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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 

infección 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 

infección por un helminto en la respuesta inmune contra la infección de Plasmodium 

(en diferentes tiempos de coinfección), desarrollamos un modelo murino de 

coinfección con el helminto Taenia crassiceps (T. crassiceps) y Plasmodium yoelii 

17XL (Py 17XL). Ratones BALB/c se infectaron vía intraperitoneal (i.p.) con 10 

cisticercos de T. crassiceps, después de 2 u 8 semanas (Tc2 o Tc8) se coinfectaron 

vía intravenosa (i.v.) con 1x103 eritrocitos parasitados por Py 17XL. Los ratones 

infectados únicamente con Py 17XL desarrollaron patología severa (caquexia, 

esplenomegalia y anemia), y todos perecieron en el día 11 post infección con Py 

17XL. De manera interesante, cuando los ratones presentaron una  infección aguda 

por T. crassiceps y se coinfectaron con Py 17XL (Tc2+Py 17XL), la sobrevida se 

incrementó hasta el 58% en el día 11, pero desarrollaron patología severa (caquexia 

y esplenomegalia) y perecieron en el día 18 post infección con Py 17XL, la cual 

estuvo asociada a los niveles elevados en suero de IL-1β, IL-12, TNF-α y una ligera 

reducción de IFN-γ comparados con los ratones infectados solo con Py 17XL. Cabe 

destacar que, cuando los ratones presentaron una infección crónica por                        

T. crassiceps y se coinfectaron con Py 17XL (Tc8+Py. 17XL), la sobrevida se 

incrementó hasta el 80% en el día 11 y perecieron hasta el día 30 post infección con 
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Py 17XL. Esta mayor tasa de sobrevida conferida por la infección crónica con T. 

crassiceps (Tc8) estuvo asociada con un retraso o disminución en la patología y a 

un perfil inmune mixto pro inflamatorio Th1/anti inflamatorio Th2, caracterizado por 

un incremento en la producción de citocinas como la IL-1β, IL-12 e IL-10, y la 

reducción de TNF-α de los Mφ, altos niveles de la IL-4 e IL-10 y los bajos niveles de 

IFN-γ de los esplenocitos, además de los altos niveles de citocinas en suero: IL-1β, 

IL-12, TNF-α, IL-4 e IL-10 y la significativa reducción de IFN-γ. Nuestros datos 

indican que la polarización de la respuesta inmune generada y modulada por el 

tiempo previo de infección con T. crassiceps, impacta de manera diferente en la 

respuesta inmune del hospedero y la patología hacia Py 17XL y depende del tiempo 

previo de infección por T. crasscieps. 
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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 1x103
 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-1β, IL-12 and TNF-α, and 

reduced IFN-γ 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-1β, IL-12 and IL-10, and reduced TNF-α from 

macrophages, high levels of IL-4 and IL-10 and low levels of IFN-γ from spleen cells. 

Also high serum levels of IL-1β, TNF-α, IL-12, IL-4 and IL-10, but a significant 

reduction of IFN-γ 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. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Infecciones parasitarias 

Las infecciones ocasionadas por parásitos 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 más grande lucha contra enfermedades 

infecciosas alrededor del mundo. Los esfuerzos para controlar algunas 

enfermedades como sarampión, la hepatitis B y la lepra han sido exitosos. Sin 

embargo, otras enfermedades infecciosas (las más 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-económico (promueve la pobreza y 

limita el progreso ); el parásito ha resistido todos los esfuerzos para su control y 

representa uno de los mayores retos a la salud pública mundial [5].  

1.2. Malaria 

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

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

parásito se transmite por la picadura del mosquito hembra infectado del genero 
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Anopheles infectado. Plasmodium es la principal causa de morbilidad y mortalidad 

en las regiones tropicales. La malaria humana se origina por la infección 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 eritrocítico, 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. Taxonomía del parásito 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 

patógeno, se estima que en el 2018 se presentaron 228 millones de casos clínicos 

y 405 000 muertes a escala mundial [7]. Aproximadamente, el 77% de las muertes 

asociadas a malaria en todo el mundo ocurren en niños menores de 5 años. En 

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

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Robert_Whittaker
http://en.wikipedia.org/wiki/Lynn_Margulis
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Plasmodium Características de la infección humana 
Ciclo 

eritrocítico 

P. falciparum 

Welch, 1897. 

Causante de la malaria más severa. Genera infecciones 

crónicas, pero no se desarrolla la forma de hipnozoito (estadio 

que permanece en latencia y persiste en el hepatocito), por lo 

que no se presentan recaídas. Puede ser fatal. 

48 h       

afecta todo 

tipo de 

eritrocitos 

P. vivax 

Grassi & 

Feletti, 1890. 

El principal causante de la malaria clínica. Se desarrolla la 

forma de hipnozoito y se pueden presentar recaídas muchos 

años después de una aparente cura. Rara vez es fatal. 

48 h         

solo afecta 

reticulocitos 

P. malariae 

Laveran, 

1881. 

Casos poco frecuentes, causante de la malaria clínica, 

especialmente en África. Las infecciones sin tratamiento 

pueden persistir en niveles bajos de parasitemia por varias 

décadas. 

72 h       

afecta 

eritrocItos   

P. ovale 

Stephens, 

1922 

Existen pocos casos y son causantes de una malaria clínica 

moderada. Se puede detectar en infecciones mixtas con otras 

especies. Se desarrollan hipnozoitos y pueden existir recaídas. 

50 h          

solo afecta 

reticulocitos 

P. knowlesi 

Sinton, 1932 

Causa una zoonosis (se transmite entre macacos y humanos 
a través del vector). Los pacientes desarrollan 
hiperparasitemias y malaria severa. Puede ser fatales. Su ciclo 
es asincrónico. 

24 h 
afecta todo 

tipo de 
eritrocitos 

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

M. Stevenson et. al. 2004. 

1.3. 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 reproducción sexual (gametos, zigoto, oocisto, oocineto y esporozoíto) y un 

hospedero vertebrado (esporozoítos, etapas asexuales exoeritrocítica e 

intraeritrocítica y gametocitos). Cada etapa el parásito expresa proteínas 

específicas, por lo que su estudio se vuelve complejo. Además, en su hospedero 

humano, el parásito se desarrolla en dos etapas: en el hígado (etapa exoeritrocítica) 

y en la sangre (etapa intraeritrocítica) [9]. 
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La infección en el humano comienza cuando la hembra del mosquito del 

género Anopheles infectada inyecta de 10-100 esporozóitos asexuales a través de 

la saliva durante la hematofagia. Una pequeña cantidad de esporozoítos permanece 

en la piel; otros esporozoítos penetran en los vasos sanguineos, viajan al hígado e 

invaden a los hepatocitos (típicamente de 1 a 10 por célula). Dentro del hepatocito, 

se desarrolla la esquizogonia pre-eritrocítica, los esporozoítos se desarrollan por un 

período aproximado de una semana en un esquizonte exoeritrocítico que contiene 

entre 30,000 a 40,000 merozoítos. Dos de las cuatro especies que infectan al 

hombre (P. vivax y P. ovale) pueden desarrollar hipnozoítos, el estadio latente que 

puede provocar reinfecciones meses o años más tarde. P. falciparum no desarrolla 

esta forma latente. El esquizonte, junto con el hapatocito infectado, se rompen para 

liberar a los merozoítos, los cuales pueden reinfectar hepatocitos o infectar 

eritrocitos. Esto inicia el ciclo de esquizogonia eritrocítica, mediante el cual los 

merozoítos se expanden a través de las etapas intermedias trofozoíto de anillo y 

trofozoíto maduro, en un periodo de 48-72 horas. Durante este tiempo, el merozoíto 

invasor se desarrolla finalmente en un esquizonte dentro de una vacuola 

parasitófora en el eritrocito donde da origen a 20 nuevos merozoítos, 

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 reproducción esporogónica se lleva a cabo en el mosquito hembra 

