plasmodium is poorly understood; it
depends on the parasite species and the specific stage within
the host [12]. In addition, it is dichotomized into the preery-
throcytic response, which is directed against the sporozoite
and liver-stage parasites, and the blood stage response, which
isdirected against merozoites and intraerythrocytic parasites.

Although animal models do not fully replicate human
malaria, they are invaluable tools for elucidating immune
processes that can cause pathology and death [14]. Several
mouse strains have been used to study the immune response
to different combinations of Plasmodium species, such as P
berghei [15-20], P. yoelii [15, 21-24], P chabaudi [25-30], and
P vinckei [31] (Table 1). These malarial models suggest that
the efficiency of parasite control requires both a humoral
and a cellular immune response, most likely in cooperation,
although the importance of each is not entirely clear. For
example, immunity to the sporozoite depends on antibodies
to surface proteins, such as CSP-2 [32, 33] and liver-stage
antigen (LSA-1) [34]; these antigens induce the production
of antibodies that neutralize or block the invasion of hepato-
cytes [35]. Once sporozoites have entered the hepatocyte, the
parasite clearance in mice requires CDE" T cells [36], natural
killer cells (NK), and NKT and y8 T cells that produce IFN-
1 to eliminate infected hepatocytes [35]. When the parasite
invades red blood cells (RBC), it dramatically alters the phys-
iological and biochemical processes of its host cell. Parasite-
infected RBCs (pRBC) express parasite-encoded molecules
on their surface that affects the RBCs' mobility and trafficking
within the body. The parasite biomass increases very rapidly
and activates innate immune mechanisms, including NK cells
and 8 T cells [13].
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NK cells play an important role in restricting parasite
replication. The absence of NK cells is associated with low
IFN-p serum levels and increased parasitemia in mice
infected with P chabaudi [37]. Likewise, the absence of IFN-y
reduces the ability of mice to control and eliminate parasites,
eventually resulting in the death of the animals [38, 39].
Interestingly, macrophages (M), but not IFN-p, play a major
role in the control of early peaks in lethal infections with
P yoelii [40]. In addition, IFN-y produced by CD4™ T cells
plays a pivotal role in protective immunity against non-lethal
strains of Plasmoditm [41, 42]. In contrast, the infection with
P berghei ANKA induces high levels of IFN-y and TNF-«
which are associated with cerebral malaria [43]. However, the
peak of parasitemia in athymic mice tends to be similar to
the peak in WT mice. These results suggest that extrathymic
T cells are the major lymphocyte subset associated with
protection against malaria [44].

In a resistant strain of mice, the presence of the parasite
induces the production of proinflammatory cytokines, such
as IL-1, IL-6, TNF-&, and IFN-}. Furthermore, [L-12 is also
necessary for elimination of P chabaudi AS [45], P berghei
XAT [20], and P yoelii XNL [46].

Besides, the inflammatory cytokine MIF (macrophage
migration inhibitory factor) induces pathogenesis and sus-
ceptibility on BALB/c mice infected with P chabauds, high
serum levels of MIF correlated with severity of disease [47].
In addition, infection of MIF knockout mice with P chabaudi
increases survival [48].

CD47 T cells, together with B cells, are crucial to develop
efficient protection in murine experimental models [49, 50].
Whereas IFN-y, produced by TCD4+, activates Mg-medi-
ated responses [51], the antibodies produced by B cells inhibit
invasion of RBCs by the parasites [52], opsonize parasitized
RBCs, block pREC adhesion to the vascular endothelium,
and neutralize parasite toxins [35]. In addition, mice rendered
B cell deficient by treatment with anti-u antibodies or B cell
knockout mice (uMT) are unable to clear the erythrocytic
infection of P chabaudi [50, 53, 54]. Specifically, the early
acute infection is controlled to some extent, giving rise to
chronic relapsing parasitemia that cannot be cleared. Finally,
parasitemia can be reduced by adoptive transfer of B cells
[50].

Antibodies also induce pathology due to parasite antigens
that are freed and adhere to healthy erythrocytes; this gener-
ates anemia or autoimmune reactions that cause damage to
the kidneys and other tissues [55-58]. For example, patho-
genesis of malaria nephropathy is linked to subendothelial
deposits of immune complexes containing IgG and IgM
[59, 60]. The antibodies involved in the elimination of the
parasite mainly belong to cytophilic subclasses (IgGl and
1gG3) [50, 61]. In addition, high levels of immunoglobulin
E (IgE) correlate with protection against severe malaria [62-
64].

Interestingly, after the peak of parasitemia, cellular
immune responses should switch from Thl- to Th2-type
response in P chabawdi infected mice [65], because the
malaria pathogenesis is caused by inappropriate or excessive
inflammatory responses to eliminate the parasite [43, 66].
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Interestingly, Plasmodium can modulate the response of
antigen presenting cells, such as Myp and dendritic cells (DC],
which leads to suppression of the immune response [67]. In
the infection with P yoefii YM, the DC function is affected
by the presence of TNF- [68]. Wykes et al. suggested that
damage to the activity of DCs is due to a virulence factor that
is present in certain parasite strains because, when DCs were
transferred from mice infected with a “nonlethal” strain to
mice infected with a “lethal” parasite strain, the mice were
protected [46].

The regulatory T cells are extremely important to control
the inflammatory process in malaria, the number of CD4"
CD25" Foxp3” regulatory T cells (Treg) increases in mice
infected with P yoelii [69] or P berghei [70]. In addition, mice
infected with the lethal P yoelii X117 show higher levels of IL-
10 and TGF-f5 compared to mice infected with the nonlethal
strain P yoelii XN L, at early time points during infection [71].
Furthermore, the suppression of T cells induces lethality in
mice infected with P yoelii, while neutralization of TGF-§
and 11-10 decreases parasitemia and prolongs the survival of
infected mice [71, 72]. Accordingly, Couper et al. reported
that the main sources of IL-10 in lethal infection with P
yoelii are Treg cells [73]. Finally, the ablation of Treg cells
from P yoelii-infected DEREG-BALB/c mice significantly
increases T cell activation and decreases parasitemia [74]. In
addition, in mice infected with nonlethal strains of P yoelii,
the presence of cytokines such as IL-10 and TGF-§ during
the chronic phase of infection was detected [71]. Thus, these
data together suggest that the outcome of malaria infection
could be determined by the balance of proinflammatory and
regulatory immune responses, which could inhibit pathology
(Figure 1).

3. Helminths

Helminths are multicellular worms, some of which have
adapted successfully to a parasitic lifestyle. They can be clas-
sified into three taxonomic groups: cestodes (e.g.. Taenia
solium), nematodes (e.g., Ascaris lumbricoides), and trema-
todes (e.g., Schistosoma mansoni). Helminths vary in their
biology in terms of size, lifecycle, and the diseases they cause.
However, despite this complexity, helminths usually cause
asymptomatic and chronic infections [76]. Helminths are
among the most widespread infectious agents in human
populations, especially in developing countries; they affect
more than a third of the worlds population, and more than
20 species infect humans (Table 2) [1, 77-83].

3.1 Immune Response during Helminth Infections. Infection
of mammals by helminth parasites typically results in a
conserved series of immune events that are orchestrated and
dominated by T helper cell type (Th2) events, characterized
by the activation of eosinophils, basophils, and mast cells;
high levels of immunoglobulin E (IgE); and the proliferation
of T cells that secrete I1L-4, IL-5, IL-9, and IL-13 [84, 85].
Despite this response, helminths are able to modulate and
suppress the host immune response to promote their own
survival and their persistence in the host for a long time,
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Figume |- Representation of the course of Masmodium chabaudi
infection. Early infection with the erythrocytic stage is characterized
by the production of proinflammatory cytokines, such as IL-12
and TWF-z, and a pronounced IFN-p response. In addition, NO
produced by My helped control parasitemia {1). IFN-y activates
Mip-mediated responses, in particular phagocytosis and elimination
of pRBC (2). CD4* T cells, together with B cells, are crucial for
developing efficient protection (3). Thi production is downregulated
later by an increased Th2-type immune response following primary
infection (4). In a later stage of infection, after the peak parasitemia
has been reached, CIM T cells switch from a Thl to a Th2
cytokine profile (5). This switch helps B cells produce antibodies
{6). The antibodies inhibit the invasion of RBCs by the parasites,
opsonize parasitized RECs, or block pRBC adhesion to the vascular
endothelium (7, 8). The slow late switch from noncytophilic (IgM
and IgG2a) (7) to cytophilic subclasses (ie., IgGl and IgG3) (8) is
imvolved in parasite elimination (). However, IgE correlates with
protection against severe malaria. Figure modified from Langhorne
et al. 2004 [75] and Stevenson and Urban 2006 [67].

resulting in chronic infection [76, 86, 87]. These mechanisms
indude the ability to induce regulatory responses via reg-
ulatory T cells (Treg) which express molecules that inhibit
the immune response, such as glucocorticoid-induced TNE-
B-related protein (GITR) and the receptor cytotoxic T Iym-
phocyte antigen 4 (CTLA-4) [BB-91]. Treg cells also secrete
suppressive cytokines, such as IL-10 and TGF-§ [92]. On
the other hand, B regulatory cells (Breg) also contribute
to immune modulation and can release 1L-10 and restrict
proinflammatory responses [93]. Helminths also induce the
differentiation of anti-inflammatory Mg, called alternatively
activated Mg {AAMp) [ 94, 95], as well as regulatory dendritic
cells (DMCreg), which are characterized by the expression of
the regulatory cytokines IL-10 and TGE-3 [96, 97] (Figure 2).

This anti-inflammatory or regulatory response could
be potentially detrimental to the host if it interferes with
the development of protection against other infections that
require an inflammatory response, such as Lefshmania major
[9, 98] or Trypanosoma cruzi [8].

The hyporesponsive immune response induced during
chronic helminth infection affects not only the response to
helminth antigens but also to other antigens. Several studies
have examined the effect of infections on the immune
response to other unrelated antigens. In particular, it has been
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Tasie 2: Prevalence of common helminths in the world. These are estimates of the number of people with active infections. The number of
people potentially exposed or with subclinical helminthic infections is much higher.