Anopheles que ingiere los parásitos durante la hematofagia de personas infectadas, 

los gametocitos pasan por el tubo digestivo, ya en el estómago del mosquito, los 

gametos salen de los eritrocitos infectados y ocurre el proceso de exflagelación del 
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gameto masculino, la fertilización del gameto femenino da lugar a los ooquinetos 

que atraviesan la pared intestinal, y se transforman en ooquiste que contienen 

esporozoítos inmaduros, con la ruptura del ooquiste se liberan y se diseminan 

dentro del cuerpo del vector, viajan a las glándulas salivales del mosquito, vía por 

la cual se inoculan los esporozoítos en la próxima alimentación del mosquito, dando 

inicio de nuevo al ciclo de vida (Fig. 1) [10].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura. 1. Ciclo biológico de Plasmodium. En el proceso de hematofagia la hembra de mosquito 

Anopheles inocula los esporozoítos en el hombre (1). Los esporozoítos infectan a los hepatocitos (2) 

y se multiplican por esquizogonia (3) dando lugar a la formación de merozoítos (4). Después de esta 

multiplicación en el hígado (esquizogonia exoeritrocítica) (A), el parásito invade a los eritrocitos, 

entonces el parásito se reproduce por esquizogonia (esquizogonia eritrocítica) (B) y se liberan 
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merozoítos que  invaden  a nuevos eritrocitos (5). En el eritrocito se lleva a cabo otro ciclo de 

reproducción asexual y se forman  trofozoítos anulares que se convierten en esquizontes que 

originan nuevos merozoítos (6). Algunos parásitos 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 multiplicación del parásito 

en el mosquito se conoce como ciclo esporogónico (C). Los microgametos fecundan a los 

macrogametos y se desarrollan los zigotos (9). El zigoto se convierte en ooquineto móvil (10), invade 

la pared del intestino y se convierte en ooquiste (11). El ooquiste desarrolla en su interior 

esporozoítos (12), que una vez liberados ascienden a las glándulas salivales. La inoculación de los 

esporozoítos en un nuevo hospedador perpetúa el ciclo de la malaria (1). Tomado de  

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

 

1.4. Cuadro clínico de la enfermedad 

La sintomatología de la malaria se desarrolla, generalmente, dentro de los 10-

15 días posteriores a la infección y está asociada con la ruptura de los eritrocitos 

parasitados. Los enfermos presentan fiebre, escalofríos, sudoración, cefaléa y 

mialgias. Con menor frecuencia, manifiestan tos, dolor abdominal, nauseas, vómito 

y diarrea. La enfermedad pueden escalar rápidamente hacia una malaria severa, 

desarrollándose: malaria cerebral (CM), falla renal, falla hepática, anemia grave, 

trombocitopenia, síndrome de esplenomegalia híperreactiva (HES), acidosis 

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

Las principales amenazas clínicas 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 proporción de sobrevivientes sufren daño 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. Distribución mundial 

La malaria está restringida a altitudes inferiores a 1500 metros, en zonas 

tropicales y subtropicales. Aún así, aproximadamente el 50 % de la población 

mundial está expuesta a la malaria. En el 2016, 91 países estaban clasificados como 

zonas endémicas de alto riesgo de transmisión activa de malaria, de los cuales 21 

pertenecen a América Latina, entre ellos México (Fig. 3) [13]. 
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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 área de riesgo estable de transmision, principalmente en África, Yemen, Arabia 

Saudita (753.38 millones), centro y sureste asiático (658.04 millones) y América 

(31.41 millones)(Fig. 3) [14]. En México las áreas de alto riesgo de infección 

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 Panamá) de los cuales el 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Porcentaje de poblacion mundial en riesgo de infección por malaria. Imagen tomada de 
Eikenberry SE, Gumel AB, 2018. 
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Figura 4. Áreas con trasmisión de malaria en México y distribución espacial de P. vivax en el 2010. 

Imagen tomada y modificada de Howes RE. Hay SI 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 patógeno manifieste la evolución o 

desarrollo de la enfermedad; asimismo, que presente los cambios histopatológicos 

y de los mecanismos inmunológicos asociados con la fisiopatología; 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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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. 

Especie de 
Plasmodiu

m: 

Subespeci
e: 

Clona 

Cepa de 
ratón 

susceptible a 
la anemia  

Aplicación en la investigación 

P. berghei 

P. berghei 
ANKA 

C57BL/6: Letal 
CD-1: Letal 
BALB/c : Letal 

Se utiliza como modelo experimental de CM. 
Identificación de la variación genética en el desarrollo de 
CM. 
 

P. berghei 
K173 

C57BL/6: Letal Se utiliza para estudiar la patogénesis, difiere en algunos 
aspectos de la patogénesis, lo cual indica la influencia 
de la variación genética del parásito. 

P. berghei 
NK65 

C57BL/6: Letal Es usa como modelo de malaria no cerebral, induce un 
aumento progresivo de la parasitemia, inflamación 
hepática intensa y muerte.  
 

P. berghei  
XAT 

Control 
espontáneo  

Variante atenuada por irradiación de la cepa letal Pb 
NK65. Se utiliza para la comparación de la respuesta 
inmune y patogénesis entre parásitos letales y 
atenuados.  
 

P. yoelii 
 

P. yoelii      
17 NXL 

BALB/c: No 
letal 
 

Se utiliza para estudiar los mecanismos inmunes y la 
patogénesis. Py A1 es una línea leve que está 
restringida a los reticulocitos. 
 

P. yoelii 
17XL 

BALB/c: Letal 
C57BL/6: Letal 

Se utiliza en la identificación de posibles vacunas y la 
respuesta inmune. 
. 

P. yoelii    
YM 

CBA: Letal Py línea YM genera una infección altamente virulenta 
que se multiplican tanto en reticulocitos como en 
eritrocitos. 
 

P. yoelii     

YA 
CBA: No letal Py línea YA es más viruleta que la línea leve YP y YM. 

Las líneas YM/A difieren adicionalmente en enzimas y 
marcadores de sensibilidad a fármacos. 
 

P. chabaudi 
 
 

P. chabaudi 
AS 

A/J: Letal 
C57BL/6:No 
letal 
BALB/c: No 
letal 

Se utiliza en el estudio de los mecanismos inmunes, la 
susceptibilidad y la inmunoregulación de las citocinas. 
Además, para identificar y estudiar loci de 
susceptibilidad y las base inmunológica de la patología. 
 

P. chabaudi 

AJ 
BALB/c: No 
letal 
 

Se utiliza para estudiar vacunas experimentales y 
procesos inmunológicos que controlan la 
hiperparasitemia. 
 

P. chabaudi 
Adami DS 

C3H:  Letal 
C57BL/6: No 
letal 
 

Cepa de rápido crecimiento y alta patógenicidad. Causa 
una infección letal media, induce una anemia severa y 
pérdida de peso. 

P. chabaudi 
Adami DK 

BALB/c: no letal 
C3H: no letal 
 

Cepa de crecimiento más lento y menor patógenicidad,. 
 

P. vinckei 

P. vinckei 
vinckei 

BALB/c: Letal 
AKR: Letal 
 

Se utiliza para estudios de quimioterapia y patogénesis. 
Causa una hiperparasitemia agresiva y descontrolada.  
 

P. vinckei 
petteri 

AKR: Letal 
AKR: no letal  

Se utiliza para la detección de drogas sensibles contra la 
malaria y estudios inmunológicos. 
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1.7. Respuesta inmune a malaria 

La respuesta inmune hacia la malaria es compleja y poco entendida; la 

respuesta que se desarrolla hacia el parásito depende de la especie de 

Plasmodium, el estadio específico dentro del hospedero y del estado inmunológico 

del hospedero [19].  

La respuesta inmune más estudiada en los modelos murinos es la que genera 

la infección no letal con P. chabaudi en las cepas de ratones BALB/c y C57BL/6, y 

la relacionada a la infección letal en las cepas de ratones A/J y DBA/2 [20]. La 

infección por P. chabaudi en ratones induce una rápida y marcada respuesta 

proinflamatoria, con producción de la IL-1β, TNF-α, IFN-γ 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 Th1 hacia un perfil tipo Th2 

[24]. Este cambio de Th1 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 parásito atraviesa dos etapas principales, la que se 

presenta en el hígado (etapa exoeritrocítica) y la que se presenta en la sangre 

(intraeritrocítica), cada una con una respuesta inmune específica.  

En la etapa exoeritrocítica, la inmunidad contra los esporozoítos depende de 

los anticuerpos contra proteínas de superficie, como la proteína de superficie del 

esporozoíto (circumsporozoite protein-2 [CSP-2]) [27] y contra antígenos 

específicos del estadio hepático (Liver Stage Antigen-1 [LSA-1]) [28]. Éstos 

antígenos inducen la síntesis de anticuerpos que neutralizan o bloquean la invasión 

de los hepatocitos. Una vez que los esporozoítos han entrado al hepatocito, la 
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eliminación del parásito requiere principalmente de los linfocitos T CD8+ (citotóxicos, 

expresan en su superficie el correceptor dímerico CD8) [29], de las células 

citotóxicas naturales (NK), de las células T citotóxicas naturales (NKT) [20] y de las 

células T gamma delta (Tγδ) [10] que producen IFN-γ para eliminar a los hepatocitos 

infectados.  

En la etapa intraeritrocítica, el parásito altera la fisiología y procesos 

bioquímicos de los eritrocitos, los cuales promueve la expresión de moléculas 

parasitarias en su superficie que más tarde afectarán la reología del eritrocito. La 

biomasa del parásito se incrementa rápidamente y activa a los mecanismos de la 

inmunidad innata, incluyendo a las células Tγδ y las NK [5].  

Las células Tγδ son la principal fuente de IFN-γ, y una fuente importante de 

TNF-α durante la fase temprana de la infección por Plasmodium [30]. La expasión 

de células Tγδ durante la infección con P. chabaudi o  P. falciparum.se correlaciona 

con protección (disminución de la parasitemia y malaria no complicada) [30, 31] 

Las células NK participan en la restricción de la replicación del parásito. La 

ausencia de las células NK se ha asociado con bajos niveles séricos de IFN-γ y un 

incremento en los picos de parasitemia durante la infección por P. chabaudi [32]. 

Del mismo modo, diversos estudios en diferentes cepas de ratón, en combinación 

con diferentes cepas de Plasmodium, muestran claramente que la ausencia de IFN-

γ 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 macrófagos (Mφ), y no el IFN-γ, juegan un 

papel importante en el control de los picos tempranos en la infección letal con P. 

yoelii 17XL [35]. No obstante, el IFN-γ 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 infección con la cepa letal P. berghei ANKA las 

concentraciones altas de IFN- y TNF- tienen un efecto patogénico [25].  

Los monocitos y los Mφ son importantes en la eliminación de eritrocitos 

infectados, ya que los fagocitan en ausencia de anticuerpos citolíticos específicos 

para el parásito o bien porque los anticuerpos favorecen la opsonización. Asímismo, 

por el estímulo con IFN-γ, los Mφ funcionan como células efectoras que producen 

moléculas contra el parásito como el óxido nitrico [29, 35]. No obstante, los Mφ 

también se han relacionado con resultados clínicos adversos [37]. 

Las células dendríticas (DC) fagocitan eritrocitos parasitados y se activan in 

vivo en el bazo, procesan y presentan los péptidos de las proteínas del parásito en 

un contexto de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase II 

(MHC-II) [20]; concomitantemente, los antígenos estimulan el incremento en la 

expresión de moléculas coestimuladoras en las DC lo que induce la producción de 

citocinas proinflamatorias [20]. 

La internalización de los eritrocitos parasitados por las DC involucra el 

reconocimiento a través de receptores como TLR4, TLR9 y la participación de la 

proteína adaptadora MyD88 y en consecuencia la señalización vía NF-kappa B [38], 

que da como resultado la s de citosinas proinflamatorias, que contribuyen a la 

polarización de la respuesta de las células T CD4+. No obstante, las DC pueden 

jugar un papel importante en la patogenia, debido a una subóptima respuesta 

inmune contra Plasmodium.  Se sabe que Plasmodium modula la respuesta de las 

células presentadoras de antígeno como Mφ y DC [39], suprimiendo su respuesta. 
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Este efecto se ha asociado con la inhibición de la respuesta a los ligandos para 

TLR2, TLR5, TLR7 y TLR9 en las DC [40]. Asimismo, el reconocimiento a través de 

TLR9/MyD88, de un pigmento del parásito (hemozoina), activa a las DC a través de 

TLR9/MyD88 y también induce la activación de los Mφ vía ERK1/2, NF-κB [41, 42]. 

La respuesta a la activación por hemozoína da  como resultado la sintesis de TNF-

α e IL-12p40. Se ha sugerido que la función de las DC se afecta por la 

sobreproducción de TNF- [23], en el daño a la actividad de las DC está 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 eliminación de los 

parásitos en el hígado y en la etapa eritrocítica en los ratones C57BL/6 infectados 

con Py 17XL; las células T CD8+ activan a los Mφ por medio de la liberación de IFN-

γ. Éstos Mφ pueden, potencialmente fagocitar eritrocitos infectados. Si el parásito 

no fuera completamente eliminado por este mecanismo, las células T  CD8+ podrían 

provocar la apoptosis vía el sistema Perforina-granzima B en los Mφ infectados, 

para eliminar completamente al parásito, además de reclutar a Mφ nuevos [29]. 

Las células T CD4+ actúan como células colaboradoras para la diferenciación 

de células B y la producción de anticuerpos. Además, el IFN-γ secretado por las 

células TCD4+ activa las respuestas mediadas por los Mφ [44] y a las células T 

CD8+ específicas contra el parásito. De este modo, las células T CD4+, junto con 

las células B, son importantes para desarrollar un eficiente control y eliminación de 

los eritrocitos y hepatocitos parasitados [45, 46]. Las células T CD4+ activadas en la 
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infección por Plasmodium pueden sufrir una interconversión entre los subconjuntos 

de células definidas como Th1/Th2 en función de la dosis de antígeno, la  célula 

presentadora de antígeno, la ubicación y el entorno de citocinas/quimiocina. De 

hecho, existen células T multifuncionales, como las células Th1 que bajo ciertas 

condiciones secretan conjuntamente IFN-γ e IL-10 [47]. 