Helminth Estimated number of infected people Ref.
Ascaris lumbricoides 1450 hillion [77]
Trichuris trichiuira 1050 million [77]
Ancylostoma duodenale 740 million [78]
Trichinella spiralis 600 million
Mematodes Necator americanus 576 million 1]
Brugia malayi 157 million [
Wachereria bancroftiand Brugia malayi 120 million [79]
Stromgyloides slercoralis 100 million [80]
Onchocerca volvulus 37 million [81)
Loa loa 13 million I
Trematodes Schistosoma spp. 207 million [83]
Fasciola hepatica 7 million
Taenia spp. 0.4 million [81]
Cestodes Hymenolepis nana 75 million
Echinococcus spp. 2-3.6 million [83]
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Frgure 2: Helminth infections are strong inducers of a Th2-type immune response. These infections are characterized by the expansion and
activation of eosinophils, basophils, and mast cells (1). Their upregulation due to high levels of immunoglobulin E (IgE) and the proliferation
of T cells that secrete [L-4, IL-5, IL-9, and IL-13 are part of the host immune response against the parasite (2). However, helminth infections
tend to be long-lived and largely asymptomatic because helminth infections are sustained through a parasite-induced immunomodulatory
network, in particular through activation of regulatory T cells (3) and systemically elevated levels of IL-10 produced by B regulatory cells (4).
They are additionally affected by the expression of the regulatory cytokines IL-10 and TGE-§, produced by regulatory dendritic cells (5) and
alternatively activated Mg (AAMgp) (6).



shown that the response to vaccines can be modified by the
presence of concomitant helminth infection. For example,
chronic Onchocerca infection [99], Lymphatic filariasis [42],
or Schistosoma [100] reduces the effectiveness of the tetanus
vaccine. Likewise, chronic Onchocerca infection affects Bacil-
Ius Calmette-Guérin and Rubella vaccinations [101]. Similarly,
Ascaris [umbricoides reduces the response to the oral cholera
vaccine, which can be restored by albendazole treatment
[102). However, helminthic infections are beneficial in the
control of excessive inflammatory reactions, such as Crohn's
disease [103] and ulcerative colitis [104], as well as in aller-
gic diseases [105-107] and autoimmune diseases, such as
encephalomyelitis [108, 109] and arthritis [110].

Deespite the widespread acceptance that helminthic infec-
tions influence each other directly or indirectly, little atten-
tion has been paid to helminth-Plesmodivm coinfections.
One reason is that the interactions involved are complex and
difficult to understand. Here, we will try to discuss several
reports about helminth-malaria coinfections to clarify the
consequences of this interaction.

4. Human Plasmodium-Helminth Coinfection

Plasmodium spp. infect between 349 and 552 million people
and kill over one million each year; approximately 40% of
the world’s population is at risk of being infected [2, 111].
Importantly, people living in malaria-endemic regions are
exposed to other pathogens, especially those associated with
poverty, such as helminths.

Several studies have been carried out to explore the
influence of helminths on Plasmodium infection in humans
(Table 3). However, the evidences described in these
researches are controversial. While some studies have
reported that helminth infection favors protection because
reduces the Plasmodium parasite density [112], promotes
protection against clinical malaria [113, 114], reduces anemia
[113, 115, 116], cerebral malaria [117] and renal failure [118]
(Table 3(a)). Other studies showed no influence of helminths
on the curse of Plasmodium infection [119-121] (Table 3(h)).
In contrast, others showed an increased susceptibility to Plas-
modium infection [114, 122], increased risk of complications
[123-125], anemia [125, 126], hepatosplenomegaly [127, 128],
and increased Plasmodium parasite load [129, 130] (Table
3.

Although a Th2 phenotype is a conserved response to
helminth infection in human and mice, the nature of the
host immune response varies considerably between species
of helminths; in some cases Thl immune response predom-
inates, depending on both the time of infection and the
helminth development stage [131, 132]. The time that Thi
immune response is sustained until it polarizes toward Th2,
could vary between species [133-135]. Thus, the controver-
sial results related to helminth-Plasmodium coinfection in
humans could be explained because many studies did not
consider critical features of the helminth parasite biology. For
example, the biological niche or parasite stage within the host.
Neither the previous time of infection with the helminth nor
the nutrition state and age of the host were taken into account.

BioMed Research International

Because all of these variables were not considered in
existing studies in humans and in order to establish a possible
consensus, we review in detail the murine Plasmodium-
helminth coinfections, which in theory, controlled variables
more rigorously.

5. Experimental Models of Coinfection

Although helminth infections in mice are a questionable
madel for chrenic helminth infections in humans, the fact is
that many intraintestinal helminths can reach large biomass
which can change the cytokine environment and there-
fore the possible mechanisms of response. By establishing
chronic infections and inducing strong Th2-type responses,
helminths could have a potentially significant influence on
the nature of the immune response in infected individuals
and hence modify their susceptibility to subsequent infec-
tions with other important pathogens, at least those that
require 2 Thi-type or mixed Thi-/Th2-type immune response,
such as Plasmodium sp.

5.1 Schistosoma-Plasmodium Coinfection. According to the
theory that Th2-type response evoked in response to
helminth infection would have the ability to suppress proin-
flammatory Th response that generates immunopathology in
Plasmodium-infected individuals, there are some reports of
experimental models of coinfection with Plasmodium berghei
ANKA (Pb) after Schistosoma mansoni (Sm) infection in ICR
mice or with Schisfosoma japonicum- (5j-) Pb in C57BL/6
mice 7 or 8 weeks after helminthic infection, respectively;
both coinfections showed a delay in death of mice [136, 137].
Interestingly, there was a reduction in the brain pathol-
ogy associated with high levels of the anti-inflammatory
cytokines IL-5, IL-10, and IL-13 [135-138].

In contrast, similar coinfection with Pb 7 or 8 weeks after
Sm infection showed an increase in mortality and parasitemia
in Swiss albino and C57BL/& mice [138, 139]. Moreover, the
coinfections in Swiss albine mice reduced the effectiveness
of antimalarial treatments and delayed elimination of the
parasite [139] (Table 4(a)). In these reports neither evidence
of immune response nor pathology data were shown. Thus,
we speculate that increase parasite load was probably due to
the presence of helminth than inhibited Thi-type immune
response which was able to contain the replication of Plas-
modium, and the increased mortality was due to parasite load
rather than a pathological Thi-state dependent. In line with
this hypothesis, coinfection with Plasmodium chabaudi (Pc)
at 8 weeks after Sm infection in C57BL/6 mice allowed high
Pe replication. This increase was associated with low levels of
the proinflammatory TNF-x [140].

Itis known that the immune response against Schisfosoma
shifts from an early helminth-protective Thi-type immune
response to a late helminth-permissive Th2-type response
during the course of infection [134]. Thus, the moment when
the second infection is acquired (2, 4 and & weeks post-
helminth infection) would be critical for disease outcome
and pathology [141]. These findings could be supported by
the fact that chronically Sm-infected BALB/c mice coinfected
(6 weeks) with the nonlethal strain Plasmodium yoelii NXL
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{PyNXL) showed high mortality. In contrast, no mortality
was ohserved in acutely (2 or 4 weeks) coinfected mice,
although they developed high parasitemia and hepatomegaly
was higher in coinfected mice compared with mice infected
with each parasite separately [141] (Table 3(a)). Therefore, the
time of previous infection may influence the response against
Plasmodium.

Together, these reports suggested that the Th2 response,
induced by Schistosoma, plays an important role in protecting
against immunopathology in cerebral malaria. However, the
presence of Schistosoma does not appear to modify the viru-
lence of Pb and, consequently, it does not alter the lethality of
Plasmodium infection.

Finally, one report scape to the theory that Th2-type
immune response evoked by the helminth infection would
possess the ability to suppress the proinflammatory Thl-type
response in its host. Sm-infected A/] mice coinfected at &
weeks with Pr were protected by the presence of concomitant
Sm infection. The mice escaped death due to malaria; this
effect was accompanied by enhanced levels of IFN-y [142]
{Table 4(a)).

5.2 Heligmosomoides polygyrus-Plasmodium  Coinfection.
Several studies used mice of the same genetic background.
Additionally, equivalent helminth and Plasmodium strains
have been used to explain whether previous helminthic
infection plays an important role in the immune response
against Plasmodium. Su et al. showed that C57BL/6 mice
previously infected with Heligmosomoides polygyrus (Hp) and
challenged with Pc either 3 or 5 weeks after helminthic infec-
tions developed high Pr-parasitemia and mortality, which
was associated with low levels of IFN-p and high levels of
TGF-f5 and IL-10 [143]. However, Hp-Pc coinfection at 2
weeks resulted in less severe pathology (i.e., less hypothermia
and hypoglycemia) and induced earlier reticulocytosis com-
pared with mice infected only with Pr [144] (Table 4(b)).

Helmby in 2009 showed that mice developed high mor-
tality in the Hp-Pr model when the two infections were
introduced simultaneously. The mortality was due to severe
liver pathology associated with increased IFN-y, IL-17, and
1L-22 Interestingly, when using an IFN-y and IL-23 knockout
strain, the mice survived the coinfection [145]. Thus, simul-
taneous Hp-Fr coinfection increased mortality, which may
be a consequence of a synergistic effect that increased the
inflammatory response (Table 4(b)).

In fact, in the first case, in which Hp-Pr coinfection
was performed at 3 or 5 weeks after the initial helminthic
infection, the high mortality observed may have been due
to the anti-inflammatory response generated by the pre-
vious helminthic infection, which inhibited the inflamma-
tory response necessary for control of the Plasmodium
infection. However, when the coinfection was performed
at the same time, mice developed a stronger inflammatory
response, which generated greater pathology and mortality.
This susceptibility is supported by the observation that
chronic helminthic infection suppresses effective vaccine-
induced protection against Plasmodium. However, when
mice were administered with antihelminthic Hp treatment
before malaria vaccination, the protective immunity against

Pe was restored [146]. Therefore, the timing of the infection
with Hp plays an important role in the type of immune
response that is generated within the host, and it determines
the susceptibility following challenge with Plasmodium.

The genetic background of mice infected with helminths
has a crucial role in the outcome of the immune response
to Plasmodium. For example, coinfection with the nonlethal
PyNXL strain at 2 weeks afier Hp infection in C57BL/6 mice
resilted in exacerbated pathology and poor survival of mice.
This susceptibility was associated with a reduced response
against PyNXL (ie., low levels of IFN-y) in the spleen cells. As
a consequence, it increased the activation of Treg cells [147].
However, the same coinfection at 3 weeks in BALB/c mice
decreased the pathology associated with low levels of TFN-
y and increased levels of IL-4, but not IL-10 [148]. Therefore,
the genetic background of mice infected with the helminth
determines the outcome of PyNXL infection (Table 4(b)).

‘What happens when a lethal strain of Plasmodium was
used in coinfection with Hp? The Pb ANKA infection in
CS7BL/6 mice induced typical symptoms of ECM [160,
161]. Coinfection with Hp-Pb ANKA 2 weeks after initial
helminthic infection did not modify the development of
ECM despite accelerated Pb growth in vive [149]. Likewise,
other results from the same model of coinfection in BALB/c
and C57BL/6 mice showed no differences in parasitemia,
anemia, or body weight in relation to mice infected only with
Plasmodium [150]. Therefore, Hp infection does not affect the
outcome of Ph ANKA (Table 4(b)).