Las células B desempeñan un papel importante al producir anticuerpos 

específicos contra los merozoítos, que los opsonizan o inhiben la invasión de los 

eritrocitos por los parásitos [48]. Además, los anticuerpos contra los eritrocitos 

parasitados, promueven su fagocitosis o bien bloquean su adhesión al endotelio 

vascular y los anticuerpos anti-glicosilfosfatidinositol (GPI) neutralizan las toxinas 

del parásito [10]. La eliminación del parásito después del pico de la parasitemia 

requiere la participación de los anticuerpos. Los ratones knockout para células B 

(µMT) o sin células B, por tratamiento con anticuerpos anti-µ, son incapaces de 

eliminar la infección con P. chabaudi [49, 50]. Estos ratones presentan parasitemia 

crónica recurrente que no pueden eliminar. Sin embargo, la transferencia adoptiva 

de células B reduce la parasitemia [46]. 

Los anticuerpos principales involucrados en la eliminación del parásito son las 

subclases de IgG del tipo citofílico (IgG1 y IgG3) [46, 51]. Los altos niveles de estos 

anticuerpos en áreas endémicas se han asociado con una menor densidad de 

Plasmodium y con un menor riesgo de síntomas clínicos por malaria [52, 53]. Por 

otro lado, las concentraciones elevadas de anticuerpos del tipo no citofílico IgG2 e 

IgG4, se asocian con una bajo riesgo de infección o un aumento de los síntomas 

clínicos, respectivamente [54, 55]. Por otra parte, los anticuerpos tipo IgM 

complementan la respuesta humoral antimalaria mediada por IgG [56] ya que limitan 
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la replicación del parásito y se une a los eritrocitos parasitados [57], bloquean la 

invasión de los merozoítos a los eritrocitos. Además, contribuyen significativamente 

a la reducción del riesgo de malaria clínica y restringen la inflamación generada por 

TNF-α [58]. Por otra parte, las concentraciones altas de IgE  correlacionan con 

protección 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 número 

de células Treg y niveles más altos de IL-10 y TGF-β, durante la fase aguda de la 

infección [61-63]. En los ratones infectados con la cepa no letal Py 17XNL, la 

presencia de IL-10 y TGF-𝛽 solo se detecta durante la fase crónica de la infección 

[63]. De manera interesante, la neutralización 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 

infección letal por P. yoelii son las células Treg [64]. Finalmente, la ablación de las 

célulass Treg en ratones DEREG-BALB/c infectados con la cepa no letal Py 17XL 

incrementa significativamente la activación de las células T y disminuye la 

parasitemia [65]. En los humanos, la producción de TGF-β y la presencia de las 

células Treg se ha asociado con parasitemias elevadas, lo que sugiere que la 

inducción de las células Treg podrían representar un factor específico de virulencia 

del parásito [66]. 
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Figura 5. Diagrama que ilustra el posible mecanismo de la respuesta inmune en ratón durante la 

infección con Plasmodium. En la etapa eritrocítica, la infección aguda o primaria se caracteriza por 

una rápida y marcada respuesta proinflamatoria, con producción de IL-12, TNF-α e IFN-γ. Además, 

el óxido nítrico producido por los Mφ participa en el control de la parasitemia (1). IFN-γ activa la 

respuesta mediada por Mφ, en particular la fagocitosis y la eliminación de eritrocitos parasitados (2). 

Las células T CD4+, en colaboración con las células B, son importantes para el desarrollo de una 

eficiente respuesta protectora (3). Después de la infección primaria, la respuesta inmune tipo Th1 se 

regula negativamente por un incremento de la respuesta inmune tipo Th2 (4). En la infección crónica, 

después de alcanzar el pico de parasitemia, las células T CD4+ cambian de un perfil de citocinas Th1 

a Th2 (5), este perfil inmune promueve la producción de anticuerpos por las células B (6). Los 

anticuerpos inhiben la invasión del parásito al eritrocito, opsonizan o bloquean la adhesión de los 

eritrocitos parasitados al endotelio vascular (7,8). Después de la fase aguda, ocurre el cambio de las 

subclases no citofílicas (IgM e IgG2a) (7) a las subclases citofílicas (IgG1 e igG3) (8) que participan 

en la eliminación del parásito, y la correlación de IgE con la protección 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 ratón 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 ratón. La infección con 

Py 17XL en el modelo murino, es útil 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 días 7 a 11 post infección [67]. Durante la infección aguda 

hay una activación transitoria de los Mφ con síntesis discreta de IL-6, TNF-α e IFN-

γ, supresion en la producción IL-4 e IL-12, y un incremento en la concentración 

sérica de IL-10 comparado con la infección con la cepa no letal Py 17NXL [68, 69]. 

Numerosos estudios han descrito que la infección inicial con Py 17XL no solo 

promueve la producción del factor de crecimiento tranformante beta (TGF-β), si no 

que tambien incrementa el número 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 replicación 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 económicamente relevantes. Se clasifican en tres grupos 

taxonómicos: los nemátodos (e.g., Ascaris lumbricoides), los tremátodos (e.g., 

Schistosoma mansoni) y céstodos (e.g., Taenia solium). Los helmintos son 

extremadamente diversos biológicamente en términos de tamaño, ciclo de vida y 

enfermedades que causan. A pesar de su complejidad, todos ellos tienen una 

característica en común, la habilidad de causar infecciones crónicas y 

asintomáticas, lo que indudablemente refleja su capacidad de modular y suprimir la 

respuesta inmune del hospedero, y así promover su supervivencia [71]. Las 

infecciones por helmintos son muy comunes. Están entre los agentes infecciosos 
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más ampliamente distribuidos en las poblaciones humanas, especialmente en 

países en vías de desarrollo; afectando a más de una tercera parte de la población 

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

[72]. 

 

Tabla 4. Prevalencia de helmintos en el mundo. Estas son estimaciones del número de personas 

con infecciones activas. El número de personas potencialmente expuestas o con infecciones por 

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

 

 
1.10. Respuesta inmune a helmintos 

Las infecciones por helmintos en mamíferos 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 concentración de las citocinas 

IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13, de IgE, el reclutamiento y activación de eosinófilos, 

basófilos, mastocitos, de la proliferación de células Treg, de la activación alternativa 

de macrófagos (AAMφ)  y de la presencia de células linfoides innatas tipo 2 (ILC2s) 

[73-75]. 

Tipo de helminto Helminto Número estimado de personas 
infectadas 

 
 
 
 

Nemátodos 

Ascaris lumbricoides 1450 millones 

Trichuris trichiura 1050 millones 

Ancylostoma duodenale 740 millones 

Trichinella spiralis 600 millones 

Necator americanus 576 millones 

Brugia malayi 157 millones 

Wuchereria bancrofti 120 millones 

Strongyloides stercoralis 100 millones 

Onchocerca volvulus 37 millones 

Loa loa 13 millones 

Tremátodos Schistosoma spp. 207 millones 

Fasciola hepática 17 millones 

Céstodos Hymenolepis nana 75 millones 

Echinococcus spp. 3.6 millones 

Taenia spp. 0.4 millones 
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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 inducción de 

mecanismos inmunoreguladores ejercidos por el parásito [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 

proteína 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- con actividad supresora [82]. Las células B reguladoras (Bregs) 

participan en la inhibición de la respuesta proinflamatoria mediante la síntesis de IL-

10 [83]. Los helmintos tambien promueven la diferenciacion de Mφ con propiedades 

antiinflamatorias, llamados AAMφ [84, 85], así como de las DC reguladoras 

(DCregs), que se caracterizan por la  síntesis de las citocinas reguladoras IL-10 y 

TGF-β [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 antígenos del parásito si no también a otros antígenos. Varios 

estudios han examinado el efecto de los helmintos en la respuesta inmune hacia 

otros antígenos no relacionados. En particular, se ha demostrado que la respuesta 

a una vacuna se puede modificar por la presencia de una infección concomitante 
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por helminto. Por ejemplo, la infección crónica con Onchocerca [88] o Schistosoma 

[89] reduce la eficacia de la vacuna contra el tétanos. Del mismo modo, la infección 

crónica 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 cólera, 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], así como en 

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

  

1.12. Taenia crassiceps 

Taenia crassiceps (T. crassiceps) es un céstodo que, cuando es adulto vive 

en el lumen del intestino de algunas especies de carnívoros (i.e. zorros) (Fig. 6) así 

como en el tejido conectivo subcutáneo, 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 crónicas; el 

metacéstodo se multiplica en la cavidad peritoneal por reproducción asexual de 

manera aparentemente incontrolada y puede permanecer en su hospedero por 

largos períodos con un daño mínimo. En particular, el ratón BALB/c es sumamente 

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

Los zorros y los perros, entre otros carnívoros, portan el gusano adulto en el 

intestino delgado. Los huevos infectivos se liberan en el excremento y cuando los 

roedores salvajes los ingieren, la oncósfera atraviesa el epitelio intestinal y llega a 

los tejidos donde se diferencia a la etapa larval o cisticerco. En el hospedero 

definitivo (carnívoro) los gusanos planos crecen en el duodeno y liberarán huevos 

infectivos (Fig. 6). Morfológicamente 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 (carnívoro); B) gusano adulto en el 

intestino del hospedero; C) huevos liberados en las heces; D) ingestión de huevos por el hospedero 

intermediario (roedores); E) crecimiento de la larva en el hospedero intermediario y cuando el 

carnívoro lo ingiere (hospedero definitivo)  los gusanos planos crecen en el duodeno. 
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Fig. 7. Fotografía del Adulto de T. crassiceps: (A) Escólex donde se observan las ventosas y ganchos, 

(B) Proglotido inmaduraI, (C) Proglotido maduro. Imagen tomada de Kaethe Willms y Rimma 

Zurabian 2009. 

1.14. Respuesta inmune a Taenia crassiceps 

Los ratones con fondo genético BALB/c y H-2d desarrollan una gran carga de 

metacéstodos de T. crassiceps cepa ORF [100], mientras que en los ratones 

C57BL/6 se restringe la carga parasitaria [101]. Igualmente, se han observado 

diferencias en la actividad de los Mφ: los Mφ de los ratones BALB/c infectados con 

T. crassiceps suprimen su actividad, al  contrario de los Mφ de ratones C57BL/6 

infectados con T. crassiceps [102]. 

En la infección experimental por T. crassiceps la respuesta inmune en ratones 

BALB/c es inicialmente del tipo Th1 pero se polariza hacia el tipo Th2 a partir de la  

cuarta semana post infección. La resistencia a este parásito se ha asociado con una 

respuesta temprana del tipo Th1, mientras que una respuesta tipo Th2 (síntesis de 

las citocinas IL-4, IL-10 e IL-13) se ha asociado con un aumento en la carga del 

parásito [103]. De manera interesante, los factores de transcripción STAT-4 y STAT-

6 participan en la modulación 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 infección con T.crassiceps. Esta resistencia se asoció con una 

respuesta Th1 sostenida y una deficiente respuesta Th2 mediada por IL-4/IL-13 

[104]. Esto se confirmó en ratones STAT-4 (-/-), los cuales resultaron altamente 

susceptibles a la infección debido a una deficiencia de la respuesta tipo Th1 lo que 

permitió concluir que la respuesta tipo Th1. Por lo anterior, la respuesta tipo Th1 es 

crítica para el desarrollo de una inmunidad protectora que restringe la replicación de 

T. crassiceps [105].  

Estudios in vitro demostraron que los antígenos excretados/secretados por                  

T. crassiceps (TcES) interfieren con la fosforilación de STAT-1 en respuesta a   IFN-

γ, porque la infección afecta la vía de señalización intracelular que bloquea la 

respuesta a las citocinas proinflamatorias como el IFN-γ [106]. Al parecer, la 

presencia de una gran carga parasitaria en los ratones BALB/c está asociada con 

una respuesta inmune tipo Th2 con concentraciones altas de las citocinas IL-4 e IL-

13 y , y modificación de la actividad de las DC debido a la exposición a TcES. En el 

sitio de infección hay un número elevado de AAMφ. Estos AAMφ expresaron los 

genes arginasa-1, ym-1, RELM-α, Chil3 y trem-2, y son deficientes en manifestar 

una respuesta proinflamatoria deficiente [102]. Además, los AAMϕs  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.  Polarización de la respuesta inmune en ratones BALB/c infectados con T. crassiceps. 

 

1.15. Coinfecciones parasitarias 

Como parte de las actividades académicas durante mi formación de doctorado, 

realicé una revisión enfocada a establecer el conocimiento previo de la influencia de 

los parásitos helmintos sobre la respuesta inmune en la infección por Plasmodium. 

Se publicó 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 

revisión.  

Las infecciones parasitarias están ampliamente distribuidas en los trópicos y 

subtrópicos. Estudios epidemiológicos han demostrado recientemente que la 

coinfección con múltiples especies de parásitos es la norma y no la excepción. Esto 

ocasiona una mayor intensidad en la infección de lo que se esperaría bajo los 

supuestos de infecciones independientes [108], de este modo, la coinfección puede 
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tener un mayor impacto en la morbilidad que la generada por la infección de una 

sola especie [109, 110]. 

La helmiantiosis se caracteriza por una infección de larga duración con una o, 

más de una de las especies de helmintos, lo que es frecuente. Este fenómeno,  

conocido como poliparasitismo o infección concomitante y es el resultado de 

interacciones ecológicas y ambientales. Las rutas de infección, la exposición y 

susceptibilidad del hospedero, así como factores de comportamiento, sociológicos 

y económicos permiten la coexistencia de múltiples sistemas de interacción 

parásito-hospedero [111]. En este contexto, los individuos que viven en las regiones 

de malaria endémica frecuentemente están infectados con otros patógenos, 

típicamente asociados a situación de pobreza. Actualmente, se estima que 

aproximadamente un tercio de los casi tres mil millones de personas que viven con 

menos de dos dólares por día están infectados con uno o más helmintos [112]. 

Asimismo, las infecciones con los helmintos son prevalentes en países en 

desarrollo, donde el parásito de la malaria es la principal causa de morbilidad [113]. 

En consecuencia, la coinfeccion con ambos parásitos, helmintos y Plasmodium 

ocurren con frecuencia [114]. 

Las interacciones entre dos parásitos pueden ser antagónicas, 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 

parásitos, como resultado de una inmunosupresión o regulación negativa de todo o 

parte del sistema inmune por uno o ambos parásitos [115]. Así, la coinfección con 

diferentes patógenos puede provocar a distintas escalas antagonismo o 

interacciones sinérgicas [116, 117]. A nivel inmunológico, el tipo de respuesta 
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inmune esta determinado por el tipo de parásito infectante. Los parásitos promueven 

la polarización de la respuesta inmunológica hacia un perfil de tipo Th1, Th2, Th17 

o Treg. Dado que la polarización de la respuesta inmunológica a menudo suele tener 

un contra balance en el eje de Th1/Th2 o Th17/Treg, se postula que la infección con 

un parásito que induzca una clara polarización afectaría la respuesta inmune a un 

nuevo parásito coinfectante y, por lo tanto, puede tener consecuencias importantes 

en términos de susceptibilidad. 