5.3. Echinostoma caproni-Plasmodium Coinfection. Studies
in BALB/c mice infected for 3 weeks with E. caproni (Ec)
and then coinfected with the nonlethal strain PyNXL showed
that exacerbation of Plasmodium-induced pathology was
associated with a deficit in IFN-y production [148]. Similarly,
when Ec-infected mice were coinfected at 5 weeks, increased
mortality was observed. The exacerbated pathology was
reversible through the clearance of Ec worms via praziquantel
treatment [151]. However, coinfection at 5 weeks with the
lethal PyXL strain did not alter the course of infection; all
mice infected with PyXL (i.e., alone, in combination with E.
caproni, or praziquantel treated) died on day 10 after infection
[151] (Table 4(c)). Therefore, Ec infection does not affect the
outcome of lethal PyXL, but Ec infection affects the protective
response against 2 nonlethal Plasmodium strain.

5.4. Strongyloides ratti-Plasmodium  Coinfection. Murine
Strongyloides ratfi (Sr) infection is a transient helminthic
infection that is resolved spontaneously within 3-4 weeks.
This infection induces a strong Th2-type immune response
at day 6 after infection [135]. When BALB/c mice were coin-
fected with the nonlethal strain PyNXL at day & after Sr
infection, Sr induced a slightly enhanced peak of Plasmodium
parasitemia and loss of body weight. In contrast, in CS7BL/6
mice coinfected at day 6, parasitemia level and body
weight were not altered. Interestingly, the Th2-type immune
response induced by Sr was significantly reduced upon
PyNXL coinfection [152]. In addition, PyNXL clearance was
not affected by previous infection with 5r in either C57BL/G
of BALB/c mice. Moreover, infection with Sr in BALBfc
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mice did not change the efficacy of vaccination against Pb
ANKA [153]. Therefore, infection with Sr does not affect
the protective response against Plasmodium, although it
generates small changes in parasitemia levels; which is not
decisive for the outcome of Plasmodium infection (Table
4(d)).

5.5 Nippostrongylus brasiliensis-Plasmodium  Coinfection.
BALB/c mice infected with Nippostrongylus brasiliensis (Nb)
exhibit a strong Th2-type immune response [162]. Even so,
when BALB/c mice were coinfected with Nb and Pr simulta-
neously, the Th2 response against Nb was impaired by Plas-
modium. Interestingly, the Nb-Pe coinfection had a beneficial
effect; it slightly ameliorated the severity of malarial anemia
{SMA) and decreased parasitemia levels [154]. Similarly,
C57BL/6 mice infected for 3 weeks with Nb and then coin-
fected with Pb showed a delayed peak parasitemia and an
increased survival time [155]. Thus, the presence of concom-
itant Nb infection plays an important role in inhibiting
pathology associated with a challenge with Pc or Pb (Table
4ie)).

5.6. Coinfection with Other Helminths., Experimental models
of coinfection with Lifomosoides sigmodontis (Ls) 8 weeks
and Pr infection in BALB/c mice showed increased SMA and
weight loss associated with increased levels of IFN-y [156].
In contrast, coinfection with Ls 8 weeks and Pb infection
in C57BL/& mice showed significantly reduced ECM rates
associated with increased levels of IL-10. This protection was
inhibited in IL-10 KO mice [157]. High levels of IL-10 were
important in reducing pathology but also interfered with the
protective response to Plasmodium in the liver. In particular,
chronic infection with Ls interfered with the protective
efficacy of a vaccine against sporozoite Pb in the liver [153].
Therefore, infection with Ls exacerbates the pathology of a Pe
infection. In contrast, infection with Ls inhibits pathology in
Pb infection due to an anti-inflammatory cytokine response
(Table 4(f)).

In addition, CBA/] mice infected with Brugia pahangi
{Bp) for 1 week and then coinfected with Pb displayed a low
mortality rate, and mice were protected against the develop-
ment of ECM. This protection was associated with increased
serum IgE levels and Th2 cytokine production [158] (Table
4(g)). Similarly, infection with Trichinella spiralis (15) for 1
or 4 weeks in C57BL/6 mice greatly enhanced their resistance
against the fatal coinfection with P [159]. Therefore, these
observations suggest that the Th2-type immune response
reduces brain pathology and increases survival in Bp- or
T5-Pb coinfection, perhaps due to the anti-inflammatory
environment generated by the previous helminth infection
(Table 4(h)).

The studies described above lead to different conclu-
sions, while some of them suggest that prior infection with
helminths induces resistance to Masmodium [136, 137, 142,
148, 154, 155, 157-159], other studies do not show effects [149-
153] and finally some others demonstrated an increased sus-
ceptibility to Plasmodium infection [138-141, 143-148, 151, 153,
156]. These contrasting results may partially be explained
because this interaction is affected by the timing between the
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hosts” exposure to the helminth and Plasmodium. In addition,
the strain of each parasite is also important, coinfection
with nonlethal Plastmodium strains in the early stages of a
helminthic infection delayed the onset of parasitemia due to
early, specific high production of IFN-y, but this response
increased pathology. In contrast, a significant increase in
susceptibility to nonlethal Plasmodium was observed when
mice were coinfected with Plasmodium in the late stages of
helminthic infection, when the Th2-type immune response
is predominant.

Coinfection with lethal strains of Plasmodium in the late
stages of 2 helminthic infection inhibits severe pathology and
increases the survival of mice due to a decrease inflammatory
response (mainly IFN-p and TNF-xr). In addition, the pres-
ence of a late anti-inflammatory Th2-type immune response
induced by helminthic infection extended the survival of
mice susceptible to Plasmodium infection; this may be due
to a reduced pathological Thi-type immune response or may
be due to induction of protective mix of Th and Th2 immune
response. Recruitment and activation of My are essential for
the clearance of malaria infections, but these have also been
associated with adverse clinical outcomes [163]. Specifically,
immunopathology of severe malaria is often originated from
an excessive inflaimmatory Thi-type immune response. The
expansion of Treg cells and the alternative activation of Mg
by helminth infections may modulate the excessive inflam-
matory response to Plasmodium. Therefore, the chronic
helminth infections inhibited pathology and increased sur-
vival in the challenge with lethal strains of Plasmodium.

6. Conclusions

The findings in this review demonstrate that the immune
environment generated by a previous helminthic infection
influences the response against Plasmodium. A helminth
that persists in its host is able to significantly modify the
host's susceptibility to or protection from Plasmodium. These
modifications are dependent on the genetic background of
mice, the type of helminth, and the time-course of the
initial helminthic infection, which is crucial to the resulting
immune response to Plasmodium.

The impact of helminth- Plasmodium coinfection on acute
helminthic infection increased or synergized the Thi-type
immune response. This might be successful in inducing
a response that inhibits Plasmodium replication, but it
increases the pathology and mortality in the host. Alter-
natively, chronically helminth-infected mice showed a shift
toward Th2-type immune responses. This could render the
host more susceptible to Plasmodium infection and favor
their replication; however, this response protected the host
from severe malaria (Figure 3). Overall, these results suggest
that malarial immunity is influenced by helminth infec-
tions. Therefore, the study and manipulation of antimalarial
immunity seems difficult in the absence of any information
concerning the effects of helminths on this response.

7. Perspectives

The helminth-Plasmodium interaction may have undesirable
implications for global public health; for example, malaria

103



BioMed Research International 13

34
IE-y 24 SMA (L3) L )
THNE-x Severe © o |IENY  Severe SMA
(M — falar ‘”Fﬂ'{ L5 | g rnnlzrln{ ECM (3, Hp, Ls, fip, end Ts)
fLz - Mortality (Hg) [L-10 .
IL-22 IL-13
a5 13
" Chronic Chromic
malara TMEIHI]H}' T'I'l'l].f'lhz — malafa — Asymplomatic
stage stage
22 31 T
: Early | Parasiternta (5B} TGE- . Early
T;;hﬁl malaria ‘l' s F IFN-¥  malaria Thmmmu
slage TEumwl[Ep.Ts:I Lo INEassge | Morsaly (Sm. Hp, d Ko
1 1|||;|f
Infection fectlan
plasmodiim l'[mnumlm plsmodium | Transmissian
Thi Th2
1 2 3
Helminthic Acute helminth Chronic helminth
Infection nfection Infection

€ 1hland CAMp
(IFNy, TNF-g IL-12, end MO}

2, Tregs, and AAMgp
(IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, and I1-13)
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have developed complicated strategies to infect and successfully colonize their host. (1) In an acute helminth infection, an initial Thi-like
immune response (ie, IFN-y, IL-12, and classical activation macrophage (CAMip)) is associated with low parasite growth. (2) However, as
the parasite colonizes the host, the immune response rapidly shifis toward a Th2-dominant response (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, and AAMg)
in parallel with increased helminth parasitemia. (3) This “immune environment” determined by helminth infection modifies the immune
response and the susceptibility to Plasmodium. That is, acutely helminth-infected mice exhibited (2) decreased transmission of Plasmodium
(2.1}, decreased parasitemia and increased survival (2.2) due to high levels of IFN-y and TNF-x in the early stage. However, this immune
response increased mortality during the chronic stage of malaria (2.3) and increased severe pathology, such as ECM and severe malaria anemia
{SMA) (2.4). In contrast, chronically helminth-infected mice (3} increased the transmission of Masmodium (3.1), parasiternia and mortality
(3.2) due to high levels of IL-4, IL-10, and TGF-# and low levels of IFN-y and TNF-ar. However, during the course of the coinfection, the Thi
response against Plasmodium was increased. In fact, a mixed ThirThZ response during the chronic stage induced low levels of parasitemia
and was asymptomatic (3.3). Interestingly, chronic helminth infections inhibited severe pathologies caused by Plasmodium, such as ECM and
5MA (3.4), and increased the survival due to a decreased inflammatory response. Abbreviations: Schistosoma mansoni (Sm), Heligmosomoides
polygyrus (Hp), Echinostoma caproni (Ec), Strongwoides ratti (Sr), Nippostrongylus brasiliensis (Nb), Litomosoides sigmodontis (Ls), Brugia
pahangi (Bp), and Trichinella spiralis (Ts).

vaccines trigls do not consider the immune response to
helminths, and this could result in decreased performance
or cause adverse effects. Thus, a better understanding of
helminth-induced regulation in the antimalarial response is
indispensable for the rational development of effective anti-
malarial vaccines and novel therapies to alleviate or prevent
the symptoms of severe malaria. The risk that entire popu-
lations may have an increased susceptibility to Plasmodium
should invite study regarding the possible epidemiological
relevance of helminth infections and the impact of control-
ling them on malaria incidence. The presence of helminth
infections could represent a much more important challenge
for public health than previously recognized. Therefore, we
would emphasize that it is extremely important to carry
out experiments in animal models that use more rigorous
criteria to define exhaustively all the ramifications of immune

regulation and potential side effects of helminth infection in
the context of malaria. These results would allow extrapolate
the observation in human populations presenting malaria.
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Abstract

Although helminth-Plasmodium coinfections are common in tropical regions, the implications of this co-existence for the
host immune respanse are poorly understood. In order to understand the effect of helminth infection at different times of
coinfection on the immune response against Plasmodium infection, BALB/c mice were intraperitoncally infected with
Taenia crassiceps (Te). At 2 (Tc2) or § (Te8) wecks post-infection, mice were intravenously infected with 1 x 10°
Plasmodium yoelii (Py) 1 7XL-pansitized red blood cells. Py 1 7XL-single-infected mice developed cachexia, splenomeg-
aly, and anemia, and died at 11 days post-infection. Importantly, 7e2 + Py-coinfected mice showed inareased survival of
58% on day 11, but developed pathology (cachexia and splenomegaly) and succumbed on day 18 post<oinfection, this
latter associated with high levels of [L-18 and IL-12, and reduced [FN-y in serum compared with A 1 7XL-single-infected
mice. Interestingly, 7c8 4+ Py<oinfected mice showed increased survival up to 809 on day 11 and succumbed on day 30
post-coinfection. This increased survival rate conferred by chronic helminth infection was associated with a decreased
pathology and mixed inflammatory-type 1/anti-inflammatory-type 2 immune profile as evidenced by the production of
high levels of IL-12 and IL-10, and reduced TNF-x from macrophages, high levels of [L-4 and [L-10, and low levels of
[FN-y from spleen cells. Also high serum levels of IL-18, TNF-a, IL-12, [L-4, and IL-10, but a significant reduction of
IFN-y were observed. Together, these data indicate that polarization of the cell-mediated response modulated by a pre-
existing helminth infection differentially impacts on the host immune response to Py 17XL in a ime-dependent manner.

Keywords Co-infection - Mixed infections - Malana -Helminths - Taenia crassiceps - Plasmodium yoeli 1 TXL - Host-pathogen
interaction
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Multiparasitism is the rule in populations living in tropical
and subtropical countries. In particular, helminth and
Plasmodium infections coexist in mal ana-endemic regions,
where this disease is the main cause of morbidity and mor-
tality (Hay et al. 2010). Although helminth-Plasmodium
coinfections are common (Brooker et al. 2007; Salazar-
Castanon et al. 2014), the implications of this coexistence
for the host immune response and disease outcome are
poorly understood. The interaction involving immunolog-
ical responses between single<elled protozoan and multi-
cellular helminths is complex. Specifically, this is because
Plasmodium and helminths occupy different niches in the
host and elicit different types of immune responses.
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Helminth pamsites genemlly induce chronic md asymp-
tomatic diseases, and they have developed complex strabegies
to escape or modulate the rmmune response of their hosts
{Morzan and Chauvin 20007, These parssites suppress the
inflammatory-Thl mesponse by eliciting polarized Th? and’
or regulatory immune responses chameterized by high levels
of IL+4, IL-5, IL-9, IL-10, and IL-13 (Anthony et al. 2007);
regulatory pathways { Rodnguez-Sosa et al. 2002; Rodrigues-
Soza et al. 2004); and the modulation of mnate immune cells
such as macrophages (M) (Atochna et al. 2001; Jenkins md
Allen 2010) and dendritic cells (DC) (Everts et al. 2010;
Terrazms et al 2010),

Resistance to Plasmodium mfectons has been assocated
with an early md pronounced inflammatory Thi-type im-
mune response chamcterized by [L-12, TNF-oc, and [FN-y
production dunng the pimary infection (Langhorne et al.
2004), followed by a regulatory Th2 (L4 and IL-10) immune
response, which 15 required to control chromie parastemnz and
avoid pathologic damage due to exacerbated Thi-type re-
spomses { Schoficld and Grau 2005). Previous studies address-
ing hetminth- Flasmodium coinfection have suggested that im-
munomodulatory responses displayed by hedminths could af-
fact the outcomes of Flasmodium infecton; however, there 1s
no consensus on the resuls of this imtemction. While some
hummn and mimal observational sdies have shown that hel-
minth infections reduce the seventy of Plasmodium infecton
{Dolo et al. 2012; Doumbo et al. 2014; Nacher et al. 2000;
Righetti etal. 2012; Specht etal. 2010; Walnme-Grinberg o
al. 2000; Wang etal. 2013; Yoshida et al. 2000), other studies
have instead sugpgested that they increase the severity of
Plasmodium infections {(Anchang-Kimbi et al. 2007;
Degarege et al. 2000 Getie et al. 2005; Helmby 2009;
Legesse o al. 2004; Sangweme et al. 2000; Su et al. 2005
Tetsutani et al. 2009). To understand the effect that helminths
have on the mmune response to Flasmodium at different
times of comfection, we developed a coinfection mouse model
with Taenia crassiceps-Plasmodium yoelii 1TXL.

T crassiceps (Tc) 15 a helminth parasite that can be
found in its adult form in the small bowel of canids, where-
as the larval stape (metacestode) dwells within the perito-
neal and plewral cavities of mdents. In the larval stage, Te
reproduces asexually through budding, and 15 able to re-
mam m its hosts for long periods of tme with mimmal
damage (Peon et al. 2013). Experimental murine Te oysti-
cercosis has been shown to elicit 2 mpid and transient Thi-
type response mediated by the production of [FN-y and IL-
12, which 15 associged with a restniction of metacestode
growth (Rodrignez-Sosa et al. 2004; Terazas et al. 1999,
As the infection progresses, the Thl-inflammatory re-
sponse is replaced with & Th2- type msponse characterized
by IL-4, IL-5, and IL-10, which is associated with an in-
creased burden of cysticens (Rodrigues-Sosa et al. 2002).

This permissive response has been associated with the

) Springer

induction of myeloid suppressor innate cells {(Gomez-
Garein et al. 2005), downregulation of dendritic cells
(DC) (Reyes et al. 2009), and recrtment of alternatively
activated My (M2) (Reyes et al. 2010).

E yoelii 17XL strain (Py 17XL) is 2 mouse-specific
protozoan parasite and does not pose a risk for human
nfection. The expenmental muring infection with the A
17XL strain 15 a useful laboratory model for severe ma-
laria caused by Plasmodium falcipamum in humans, Py
I7XL is 2 highly vimlent mnd lethal strain in most mouse
genetic hackgrounds. Infection with Py 17XL results in
rapid parasite growth, body weight loss, splenomegaly,
severe memia, and death at 7 to 11 days postanfection
{Fu et al. 2002h). During the early stage of infaction with
Py 17XL. BALB/c mice develop a transitory activation of
Mo: weak production of IL-6, TNF-o, and IFN-y; sup-
pression of [L-4 and [L-12; and increased releass of IL-10
compared with mfection by the non-lethal Py 17 NL strain
{Chen et al. 20010; Fu et al. 20121). Numerous studies
have documented eary transforming growth factor beta
(TGF-f) pmoduction and megulatory Treg cell activation
after infection (Abel et al. 2006; Omer ot al. 2003).
Interestingly, enhanced TGFf and Treg cell responses
have also been associated with a faster growth mte of
the human malaria parasite £ folciparum (Good 2005;
Walther et al. 2005).

In this model of comfection, we analyzed the following
groups: (I} mice coinfected with Py 1 TXL after 2 weeks of
Te infection { 722 4+ Py); (I1) mice coinfected with Py 17XL
after 8 weeks of To mfection { 728 + Py); md as controls, (1)
Py 17XL-single-infected mice, (V) Te-single-infected
mice, (V) Tef-single-infected mice, and non-infected mice
We showed that Py 17XL-simgle-infocted mice succumbed
at 11 days post-infection. In Te2 + Py-coinfected mice, the
survival rate at 11 days was enhanced to 58%. This phenom-
enon was characterized by mereased serum levels of IL-1 6
and [L-12, and reduced [FN-y levels compared with Py
17X L-single-infected mice. Interestingly, survival at
11 days rmeached 80% in the To8 4 Py-coinfected mice. The
increased survival was associsted with a reduction in pa-
thology based on a mixed inflammatory-type 1/anti-inflam-
matory-type 2 immune profile charactenzed by high levels
of IL-12 and [L-10, and reduced TNF-o from M, high
levels of IL-4 and IL-10, and low levels of IFN-y from
spleen cells, and high serum levels of IL-16, TNF-o, IL-
12, IL-4, and IL-10 but low levels of [FN-y, all compared
with Py | TXL-simgle-infected mice. These data demonstrat-
ed that previous infection with the helminth 7o prolonged
survival following Py 17XL infection. Importantly, the re-
duced pathology confemred by Tt increased according to the
chronicity of the infection, demonstmting a modulation of
the immune response to malara following previous hel-
minth infection.
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Materials and methods
Miog

Six-to B-week-old female BALB/cAnN mice were purchased
from Harlan Labomtories (ENVIGO, Mexico) and maintained
in a pathogen-free envronment at the Facultad de Estudios
Superionss (FES)-Iztacaly, Universided Nacional Automoma
de Mexico (UNAM), Mexico.

Parasites and infections

a) Metacestodes of T ousgeaps (ORF strain) wene harvesied
under stenle conditions from the pentonzal cavity of famak:
BALB/cATN mice after 2 months of mfection. The ovsticer-
i wiere washed four imes with serile phosphate-buffered
saline (PBS; 015 M, pH 72). Expenmental infection was
achieved by intraperitonzal {i.p.) injection with 10 small
{2 mm n dizmeter) non-buddng cysticera of Tt suspended
i 13 mL of PBS per mouse. To confirm the changes n the
immuneresponses induced by Tt infection, non-infected and
Tosmgle-infected mice from 2 and 8 weeks post-mfedtion
were euthmzed viaan excess of COy0y and immeditely
bled by cardine puncture, followed by cantrifugation and
ser collecton. Seum samples wene sored at — 80 4C until
used for oytokine quantification. Cysticera from peritonzal

cavity wene enumerated for cach mouse.

b) P yoelii (Py) 17XL was kindly donated by Dr. W.
Jarm, Mational Institute for Medical Research, Mill
Hill, London, England; these parasites have been cryo-
preserved in liguid nitrogen. Single infection and co-
mfection (2 or § weeks after To infection) were per-
formed with this strin of Plasmodium by Intmvenous
{iv.) injection with 1% 1P Py 17XL-parasitized red
blood cells (pRBC). Three—6 mice per group were
comfected with Py 17XL at 2 or 8 weeks following
Tt infection. Mon-infected, Py 17XL single-infected
mice, and Jr-infected mice were used as controls
{Fig. 1). To follow the survival mte, two expenments
were conducted (3-5 mice per group). For cytolane
measurements and splesn anabyses, the mice were eu-
thanized under a C040; excess atmosphere at day 7
post-Fy 17XL infection.

Severity of the disease

The seventy of the discase was quantified in terms of survival
parasitemia, loss of body mass (cachexia), and loss of hemo-
globin concentration (used as m anemi mdicator). After Py
1 TXL infection, the mice were monitored daly to document
maortality and body weight loss on an electrome balance
(Citizen CX series, Mumbai, ndia).