La respuesta protectora contra algunos agentes infecciosos, principalmente 

parásitos intracelulares, es mediada por células Th1 productoras de IFN-γ 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 parásitos extracelulares (e.g. 

Trichuris muris) [120]. La mayor parte de las infecciones por helmintos inducen 

fuertes respuestas de tipo de Th2/ regulador [121].  

La coinfección puede alterar la transmisión, la susceptibilidad, la progresión o 

el resultado clínico y por ende el control de múltiples enfermedades infecciosas, 

como la malaria [72]. A pesar de que se estima que la prevalencia de las 

coinfecciones supera la sexta parte de la población mundial y con frecuencia 

involucra enfermedades infecciosas de importancia mundial [111], hasta hace poco, 

la mayoría de las investigaciones sobre enfermedades infecciosas se centraban en 

sistemas de un solo patógeno en un hospedero. 

2. JUSTIFICACIÓN 

La malaria es una de las enfermedades infecciosas humanas más 

devastadoras y complejas en la interaccion huésped-parásito. El multiparasitismo 



31 
 

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 

económicas y de salud pública aún son desconocidas. 

El multiparasitismos es la regla en las poblaciones que viven en países 

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 inmunológica a la malaria. Del mismo modo, se desconoce 

la influencia de los helmintos en la duración de los episodios de malaria en 

humanos. Por lo tanto, las implicaciones de esta coexistencia en la respuesta 

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

Estas interacciones podrían tener implicaciones potenciales en la capacidad 

fisiológica tanto para el hospedero (morbilidad y/o mortalidad) como para el parásito 

(transmisión). Varios estudios han demostrado que la capacidad de un parásito para 

establecer con éxito una infección dependerá de la respuesta inmune en el 

hospedero expuesto [122, 123]. Cuando ingresar al hospedero, el parásito 

experimentará un "ambiente inmunológico" potencialmente determinado por las 

infecciones previas o actuales [123-126]. La interacción que implica la respuesta 

inmunológica presente en infecciones entre protozoos unicelulares y helmintos 

multicelulares es compleja. Específicamente, 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 inducción de células tipo Th2 sino que también por la inducción y 

activación de vías reguladoras caracterizadas por la hipo reactividad de las células 

T y la producción de citocinas antiinflamatorias [77, 127, 128], lo cual en conjunto 

favorecen un ambiente Th2/regulador. Así, la polarización hacia una respuesta 

inmune tipo Th2 podría afectar la respuesta Th1 protectora contra otros agentes 

infecciosos, como los protozoos intracelulares Leshmania [126, 129] y 

Trypanosoma cruzi [125]. Por lo tanto, es probable que la respuesta Th2 típica de 

hospederos infectados por los helmintos pudiera afectar la susceptibilidad a una 

infección posterior por un parásito intracelular no relacionado, como Plasmodium. 

A pesar de que algunos estudios de coinfección sugieren que la respuesta 

inmunologica mostrada por los helmintos afecta el resultado de la infección por 

Plasmodium, los resultados de esta interacción son aun controversiales. Algunos 

estudios en humanos y animales han demostrado que las infecciones por helmintos 

reducen la gravedad de la infección por Plasmodium [130-137], mientras que otros 

resultados sugieren que se incrementa la severidad de la infección por Plasmodium 

[138-145]. Las explicaciones a estos hallazgos opuestos pudieran incluir no haber 

considerado las características críticas de la biología del parásito helminto, como el 

nicho biológico o el estadio del parásito dentro del hospedero, ni el tiempo previo de 

infección 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 coinfección 

con Plasmodium. Si bien el perfil Th2 está presente en las infecciones con 

helmintos, en algunos casos la respuesta Th1 predomina sobre la respuesta Th2, 

dependiendo del tiempo de infección [146-148]. De este modo, el tiempo de 
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infección previo con un helminto (perfil inmunológico Th1 o Th2) podría  modificar el 

curso y la patología de la infección con Plasmodium. Pero de qué manera influye, 

no está claramente establecido.  

En este trabajo, se estudiamos el curso de la coinfección de Py 17XL en 

ratones BALB/c previamente infectados con T. crassiceps por dos u ocho semanas. 

Estudiamos como los cambios en el ambiente inmunológico generado por la primera 

infección (T. crassiceps), afecta la replicación del parásito Py 17XL, la 

susceptibilidad o el resultado clínico y la sobrevida de los ratones coinfectados. Los 

resultados obtenidos en este proyecto aportan conocimiento nuevo sobre los 

procesos inmunológicos asociados a la interacción helminto-Plasmodium en el 

hospedero murino; lo que tiene relevancia para futuras estrategias de salud pública 

(como los cuadros de vacunación y desparasitación).  

 

3. HIPÓTESIS 

El perfil inmune tipo Th1 causado por la infección aguda o tipo Th2  causado 

por la infección crónica con Taenia crassiceps, modifica la respuesta inmune y el 

curso de la infección por P. yoelii 17XL. 

4. OBJETIVOS 

4.1. GENERAL     

Determinar la influencia de la infección aguda y crónica de T. crassiceps  en el 

curso de la infección  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-infección aguda y crónica con T. crassiceps.  

2. Evaluar la producción de citocinas IL-1β, IL-4, IL-10, IL-12, TNF-α e IFN-γ al 

día 7 post coinfección, 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 macrófagos 

en el día 7 posterior a la coinfección, estimulados con antígeno de Py 17XL,  

4. Evaluar la producción de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias de 

sobrenadante de cultivo de linfocitos de ratones, en el día 7 posterior a la 

coinfección. 

 

5. MATERIALES Y METODOS 

Material biológico 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 reproducción bajo condiciones estándares en un ambiente libre de 

patógenos en el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala (FES)-

Iztacala, Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM), México. 
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5.1.2. Declaración de Ética 

      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-ZOO-1999, 2001) y aprobado por el Comité de 

Ética en FES-Iztacala, UNAM (CE/FESI/ 032017/1154). La eutanasia se realizó 

mediante la inhalación en exceso de CO2 / O2 y se realizó todo esfuerzo para 

minimizar el sufrimiento. 

5.2. Parásitos, infección y coinfección 

5.2.1. T. crassiceps.  

       Los metacéstodos de T. crassiceps (cepa ORF) se extrajeron en condiciones 

estériles de la cavidad peritoneal de ratones BALB/cAnN hembras después de ocho 

semanas de infección. Los parásitos se lavaron cuatro veces con solución salina 

estéril  (PBS; 0.15 M, pH 7.2). Para la infección experimental se seleccionaron los 

metacéstodos de acuerdo a su estadio (2mm de diámetro, sin gemas) y se 

inocularon vía intraperitoneal (i.p.), en una dosis de diez metacéstodos de T. 

crassiceps suspendidos en 0,3 ml de PBS por ratón. Posterior a la infección, se 

determinaron los cambios en la respuesta inmune y la carga parasitaria generada 

por la infección con T. crassiceps: los ratones no infectados (sanos) y los ratones 

infectados con T. crassiceps, se sometieron a eutanasia mediante una atmósfera 

con exceso de CO2/O2, a las 0, 2 y 8 semanas post-infección con T. crassiceps, las 

muestras de sangre se colectaron mediante punción cardíaca y se centrifugaron 

para la obtención de suero. Las muestras de suero se almacenaron a -80 oC hasta 
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que se usaron para la cuantificación de citocinas. Los metacéstodos de la cavidad 

peritoneal se contaron en cada ratón. 