Weaks post- ! Days post-
Taenia crassicaps infection i Plasmodium yoeli 17XL co-infection
Eumanasiaicyioking ! Eulhanasiasspiencmegal
number ol cystican | splesn calls macrophages’
135 mice) i cylokines (3-6 mica) (3-8 mics
. S N far grouip)
F — ¥ ¥ V)T
| Y N
I | > V) T2
Teirdection ,_,..-""j.‘”
1 i
{512 mical \‘ - L Ay
l I # || TceeFy

5 o8 a2 A 2
I

> Iy Ted+ Py

4 ﬂﬁlll'l?lﬂﬂ!-'lg

Py 1THL

ninstinn
Fig. 1 Experimenial design %is- o Sweek-old female BALBcAnN
e wee infected 1 p. with 10 meteesiodes of Toenia cravsceps (Te).
AL2EDork 1Tcﬂjuudcsrﬂm-in3tﬂm the mice wene com fected with
15 W Plarmedion yeelii (Py-1 TXL parasteed erythrocyiesi T2 + By
of Teb+ Py respoctively), Py 17XL, B2, md Tel, or non-infecied mice
wene mad & controls For quant fication of periioneal cysicencl and
Fre T qi‘nlr.i:rr.. nin-miected, T2, and T8 mice were euthantred and
bled 812 and B weels potinfection (35 mice per goup, two ndegpendent

X

EBody weight' Py parasiismia
hermoglobin cancentratian

experiments). B follow the survival rate o the 122+ Py, T8 + Py and Py
17TXL groups, two independent sperments wene performed (3-5 mice
per group) The hemoglobn concentration and body weight of the mice
wene o red daily post-Py 1 TXL mfection. To examine ¢ viokine pro-
duetion by periomeal Mg and splenocyies, a8 wd l s cell proliferation o
the T2 + Py, TER + Py, Py 1TXL, Te2, Tk, and nonvinfected groups, thres
independant experiments were performed al 7 das post-Py 1 TXL infee-
tiom (3-5 mice per group)
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Parasitemia

Pamsiterma was evaluated by daily cxamination of Giemsa-
stunad blood smears. Erumention of parsstema was pa-
formed under oil using 2 Zeiss Standard 20 microscope
{Carl Zeiss Ld., Webaryn Garden City ). Parasiternia of at least
0.5% was determinzd by counting the mumber of parasitized
erythrocytes present in a total of 200 red blood cells. Lower
levels of pamsiternia were assessed by counting the numberof
pansitized erythrocytes present in 50 fields. The coumse of
infection in each gmoup is presmted as the geometnic mean
of the parasitema percentage.

Quantification of hemoglobin concentration

The hemoglobin (Hb) concentrtion was messured by the
quantitative colorimetric method with dilution of 2 pl of
blood in 498 pl of Drabkins reagent (sodium bicarbonate,
potassium ferricyanide, and potassium cyanide: Sigma-
Aldrich, 5t. Louis, MO, USA). Next, 100 pL of this dilution
was added to a 96-well plat: nd analyzed by spectrophotom-
etry at 540 nm using an Epoch microplate spectrophoometer
(Biotzk, Winooski, USA). The absorhance and hemoglobin
concentration (Hb) were caloulated using a commerdal Hb
standard curve.

Spleen weight index

O day 7 after Plasmodium infection, the weights of the body
and spleen were measured. The splenic index was caleu lated
a5 the spleen weight to body weight mbio par mouse.

Soluble P. yoelii 17XL antigen (PyAg)

PyAg was obtained as described elsewhere (Lucas et al.
1993). Brefly, mice with 20-30% pamsiternia wen: eutha-
nized and blood was collected by cardiac puncture and pooled
in hepannized tubes containing 50 mM PBS, pH 7.2, The
blood was then passed through a column of cellulose CF11
to eliminate white blood cell. The red cells were washed two
times with PBS by centrifugation for 15 min at 750 g Red
blood cells were then lysed by treatment with 0.06% saponin
{Merck, Germany) in FBS by incubating samples at room
temperture for 10 min. After depletion of red blood cell the
liberated pamsites were washed two times with PES by cen-
trifugation for 15 min at | 8,000+g, and the resulting pelletwas
lysed in lysis solution (TRITOMN X-100 1%, 100 mM TRIS-
HCL pH & 5 mM EDTA) Mon-soluble material was then
separated by centrifugation for 30 min at 20,000=g. The quan-
tity of protan i solubke antigenie matenal was quantified
with protein Bio-Rad reagent (Bio-Had, Richmond, CA,
USA}L Rad blood cell extract from non-infected mice wene
prepared md used as controls.

01 springer

Soluble T, crassiceps antigen (TcAg)

Metacestodes of 7o were harvested under stenle conditions
from the peritoneal cavity of female BALB/c mice after
2 months of mfection and exhmstively washed with cold ster-
ile PBS. TeAg was propared by homogenization using whole
metacesides (10 mL volume) consisting of two rounds of 3 5
each with 1 homogemzer (Polytron PT 6100 Homogenwers,
Kinematica, VWE, USA). The homogmates werecentrifiged
at 20,0{k<g for 20 min at4 *C, and the supematants contan-
ing PB %-s0hble antigens wen: collected and frozenat — 80 °C
until use. The protin concentrtion was determined using the
Bradford protein kit assay {Bio-Rad).

Macrophage culture

Peritoneal exudate cells (FECs) were obtained from the
pentoneal cavity at 7 days post-coinfection under sterile
conditions using 10 mL of ice-cold Hank's halanced =alt
solution (Microlab, Mexico). Following two washes with
Hank's balanced solution, red blood cells were lysed by re-
suspending the cells in Boyle's solution (0,17 M Tris and
0.16 M ammonium chloride, all from Sigma-Aldrich).
After two washes with sterile PBS, the viable cells wene
counted using the trypan blue exclusion method (outmely
exceeding 95% ) with a Neubaner hemocytometer {Sigma-
Aldrich). PECs were adjusted to 5= 10° cells'mL in
DMEM medium supplemented with 10% fetal calf serum,
100 U of pemeil lm/streptomyein, and 2 mM glutamime (all
from GIBCO-BRL, Grand Island, NY, USA) and cultured
in 24-wel | plates (Costar, Cambridge, MA, USA). After 2h
at 37 %C and 5% COy, non-adherent cells were removed by
washing with warm supplemented DMEM medium.
Adherent cells (M) were removed from the plate by
washing with 5 mM EDTA in warm PBS and then adjusted
to 1% 10° cellsmL. These constituted = §5% of the Mg
acconding to flow cytometry analysis. Briefly, My wene
incubated with 10 pg/mL anti-CD16/32 in stain buffer
(1= PBS, 2% FBS, 1% NaM;) for 15 min, followed by
staining for 20 min with the Mg marker antibody (Ab)
APC-conjugated anti-F4/80, as well as the isotype control
Ab at the appropriate dilution previously determined by
titration. My were washed three ttmes with FACS buffer
and fixed in (L.8% paraformaldehyde before acquisition and
analysis (Attune MxT Applied Biosystems, Waltman, MA,
USA: all antibodies were purchased from Biolegend). One
million of My was plated in 12-well plates (Costar), left
untreated or shmulated with total Prdg (25 pg/ml) or
combined TeAg + PyAg (TePvag, 25 pg'mL for each an-
tigen). My were menhated for 48 b at 37 °C and 5% CO,.
Supematants were collected mnd stored at — 20 °C until use
for quantification of oytolane produchon (IL-15, THF-o
IL-2, and IL-110).
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Spleen-cell proliferation

Spleens were aseptically removed from infected, comfected,
and control mice under sterile conditions, Spleen cells were
obtained by mincing and filtlenng, and after washing cells
were resuspended in DMEM medium supplemented with
10% fetal bovine serum, 100units of penicillin/streptomycin,
and 2 mM glutaming (all from GIBCO). Splenocyies wene
then adjusted at a density of 5 10° cells/mL in the same
medinm. One hundred microliters of the cell suspension wene
seeded in 96-well flat-bottom culure plates (Costar) and stim-
ulated with either concanavalin-A (2 pg/mL) (Con-A; Sigma-
Aldrich) or PyAg (25 pg/mL). The plates were then incubated
at 37 °Cand 5% COs, for 72 h or 5 days with Con-A or PrAg,
respectively. Eighteen hours prior to culture termination,
0.5 pCi of tritiated thymidine (Methil-"H+20 Ci | mCi/mL
(37 MBg/mL) NETO27E 20 Cifmmmol, METRIX Lab, CD
MX) was added to each well. After further incubation for 18 h,
the cells were harvested using a 96-well harvester (Tomtec,
Hamden, USA) and then counted using a microplate counter
(Trilux, Hamaden, USA) The values are presented as counts
per minute (CPM). Supematants were collected and stored at
=20 °C until use in cytokine assays w determing the IFN-y,
IL-4, and IL-10 levels.

Quantification of cytokines

The spleen cell and Mip cultures supematants described above
anid serum samples from controls and experimental groups at
7 days post-comnfection with Py 17XL were collected and
stored at = 20 °C until used. The serum levels of pro-
inflarmmatory (IL-1§, IL-12, TFN-y, and TNF-u) and anti-
inflammatory (TL-4 and IL-10) cytokines were analyzed using
commercially avalable erryme-lmked immunosorbent assays
(ELISAs). The samples from spleen and My cultures wene
diluted 1:2 in PBS, whereas the serum samples were diluted
1:2 or 1:4 in PBS as necessary. The samples were tested ac-
conling to the manufeturer’s instructions (Peprotech-Mexico).

The optical density (OD) was measured wing m Epoch micro-
plate spectrophotometer (Biotek) at 405 nm.

Statistical analysis

Mormality was tested analvzing the Fisher-Pearson standard-
ized third moment coefficient; homogeneity of vaiance was
analvzed using Levene's test. When hetergeneity of variance
was detectad, Welch’s ANOVA was used. Parsitemia, body
muass, and hemoglobnconcentration data were analyzed using
ANOVA for repeated measurements, Splenic index, differ-
ences in cytoking levels, and spleen cell prolifertion were
analyzed using ANOVA, and Fisher’s LSD procedure was
wsed for multiple comparisons, The survival data wene an-
Ivzed using the Log-rank Mantel-Cox test Values of p <0035
were considered statistically significant, (a) compared with
non-infected. (b) compared with 2. (c) compared with T8,
(¥} compared with Py 1 TXL, and (&) compared with Te2 + Py
mice (SAS 9.0 software was used).

Results

Acute infection with T. crassiceps induces a type 1
immune cytokine profile, while chronic infection
generates a type 2 immune cytokine profile

To confirm the changes in the immune response ehcited by
hoth acute (2 weeks) and chronic (8 weeks) Te infections, we
infected BALB/cAnN mice with 10 cysticenci by Lp. injection
and determined their serum cyvtokine profiles at Te2 and T8
weeks postinfection, Te2-infected mice showed a polarized
Th-1 type immune response chamctenzed by significantly in-
creased levels of TL-12, TNF-or, and TFN-y compared to non-
infected (‘g < 0.05) or T8 mice (“p<0.05), which were asso-
ciated with a low number of paasites (Table 1), As infection
progressed, Todnfected mice displayved a Th2-tvpe profile
chamctenzed by higher levels of TL-4 and TL-10 compared
to non-infected (%p < 0.05) or T2 mice ("p < 0.05) along with

Table1 Parssite burden and serum concentration of TL-12, TNF-cr, TFM-y, TL-4, and TL-10at 0, 2 or § wecks after Thenia craseiceps infoction
‘Weeks afier infoction Numiber of parasiies IL- 12 pgimL THF-c¢ pg'mL IFN-y peimL IL4 pg'mL IL- 11 pg'mL
0 0 Wit12 W+324 32t6 151+ 16 154 +46

2 4112 108 + 290 214+ 142 1193 + 185 300+ 185 1124 +578*
g 40+38 457 +41 146+ 15 24+ 16 4016+ 5@ 4102+ 4278

BALB/c mice were ip. infeced with 1 metacestodes of Taenis crasiceps (ORF strain) and analyzod for parasitemia and serem levels of the cytolines
IL-12, TMF-ce, TFN-y, IL-4, and TL- 10atd, 2, and & weels post-infoction. The serum levels of cytokines werne detocted by ELISA (0 D, 405 nm). Values
represgnt e mean + SEM. Vahes of p <0005 were considered statistical ly significant

*Compared with the non-infocted
b Compared with Te2
“Compared with the Tef group

116



Paasol Res

atundmt number of T parasites inthe pertonezal cavity {ap <
(.05) (Table 1).

T. crassiceps coinfection delays the host mortality
induced by P. yoelii 17XL infection

Onee Tol- and Tef-infectod mice developed type 1 or type 2
mmmume profiles, respecively, they were confected with Py
ITXL. We evaluated Py 17XL parsstemi and the survival
rate n each comfected expenmental group and Py 17XL-
smgle-infected mice were usad as controls (Fg. 1),
Interestingly, the number of plasmodium pamsites found
m both T-24 Py and T8 + Py groups was significantly re-
duced at 5, 6, and 7 days post-ooinfection when compared
with those found m Py 17XL-single-infected mice (%p < 0.5).

Fig 2 Pre-infection with Taenia

cramsceps promoles red dance

sgsindt leihsl Plarmodicmyoeli @)
1 TXL infection. Mice were
infected 1 p. with 10 metosiodes
of Thenia crasceps for 2 (T2 or
B (TeR) woeks, and then they were
comfected with 1 x 10" A 17XL-
parasitzed erythrocytes (52 + Py
ot Teh+ Py, mapectively). By

1 K L-single-mfecied mice were
used & controk. a Pamiilemia
expredand a3 the percent of Py-
parrid i ved ervilrocites b
Cumulstive mortality of each ex-
permental group. Data are
expredaed &3 1he mean + SEM and J
are representative of twio mde-

penclent experiments with al kst 0~

Py 1 T¥L parasitemia {5}
F Y
=3
1

Nevertheless, from day 8 post-coinfection to 11 days,
coinfectad mice reached similar levels of parasitemnia as those
of Py 1TXL-single-infected mice (Fig. 2a). Importantly, the
Pyl TXL group meached 3 maximum of pamsitism of 64.5%
on day 11, while the coinfected groups reached parsstemia
greater than this. The Te24 Py group reached 2 maximum of
67.5% and the o8 + Py group reached 77% of pamsitermia on
day 18 after coinfection.

Furthermore, all Py 1 TXL-single-infected mice ware dead
at day 11 postinfection (median =85 days 95% CI 7 to 9
days), while 58% of 7524 Py-coinfected mice survived at
day 11(*p <005) compared with Py 1TXL (median = 12 days
95% CI 10 to 14 days) (Fig. Zb), although all these mice wen:
dead at day 18 post-Py coinfection. Strkingly, Tef + Py-
coinfectad mice showed 2 dramatic increase in survival rates

- Py
- Te2+ Py
= Tch+ Py

ihrwe—Five mice per goup. Values ——T
of p <005 were comidensd da- a 3
iistically s gnificant, | *) comypuaned
with Py 17TXL and @k ) compared
with T2 + Fymice
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given 80% of mice comprisig this group survived at day 11
as compared with Py 17XL-single-mfected mice (*p < 0.05)
or T2 + Py groups (*p <0.05), (median = 16 days 95% CI 15
to 24 days). Notably, some of these mice extended their
lifespan until day 30 post-Py coinfection (Fig. 2b). Taken to-
gether, these findings demonstrate that the presence of e pre-
vents severe pathology which leads to m important mortality
as seen in Py 17XL infection, and this phenomenon was in-
dependent of Py 17XL replication.

Chronic infection with T. crassiceps prevents cachexia
and reduces the loss of hemoglobin after P. yoelii
17XL coinfection

To understand how previous infection with 7¢ inareases the
survival of mice coinfected with A 17XL, we evaluated ca-
chexia associated with weight loss and anemia daily post-

Fig 3 Chronic infecton with a)
laenia ravsceps wduoes the 1
patology of Alasmodium yoelii .
17XL mfction. Mice weare |
infected ip. with 10 metscestodes
of Taenia crasiceps for 2 (1E2) ot
8 (128) weeks, and then mice were
comfected with 1 % 107 Py 17XL-
pamsitizal aythmcyes (22+
or T8+ Py mspectively). Py

17X Lsingle-mfected or non-
infected mice were used & cm-
1ok, a Percentsge weight clunge
was calailsied using the weightof
each animal st day 0. b
Hemoglobim concentsstion. Dits
are expresed & the mem + SEM
and am npresentative of two in- 50 =
dependent experiments with at

lasst hroe-five mice per group. : 1 .
Values of p< 0,05 were considered
statistically significant, (a) com-
paoed with the non-infecied group,
(*) compared with te A 17XL,
and &) compared with the 2+ 20
Pygmuwgp

.20 -

Change in body mass (%)

40+

Hemogkobm (giel)

coinfection; both parmeters are related to the pathology and
severity of Plasmodium infection (Perkms et al. 2011).

A 17XL single-infected mice grmdually lost weight by
approximately 21% from day 6 to day 11, when they died
(Fig. 3a). Te24 Py<omfected mice lost weight at the same
time and at a smilar percentage of approximately 20% from
day 6 to day 11. As shown before, they did not die atday 11:
however, they continued to lose weight until they died onday
I8 (Fig. 3a). Interestingly, 7c8+ Py<oinfected mice gained
weight on days 7-8 after Py 17XL coinfection compared with
Py 17XLsingle-infected (%p <0.05) or Te24 Py mice (*p <
0.05). However, after day 9 post<omfection, these mice lost
weight, although significantly less compared with 7c2 + Py
(*p < 0.05)Fig. 3a).

Py 17XL infection resulted in decreased hemoglobin levels
from days 4 to 11 postinfection. In contrast, 72 + Py and
Te8+ Py coinfected groups showed no decrease in

& Non infected
- Py

* Tc2+ Py
‘®* Tcbe Py

0 2 ¢ ]

| TR T TR AT PO L T |
a 10 12 AL 16 il 20

Days afer Psmodivm infection
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hemoglobin levels during the first 6 and & days post-comfec-
tion, respectively (Fig. 3b). However, Te? + Py mice on day 7
showed a significant hemoglobin reduction compared with
non-infected mice (‘p <0.05), and similar to Py 17XL
single-infected mice (Fig. 3b). Remarkably, the Te8 + Py
group from day 9 omwands showed a progressive and sigmifi-
cant reduction of hemoglobin levels compared with non-
infected mice (p <(L05); however, these were significantly
higher from days & to 1 5 compared with 722 + Py (*p < 0.03),
Taken together, these data indicate that chronic, but not acute,
nfecton with T prevented Py 1 7XL cachexia and faivored a
significant reduction in anemia, supporting the idea that
chromic Tr infection decreased the pathology camsed by Py
1 TXL infection.

Chronic T. crassiceps infection reduces
the development of splenomegaly after P. yoelii 17XL
coinfection

Spleen playsa key mole in the activation of te innate immune
response to malaria; it is invo bed m local expansion of mono-
eytic cells, removal of pRBC, and resistinee to severs anemia
(Engwerda et al. 2005). However, excessive inflammatory
responses triggered by Plasmodivm misction can promote
the development of splenomegaly. To evalate whether To
infection could modulate the development of splenomegaly
after Py 1 TXL confection, we determined the spleme index
at 7 days post-Py 17XL coinfection in all groups.

Py 1TXL, Te2 4 Py, and Tof4 Py groups exhibited a sig-
nificant increase in spleen size compared to 22, T8, or non-
infected mice (Fig. 4a). When the spleen index was calon lated,
Tc2 4 Py-coinfected mice showed asimilar splesn index to Py
1 7XL-single-infectzd, and both developed significantly
higher splenomegaly compared with Tefl 4 Py mice (Fig. 4b;
#45 20.05). These data demonstrte that chronic infection
with Tt reduces splenic damage/splenomegaly cansed by in-
fection with Py 1 TXL.

P. yoelii 17XL coinfection with chronially T,
crassiceps-infected promotes [L-12 and IL-10,
but decreases TNF-a production by macrophages
stimulated with the PyAg

The Myp-medisted innate immune response plays an impor-
tant mle in controlling parssite growth and anemia dunng
aeute Py 1 7XL infection (Couper et al. 2007). To investigate
whather Tt could modify the response of Mg to Py 17XL,
pentoneal My isolated at 7 days post-comfection were re-
stimulated i vitro with PyAg or ToPvAg, and cytokine pro-
duction was determined.

My from smgle Py | TXL-infected mice displived sigmfi-
cantly higher levels of [IL-1 f and THF-r, but similar level of
IL-12 md IL- 10 compared with Mip from non-infected mice

1 springes

(Fig. 5, b, ¢, d: *p <0.05). When we analyzed the effect of the
comfection, we found that Tef+ Py produced sigmificantly
less TNF-x than both the 724 Ay (“p<0.05) and Py 17XL
single-infected groups (Fig. 5h *p <0.05). Interestingly, the
lack of TL-12 production by My from Py 17X L-smgle infect-
ed mice was restored in My from T2+ Py and Tof + Py
coinfected mice (Fig. 5, *p < 0.05). Moreover, the magnitude
of [L-10 production in To8 4 Py-comfected mice was sigmfi-
cantly increased compared with A 17XL-single-infected
mice (Fig. 5d: *p <0.05). These results show that To8 + Py
comfection favored [L-12 and [L-10 production, and de-
creased THF - prduction compared with A 17XL single-
mfectsd mice.

M from Tc8 4 Py stimulated in vitro with TePeAg
displayed significantly higher levels of IL-16, THF-a, IL-
12, and IL-10 comparad with all other exparimental groups
(51 p=0.05). In contrast, Mg from T2 4+ Py coinfection
displayed similar levels of IL-15, TNF-o, IL-12, and IL-10
compared to Py 17XL-single-infected mice (51). Taken to-
gether, these data support that Mo obtained from 708 + Ay
comfection produce both pro-inflammatory (IL-1 6, THF-x,
IL-12) and anti-inflammatory cytokimes (IL-10).