5.2.2. Plasmodium yoelii 17XL (Py 17XL)  

Py 17XL fue amablemente donado por el Dr. W. Jarra del Instituto Nacional de 

Investigación Médica, Mill Hill, Londres, Inglaterra a la Dra. Martha Legorreta 

Herrera, quien cedió los parásitos para la realización del trabajo experimental. Estos 

parásitos se han criopreservado en nitrógeno líquido. Se utilizaron ratones hembras 

BALB/c para la infección solo con Py 17XL y la coinfección Py 17XL / Tc (después 

de dos u ocho semanas postinfección con T. crassiceps). Los ratones coinfectados 

se infectaron previamente vía intraperitoneal con diez metacéstodos de T. 

crassiceps; como vehículo se utilizó PBS. Después de dos y ocho semanas post 

infección con T. crassiceps los ratones se co-infectaron, como controles se 

infectaron ratones solo con Py 17XL por inyección intravenosa (i.v.) con 1X103 

eritrocitos parasitados en 0.1mL. de PBS. Los grupos experimentales (seis ratones 

por cada grupo) se dividieron en: I) ratones coinfectados con Py 17XL a las 2 

semanas posteriores a la infección por T. crassiceps (Tc2+Py), II) ratones 

coinfectados con Py 17XL a las 8 semanas posteriores a la infección por T. 

crassiceps (Tc8+Py), III) ratones no infectados, IV) 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 infección.  

La severidad de la infección por Py 17XL  se cuantificó en términos de 

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

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

Después de la infección, se cortó un mm de cola de los ratones coinfectados 

y se tomó una muestra de sangre diariamente postinfección. Se colocó una gota de 

sangre sobre un portaobjetos, y se extendió formando una capa delgada de células. 

Cada frotis se fijó con metanol absoluto y se tiñó con el colorante Giemsa (1:10) 

durante 30 min. La muestra se lavó a chorro de agua y se dejó secar, la parasitemia 

se evaluó con el microscopio óptico Zeiss Standard 20 con el objetivo de 100X (Carl 

Zeiss Ltd., Welwyn Garden City). La parasitemia (al menos 0.5%) se determinó al 

contar el número de eritrocitos parasitados presentes en un total de 200 eritrocitos 

(porcentaje de glóbulos rojos parasitados). En los niveles más bajos de parasitemia, 

se evaluó contando el número de eritrocitos parasitados presentes en 50 campos. 

El curso de la infección en cada grupo se presentó 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 determinó mediante 

monitoreo visual diariamente durante los días posteriores a la infección con Py 

17XL, se registró el deceso y se graficó (gráfico de sobrevida, GraphPath Prisma 

7). Se documentó la pérdida de peso corporal utilizando una balanza electrónica 

(serie Citizen CX, Mumbai, India). 

5.6. Cuantificación de la concentración de hemoglobina 

        La concentración de hemoglobina (Hb) se midió mediante espectrofotometría. 

Brevemente, cada día fueron tomados 2 µl de sangre de cada ratón infectado y 

coinfectado por corte de un mm de la cola. La sangre se adicionó a un tubo 
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Eppendorf que contenía 498 µl 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 µl de  ésta dilución en una placa de 96 pozos, 

la cual se analizó con un espectrofotómetro de microplacas Epoch (Biotek, Winooski 

USA) a 540 nm. Se calcularon los datos de la absorbancia y la concentración de Hb 

usando una curva estándar de Hb comercial. 

5.7. Indice esplénico 

        En el dia 7 post infección con Py 17XL, se sacrificó a los ratones infectados y 

coinfectados, cada ratón se pesó, se extrajó el bazo y se pesó . El índice esplénico 

se calculó como la relación entre el peso del bazo y el peso corporal por ratón. 

5.8. Obtención de antígeno soluble de Plasmodium yoelii 17XL (PyAg)  

        El antígeno de Py 17XL se preparó 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 punción 

cardíaca, la sangre total se concentro en tubos heparinizados que contenían PBS 

50 mM, pH 7,2. Posteriormente, la  sangre se pasó a través de una columna de 

celulosa CF11 para eliminar los glóbulos blancos. Los glóbulos 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 parásitos. 

Éstos fueron lavados dos veces con PBS, centrifugados durante 15 min a 18.000 g 

y los botones celulares fueron lisados en solución de lisis (TRITON X-100 1%, 100 
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mM TRIS-HCL pH 8, 5 mM EDTA). El antígeno soluble se separó por centrifugación 

durante 30 min a 20,000×g. y fue almacenado en condiciones estériles en alícuotas 

a -20 ºC. La concentración de la proteína presente en el antígeno soluble se 

determinó con el reactivo Bio-Rad protein assay (Bio-Rad, Richmond, CA, EE. UU.), 

en el que se usó albumina sérica de suero como control estándar. El sobrenadante 

de glóbulos rojos de ratones no infectados se preparó y se usó como control. 

5.9. Obtención de antígeno total de T. crassiceps  (TcAg) 

       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 

preparación del TcAg se obtuvieron los metacéstodos en condiciones de estérilidad, 

se suspendieron y se lavaron exhaustivamente con PBS estéril frío. 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 colectó el sobrenadante que contenía el 

antígeno soluble y se congeló a -80 ºC hasta su uso. La concentración de proteínas 

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

 

5.10. Cuantificación de proteínas totales de antígeno de PyAg y TcAg 

        La determinación de la concentración de proteína total del Ag se realizó por el 

método de Lowry modificado. Brevemente, se preparó una curva patrón con 

albúmina sérica bovina (ICN, Biomedicals, Inc.) a partir de 100 µg 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 parásitos se le realizaron 5 diluciones diferentes en PBS: 1:800, 1:400, 1:200, 

1:100 y 1:50. Se preparó la solución A (Apéndice 3) y la solución B (Anexo 2). Una 

vez preparada la solución A se tomó 1ml de sulfato de cobre II más 1 ml de tartrato 

de Na y K y se agregó a la solución B y se mezclaron. Se tomaron 3 ml y se 

agregaron a cada tubo tanto de la curva patrón 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 agitó y dejó reposar durante  30 minutos. 

La absorbancia se midió en un espectrofotómetro a 500 nm, se utilizó como blanco 

PBS. La dilución se leyó en un espectrofotómetro (epoch) utilizando el factor 1 

densidad óptica (D.O)= 40 µg. 

        Para la curva se utilizó la D.O. de la lectura, el promedio, la intersección y la 

pendiente obtenidos del programa Excel (Microsoft) y se aplicó la fórmula de la 

recta: Y = mx + b. 