Chronic T. crassiceps-P. yoelii 17X L coinfection impairs
the proliferative response in splenocytes

but promaotes high levels of PyAg-spedfic IL-4

and IL-10 production

To daterminate whether previous Tr infection modulates the
cellular proliferative response durmg coinfection, spleen calls
from Tc2 + Py or Tc8 + Py coinfected mice were obtained on
day 7 post-Py 1 TXL comfection; spleen cells from non-mfect-
ed, Py 17XL, T2, or ToB -single-infocted mice wene used as
controls. Spleen cells were stimulated with PrAg or Con-A
and the proliferative response was measured by tbated thy-
miding uptake (*H-TdR) in a 72-h or 5-day culture, respec-
tively; at these times, the cytokine production levels wers also
measured in the splenocytes cultines supernatints,

The prolifemtive response to PyAg was significantly
higher m splenocytes from Py 1 TXL-single-mfected mice
compared to splenocytes from non-infected (%p <0.05), T2
("p= 0.05), or T8 (°p < 0.05) mice, Importnty, ther: wer: no
sigmficant differences in the proliferative response batween
Te2+ Py, TcB4 Py, and Je-infected groups (Fig. 6a).
However, differences n cytoline production wene noticed;
splenocyvies from Py | TXL<ingle-infected mice stimulated
with PyAg produced significantly high levels of IFN-y com-
pared to non-infected mice (Fig. 6d: p < 0.05). Similar levels
of IL-4 and [L-10 compared with non-infected mice was ob-
served (Fig. 6b, ¢). The To2 + Py-coinfected group also pro-
duced IL-4 and [L- 10 levels smmilar to those produced by non-
mfected mice (Fig. 6b, c); however, they produced lower
IFM-y levels compared with Py 1 TXL-smgle-infected mice
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Fig 4 Taenia cravsiceps cronic a)
infection reduces splanomegaly.

Mice were infecied with 10
metacestodes of Taenia
cravsiceps for2 (Te2) o« 8

(7e8) weeks, and then coinfected
with 110" Py 17XL-parasitized
erythrocytes (Te2+ Py or T8 +
Py, respectively ) Nonvinfecied
mice, 12, Ic8, and Ay 17XL
smgle-mfecied mice were used =
controls. The plnic mdex was
determined at7 days post-Fy
17XL infection. a Representative
spleens, and b the splenic mdex
from infected and coinfected mice
a1 7 days after Py 1 7XL-coinfec
tion. Dats are expressed & the
mean + SEM and are represents
tive of three mdependent expen-
ments with at kst three-five
mice per group. Values of p <
0.05 were consxderd statistically
significant, (8) p <005 compared
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(Fig. 6d: *p <0.05). Interestingly, 7c8 4 Py<coinfected mice
produced higher levels of IL-4 and IL-10 (Fig. 6b, ¢, *p <
0.05) and lower levels of [FN-y compared with Py17XL-sin-
gle-infected mice (Fig. 5d: *p <0.05). These results showed
that although 708 + Py coinfection decreased the splenocyte
probiferative response, these cells also produced [L-4 and [L-
10 in response to PyAg.

In response to Con-A, splenocytes from the acute phase of
Py 17XL-smgle-infected mice displayed a significant decrease
in the proliferative response compared with non-infected mice
(82, *p <0.05). In the Tc2 + Py coinfection group, the
splenocytes prolifarative response also showed a significant
decrease compared with non-infected mice(S2, %p <0.05), sm-
ilar to Py 1 7XL-single-infected mice. However, m the 7e§ 4+ Fy
coinfection group, the splenocytes proliferation response was

significantly decreased compared with the A 1 7XL-single-
infected mice (S2, *p<0.05) and the 72 + Ay<coimfected group
(%p<0.05). Splenocytes stmulated with Con-A from 7e8 + Ay
coinfected mice produced higher levels of [L-4 (%p <0.05) and
IL-10 (p <0.05); and lower kevels of IFN-y (*p <0.05) com-
pared to Py 17XL-simgle-mfected or 7e2 4 Py groups (*p <
0.05, for each case) (S3).

T. crassiceps-P. yoelii 17XL coinfection increases
systemic IL-1B, TNF-q, IL-12, IL-4, and IL-10
but reduces IFN-y production

To determine whether previous infection with 7o modified the

systemic cytokine profile after coinfection, we evaluated the
serum levels of the pro-inflammatory cytokines IL-16,
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Fig. 5 Late Taemia crawiceps-Plammodiom yoelii 17XL comnfecton
promodes [L-1 8, IL-12, and IL-10 and deceses THF-x producton by
mascrophagpes stmulsted with Pydg. Periioneal M fom Pyl 7XL-single-
infected, Te2, 8,762 + Py, Tk + Py experimental groups were olsied at
7 dhays past-codn fection and stimulsted with PrAg (25 pe'ml). Cyioknes
a L-1f, b TNF-m, € 1L-12, and d 1L 10 wem mesiured in supermatans

TMF-w, IL-12, and IFN-y and anti-imflammatory cytokines
IL-4 and [L-10 at 7 days after coimfaction.

Py 17XL infection mducsd significantly higher levels of
the pro-inflammatory cytolanes TNF-o and [FN-y compared
with non-infected mice (Fig. 7h, d; *p <0.05). In confrast, no
significant changes in the IL-15, IL-12, and IL4 lovels were
observed compared to non-infected mice (Fig. Ta, ¢, 2).

Durmg Te2 + Py coinfection, higher levels of IL-1 6 and [L-
12 were detected compared with By 1 7XL-single-infected
mice (Fig. 7o, o *p <0.05). However, low level of IFN-y
was observed comparad with Py 1 TXL<single-infected mice
(Fig. 7, *p <005, Similar levels of anti-inflammatory cyto-
kines [L4 and IL-10 were detected compared to Py 1 7XL-
smgle-nfected mice (Fig. Te, 1.
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collected 24 h later. Data are expredded &3 the mean + SEM and are pep-
et ve of three Mdependent exper ments with at st thre—five mice
et groagp. Values of p < (W05 wee consldered datidically demifcant, (a)
comapared with the nondnfected group, (b) commpaned with the T2 goup,
(i) compared with e T8 group, (%) compared with the Py 1TXL goup,
andl (&) compared with the %2 + Py group

Tcfi 4 Py-comfected mice produced significantly mone
IL-1f, TNF-rx, and IL-12p40 compared with Py 17XL-
single-infected mice (*p <0.05) as well as compared
with Te2+ Py-comnfected mice (Fig. 7a, b, o ‘ip "
0.05). Importantly, they produced sigmficantly less
[FN-y than Py 17XL-single-infected mice, similar to
Te2 + Py-coinfected mice (Fig. 7d *n 20.05). Likewise,
they showed significantly higher levels of [L-4 and IL-10
compared with Py 17XL-single-infected mice (*p < 0L05)
or Tc? + Py-coinfected mice (5p <0.05) (Fig. 7). These
data suggest that the previous cytokine profile displayed
by Ted infection might reduce the levels of [FN-y and
promote [L-4 and IL-10 production in the To8+ Py-
coinfected group.
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Fig. 6 Late Thenia crawiceps-Plammodiaom yeelii 17XL comfecton
promotes high IL-4 and [L-10 producton by spleen cells afler PrAg
hmiul shan. Spleen calk Fronm Py 1TXL s'rgk; infected, T2, Tel T2+
Py and TR + Py expetmental groups were Solated st 7 days pod-coln
fection. a Proli feration was sasyed in freshly solsted spleen cells upon
stimulaton with A for 5 days. Cywokines b IL-4, eIL-10, and d IFN-y
were meaared m supenatanis The bars represent the mean + SEM

Discussion

The helmnth T crassiceps has the ability to modulate the
immune svstem from an early pro-inflammatory-type | to a
late anti-mnflammatory type 2 immune response (Temazas etal.
1998), This phenomenon has been wsed to determine how
helminth pamsites modulate the host immuneresponse of sev-
eral inflammatory diseases (Espinoza-lmenez et al. 20100;
Ledesma-Soto et al. 2015; Leon-Cabrem ot al. 20014; Reves
et al. 2011). Moreover, Te infection has ako been shown to
affect the success of subsequent infections in different ways

incorporation of 3H-TDR fom two mdependent experiments In by, ¢,
and d, data are expressed & the mean + SEM and ane repre sentative of
three independent experiments with &l st three—five mice per group.
Values of p < (W05 wene comtidensd statisticall y o gnificant, (a) comparnad
with the non-infected group, (b) compard with the 12 goup, () com
pared with the TR group, (*) compared withthe Py 1 TXL group, and (&)
compared with the T2+ Py group

with non-related parasites, such as Trypanosoma cruzi
(Rodnguez et al. 1999), Leishmania major, md Lekhmania
mexicana { Rodnguez-Sosa ot al. 2006).

The Py 1 7XL strun is lethal to most mouse penetic back-
proimds and tvpically cause high parasitemia, waght loss,
splenomegaly, ancmia, and death approximately 7 to 11 days
post-misction (Chen etal 2000; Fu etal. 2012b). Inthis study,
we demonstrated that survtval significantly improved when
Py | TXL mfection was performed 2 weeks after Te-mifection.
In addition, the survival mte was even greater when the inter-
val between two infections was 8 weeks compared with By
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Fig. 7 Late Taenia crasviceps-Plasmodium yoelii 17XL comfection  the mean+ SEM and are rey ive of three independent experiments

favors systemic IL-1B, TNF-e, 1L-12, 114, and 1110 but downregulsie
IFN<y production. Py 17XL-smgle-infected, 722, 768, %2 + Ay, and
TcB+ Py experimental groups were bled 7 days post-comfection and
serum samples were obtamed. Cytokmes a IL-1, b TNF-a, ¢ IL-12, d
IFN-y, € IL-4,and FIL-10 were messured m sera. Duta are expressed as

17XLsingle infecton. A reduction in A 17XL parasitemia
was detected in 7e2 + Py, which was similar to that observed
in 7c8 + Py<oinfected mice during the carly phase of A

@ springer

with st least three-five mice per growp. Values of p <0.05 were consid-
ered satistically significant, (a) compared with the non-infcted gowp,
(b) compared with the %2 group, (¢) compared with the T8 group, (*)
compared with the Py 17XL goup, md (&) compared with the T2+ Py
group

17XL infection. Interestingly, the Py 17XL parasite still rep-
licated in 7c2 4+ Py and 7c8 4+ Py coinfected groups after
11 days of coinfection, reaching higher levels of pamsitic
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burden than i Py 1 TXL-single-infected mice. Furthemmore,
the comfected groups survived longer than smgle Py 17XL-
infected mice, suggesting that the incresse m survival was
independent of pamsite Ay 17XL replication.

These results differed from other reports showing an in-
crzased pathology and mortality in helminth- Blasmodim co-
infecton, including studies in CS37TBL/G mice coinfected =i-
multaneously with Heligmosomoides polvgyrus-Plasmodium
chabandi (Helmby 2009), BALB/c mice coinfected at 2—
4 weeks with Schistosoma mansani-Plasmodium voelii WXL
(Sangweme et al. 2009), C5TBL6 mice coinfected at 8-
9 weeks with Schistosoma mansoni-Plasmodium berghei
ANEA (Bucher o al. 2011), and BALB/c coinfecied at days
910 with Nippastrongvlue brasiliesis-Plasmodium berghe
AMEA (Craig and Scott 2017). These contrsting results muy
be dueto modulation of the immune response acconding to the
time of pre-casting helmnth infecton. Moreover, the out-
come of Plasmodinm in coinfection could vary depending
on the mice penatic background, as well as the stmin of hel-
minth or Plasmodium. Thus, several factors, including chang-
es in the migoenvimnment of cyiolanes, are important for
maxdulating the immumne response to coin fection,

The exacerbated inflammatory Thl-type immune response
in murine Flasmodium infection has been associated with
splenomegaly, cachexia, anemiz, and death (Chen et al.
2014). Cachexinis an independent prognostic marker of sur-
vival in mamy chronic diseases including malaria. Here,
Tr2 4 Py-coinfeceed mice developed cachexiz but delayed
development of anemia, while the development of cachexia
was prevented and, splenomegaly and severe anemia wene
delayed in To8 + Pycomfected mice. These findings wene
similar to resuls reported durmg A brasiliensis-P chabandi
coinfection (Hoeve et al. 2009). Similarly, Tef + Py-
comnfected mice showed a lower splemic ndex compared with
T2 4 Pycomfected mice and Py 17XL-singke-infected mice,
suggestmg that previous chronic infection by o8 negatively
maodulated cell prolifaration in the spleen, despite the high
levels of both parssttes. Addionally, splenomegaly has been
associted with dissse outcome and 15 used a5 a robust indi-
cator of virulence (Huang etal. 200 6). Morsover, splmomeg-
aly has also been associated with extmmedulbry hematopoi-
esis; thus, the lower splemc index may represent a protecive
response to the loss of enythrocytes and direct the clinical
outcome in these mice

Agcording to the theory of immunosuppression, anmy con-
comitant infection that is acquired while the host is exparienc-
ing & phase of parasite-mduced immunodepression should be
able to establish iself more readily and become more vrulent
or pathogeme (Cox 20013, However, here, we show that this
phenomenon is not a rule; in our experimental model, the
pathology orginated by Py 1 TXL decreased in the TeB4 Py-
comfected group. This protection could be associated with a
significant increment of [L-12 and IL-10, and decreased

THF-x production by pertoneal Mo stimulated with Prag.
Momeover, although splenocytes from 7ol 4 Pycomfected
mige showad no significant differences m the proliferative
response to PrAg but significantly reduced prolifemtion in
vitro in mesponse to Con-A, to an even greater extant than Te
or Py 17X L-single-infected or Tc2 + Py<coinfected mice, these
cells were able © poduce high levels of Pudg-specific [L-4
and [L-10 md reduced levels of [FN-y. These findings corre-
lated with a lower splenic index, higher levels of hemoglobin
and better-preserved body weight in ToB 4 Py-coinfected
mice, Chur results are consistent with those of Lacerda-
Cugiroz o al., who showed that both [IFN-y-deficient and
IFN-y-deplated mice had higher body weights, reduced splen-
i damage, md longer survival time than Py N6 7C-infected
WT mice (Lacerda-Cuziroz ot al. 201 7).

Although [FN-y, TMF-cr, and IL-12 have been recognized
to be importantin rstricting parss e replhication and providing
prokection agamst Flasmodium infection (Mohan et al. 1997:
Stevenson etal. 1995), high [IL1-f, TNF-x, and [FN-y levels
in serum have also been sssociaked with sevens anemia (May
et al. 2000; Perlans o al. 2000; Yap and Stevenson 1994),
cachexia (Cmnon etal. 2007; Remels etal. 2010), and pathol-
ogy in response to Plasmodium infection (Prakash et al 2006;
Viogetseder et al. 2004). Here, we found that T-8+ Py
coinfectad mice developed higher serum levels of TNF-o
and IL-12 but also lower serum levels of [FN-y compared
with Py 1 TXL-smgle-infected mice. Importantly, despite the
raduced [FN-y levels in the coinfectsd groups, the parasitic
burden was delayed during early coinfection in both
coinfected groups, although this phenomenon was lost after
day & and the Py 17XL parasite contimued to replicats to mfoct
almost B of red cells in these groups.,

Despite the high pamsitemia that reached the Tof 4 Ay
group, it showed reduced anemia which could be assocated
with high serum levels of [L-1 f, TNF-a, and 1L-12. This s
supparted by previous ohservations that showed that the ad-
mmistration of recombinant [L-12 rlL-12) conferred protec-
tion agamst parssiterma, sevare memia, and mortahty by £
chabaudi (Mohan and Stevenson 1998; Su and Stevenson
2002). Moreover, dL-12 adminstration ncreased mice sur-
vival, and administration of the neutrlizng monoclonal anti-
bodies {(mAb) anti-TNF-a resulted in 100% mortality
(Sevenson e al 1995). In addition, [L-12 and [L-15 reduced
anemia by promoting erythropoiesis and its precursors
(Bigildeev et al 2005; Mohan and Stevenson 1998),

These data support the idea that an incresse in TNF-o [L-
1, and IL-12 levelsin the Te2 4 Py nd Tef 4 Py-coinfocted
mice reduced anemia and restricked Py 17XL replication dur-
ing the acute phase of Plasmodium infection. In contrast, re-
duced [FN-y kevels in seram and splenocytes as well as de-
creased THF-o0 production by peritoneal My may limit the
progression to severe [ife-threatering complications in Tof +
Py-comfected mice.
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Fig 8 Acute infection a5 a chronic stage of pre-exstent helminth Taenia
crassiceps miction differentially modifies the host immune response 10
Py 17XL coinfection. The scute stage of Taenia crassiceps infection (a)
favors the development of the pro-infl yype | 1 e
sponse, which 8 characierized by incresed Izvcls of IL-12, TNF-«,
and IL-1B produced by M@ (1), and IFN-y produced by Teells, among
other cells (2). During this stage, comfection with A 17XL (Py) (3)
reinforces the production of TNF-oc and [L-12 by M, although the
IFN-y produced by splenocytes is downregulated. This
proinfl y-type 1 i oy is asocised with an inital
restriction of £y parasite replication and & raluction of snemis; however,
it plays & limited role in the regulation of the infl y

Our findings are consistent with results reported for non-
lethal A 17XNL-infected mice, which showed that reduced
IFN-y and increased [L-4 and IL-10 serum levels were impor-
tant for the prevention of pathology (Bakir etal. 2011: Couper

@) Springer

Mixed inflammatory'anti-
inflammatory-Th2 response
{IL-18, IL-12, TNF-a
IL- 4 and IL-10)

Control parasite grown
Reduction anemia
Prevent pathology

{Caquexia and
Splenomegaly)

Survival 80% (at 11 days
post-coinfection)

pathology, and mortality (4). As the T infection progresses (b, doned
blue line), a shift from a type pro-inflammatory-type 1 to ant-
inflanmatory type 2 immune response oocurs (b), which & charscierizal
by the production of low levels of IL-18, TNF-a, and IL-12, and high
levelsof1L-10 by M@ (5), and IL4 and [L-10by roells((») AllhspalL
comfection with Py favors an infls ty /ant-in flar

respomse characterized by lltpmducmmofhyl levels oflL- l’:nl 10
by M (6) and high levelsof IL-4 and IL-10 but low levels of IFN-y by
splenocytes (7). This mixed profile of cytokmes ddays the replication of
the Py 17X L parasite, reduces the early pathology, and mereases survival
until day 30 @)

etal. 2008). Morcover, low levels of IL-10 and high levels of
TNF-x were associated with severe complications such as ane-
miz and cachexia (Kurtzhals et al [998: May ct al. 2000).
These fmdings are in agreement with the mareased levels of
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IL-4 and IL-10 a5 well as the reduced levels of IFN-y and
TMF-ox detected in the supematmt of the splenocytes and peri-
toneal My stmulated with PrAg from the T + Py group. In
contrast, T2 4 Py-comfected mice displayed lower levels ofthe
anti-mflammatory cyinlanes [L-4 and IL-10. These findings
coukd explan why T8 4 Pycoinfected mice showed signifi-
cantly mmproved survival sssociated with reduced cachesaa,
anemnia, and splmomegaly compared with the o2 4 Py- or
Py 1 TXLsmgle-misced mice

Based on the results penerated in this work, together with
results previously reported for the immune response mduced
by T, we propose a hypothetical model to explam the effect of
helminth infection on the immume response at different times
of coinfection with Py 1 7XL (Fig. §).

Agute infection with Tr induces a type 1 immune profik
charactenzed by increased levels of IL- 15, TNF-or, and IL-12
in serum. This previously established cytokine profiles influ-
ence the immune response and the couse of infection durmg
Ic2 4 Py coinfection: it delays replication of the Py 17XL
parasite and favors the production of TNF-o and IL-12 by
M, as well as IL-1§, TNF-a, and [L-12 m serum, and low
levels of IFN-v production by splenocytes. Although the cy-
toking profile ncreases survival il day 18, it has a limited
role in the regulation of pathology and mortality (Fig. Bal.

In contrast, in chronic infecton with 7. 2 type 2 mmme
profile charactnzed by low levels of IL-15, THF-cg [L-12, and
IFN-y, and high levels of IL4 and IL-10 m the serum is
estabhished. This cytokme profile sigmificantly influence the
immune response and the course of infection durmg the Tof +
Py comfection: it fivors an inflammetory/anti-in flammatory
Th mmune response characterzed by high levels of [L-12
and [L-10 from Mip, a5 well as [L-1§, TNF-or, and [L-12 in
serum. [mportantly, high levels of IL-4 and [L-10 md low levels
of [FN-y in splenocytes are produced. This mixed profile of
cytokines delays the replication of the Py | TXL pamsite, reduces
early pathology, and increases survival until day 30 (Fig. 8h).

Conclusion

(ur data demonstrate that chronic helminth infection in-
creases survival rates in Plasmodium comnfection, and that this
phenomenon 15 dependent on the modulahon of immunolog-
ical profile elicited by helminths according to the time of pre-
emisting nfection before infection with Alasmadium. The po-
larization of T cells towards cell-mediated responses in
Plasmadium mfections can be modulated by pre<asting fac-
toms inchiding cytokines mnd regulatory cells induced by hel-
minths. However, future studies an: required to achieve a bet-
ter understanding of the mechanisms involved in the anti-
inflammatory regulatory cell msponse induced by helminth
parasites during coinfecton with Plusmodium. Our fmdings
should be taken into account for the treatment of climcal

mumifestations of malaria md for strtegic immunization plans
in zones where these parasites are endemic.
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