        En donde Y = D.O., m = pendiente, x = concentración y b = intersección. Se 

despejó x = (y-b)/m para obtener la concentración de la dilución de cada muestra 

de Ag de T. crassiceps y de Py 17XL. De las concentraciones obtenidas de las 5 

diluciones se calculó el promedio como la cantidad de antígeno obtenido. 
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Albúmina 
(µg/ml) 

D. O. 1 D. O. 2 Promedio Concentración Dilución mg/mL 

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 

Antígeno total de Taenia crassiceps  4.2 mg/mL 

Albúmina 
(µg/ml) 

D. O. 1 D. O. 2 Promedio Concentración 
 

Dilución mg/mL 

100 0.15 0.151 0.151 72.42 50 712.5 

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 

b) 

b) 

a) 
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Fig. 9.- Curva patrón de albúmina, se graficaron las dos densidades ópticas obtenidas y el promedio 
de estas contra la concentración de albúmina. a) concentración de AgTc y b) concentración de AgPy 

5.11. Obtención de macrófagos de la cavidad peritoneal 

        Para la obtención de los Mφ de cavidad peritoneal de ratones, se utilizó el 

método básico de exudado peritoneal. Este método consiste en inyectar 10 ml de 

solución salina estéril (Pisa) en la cavidad peritoneal de los animales dando un ligero 

masaje a fin de remover la mayor cantidad de Mφ. Posteriormente se realizó una 

pequeña incisión en la piel dejando expuesta la cavidad peritoneal para extraer los 

Mφ contenidos en la solución salina. El exudado peritoneal obtenido se colocó en 

tubos Falcon estériles de 15 ml y se centrifugaron a 600 x g (3500 rpm) durante 10 

min. El sobrenadante se decantó y el botón se resuspendió 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 botón se resuspendió, se 

filtró con una malla de Nylon de 70 µm, se tomaron 10 µl de la suspensión, se 

mezclaron con 10 µl de azul tripano (Sigma-Aldrich) y se colocaron 10 µl en la 

cámara de Neubauer para cuantificar los Mφ vivos. Eventualmente, el número de 

Mφ fue ajustado a 1x106 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 

µg de AgTc, 25 µg de AgPy o la combinación de ambos (25 µg de cada antígeno).  

5.12.     Proliferación 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 perfusión, inyectando 5 ml de solución de Hanks fría 
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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 osmótico 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 centrifugación a 520 g 

durante 5 min. Se resuspendieron en 1 ml de medio RPMI suplementado con 10% 

de suero fetal bovino/estreptomicina, 1% de aminoácidos esenciales. 25 mM de 

buffer Hepes, y 0.5% de L--Glutamina (marca Gibco). Se tomaron 20 µl de esta 

suspensión celular para determinar el  número total y la viabilidad por exclusión del 

colorante vital azul tripano en la cámara de Neubauer. Las células se ajustaron a 

5x106/ml y se sembraron 100µl de cada muestra por triplicado en placas de cultivo 

de 96 pozos (Costar). Posterioremente,  se estimularon con 100µl de una solución 

de 2 µg/ml de Con-A (Sigma) disueltos en una solución saturada de NaCL, 

esterilizada por filtración y cuantificada por coeficiente de extinción con luz 

ultravioleta a 280 nm; otras células fueron estimuladas con el PyAg (25µg/ml). Las 

placas se incubaron a 37 ºC en 5% de CO2 durante 72 h. Durante las últimas 18 h 

de cultivo las células se incubaron con 0.5µCi de timidina tritiada ((H3) TdR New 

England Nuclear) en 10µl de medio RPMI suplementado. Posteriormente, las 

células se cosecharon en papel de fibra de vidrio ( Whatman), y se procesaron para 

determinar la incorporación de radioactividad tanto en las células estimuladas de los 

grupos infectados como en las de los grupos controles. El nivel de estimulación se 

determinó mediante la formula: cuentas por minuto (CPM) de las células 

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

 

       A los 7 días postinfección, los ratones infectados y coinfectados se sacrificaron 

y en condiciones asépticas, dentro de una campana de flujo laminar, se extrajó el 

bazo y se depositó 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 solución de lisis (Apéndice 5) 

durante 15 min para eliminar los eritrocitos restantes. Después de centrifugar  

durante 1 min a 1500 rpm el sobrenadante se decantó. A las células libres de 

eritrocitos se les agregaron 5 ml de medio D-MEM (Gibco, suplementado con D-

glucosa y libre de L-Glutamina, 10 % SFB y streptomicina) para homegeneizar. Para 

contar las células viables se adicionaron 10 µl de azul tripano a 10µl de la muestra. 

En la cámara de Neubahuer se colocaron 10µl con micropipeta estéril del 

homogeneizado y se contaron cinco cuadrantes para obtener el número de células 

por mililitro, después se ajustó la suspensión célulasr a 5x103 células por pozo. 

5.14. Obtención del suero. 

        De los ratones infectados y coinfectados con Plasmodium se obtuvo sangre en 

los días 0 y 7  postinfección. Se utilizó una caja de madera con un foco de 60 watts 

(Philips), para inducir la dilatación en la vena caudal y de esta manera facilitar el 

sangrado. Se realizó un corte con un bisturí y se obtuvieron de 500 a 700 µL de 

sangre en tubos Eppendorf.  La sangre se centrifugó durante 10 min a 420 g de 2 a 
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3 veces. Se obtuvo el suero, que se almacenó a -70°C hasta su uso para la 

determinación de citocinas. 

5.15. Determinación de los niveles de citocinas empleando la técnica de                       

ELISA (sandwich)  

       La concentración de las citocinas IL-1β, IL-12, TNF-α, IFN-γ -4 e IL-10 en 

los sueros y sobrenadantes de los esplenocitos y de los Mφ de los diferentes grupos 

de ratones se evaluó por medio de la técnica de ELISA sándwich 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]. Descripción general y breve del procedimiento.  

Sensibilización de la placa. El anticuerpo de captura se diluyó a una concentración 

de 2µg/ml en amortiguador de fosfatos (0.1 M NaH2PO4 pH 9, J.T. Baker) para cada 

una de las citocinas (purifed anti-mouse IL-1β, IL-4, IL-10, IL-12, TFN-α y IFN-γ). Se 

adicionaron 100µl/pozo del anticuerpo de captura a cada placa de 96 pozos para 

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

Muestras y curva. Posterior a la incubación, la placa se lavó 4 veces con solución 

de lavado (PBS-tween-20 al 0.05%, Sigma. Se le  adicionaron 100µl por pozo de 

amortiguador de bloqueo (PBS-BSA 3%) se incubó a temperatura ambiente por 2 h 

y posteriormente se lavó cuatro veces con una solución de lavado (PBS-Tween), y 

se  adicionaron 50 µl/pozo de cada muestra a determinar por duplicado, se utilizó 

como control una curva de interleucinas recombinante murina en diluciones 

seriadas 1:2 en amortiguador de bloqueo iniciando con una concentración de 

2000pg/ml (Phamingen). Cada placa se incubó a 4°C durante toda la noche.  
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Revelado. Después de la incubación cada placa se lavó 4 veces con amortiguador 

de lavado (PBS-Tween), y se secó por aspiración. Se adicionó el anticuerpo de 

detección para cada citocina marcado con biotina correspondiente a una 

concentración de 2 µg/ml en amortiguador de bloqueo (Pharmingen). La placa se 

incubó a temperatura ambiente por 1 h y se lavó 5 veces con solución de lavado. 

Se adicionaron 6µl/pozo del conjugado de estreptavidina/peroxidasa (BioRad) a una 

dilución de 1:2000 en amortiguador de bloqueo y se incubó a temperatura ambiente 

por 45 min. Posteriormente, se lavó cuatro veces con amortiguador de lavado y se 

adicionó 100 µl/pozo de sustrato ABTS recientemente preparado (Sigma) (0.5% 

ABTS en 0.1M ácido cítrico anhidro, pH 4.35 con NaOH más 1% H2O2 al 3%, todos 

los reactivos fueron de marca Sigma). La densidad óptica se determinó entre los 

primeros 30 min de iniciada la reacción en un lector de placas de ELISA 

(SpéctraMax 250, Molecular Devices) a 405nm. 

5.16. Análisis estadístico 

 

       La normalidad se analizó con la prueba de Fisher-Pearson con el coeficiente 

del tercer momento estándar. La homogeneidad de los datos para el cálculo de la 

varianza se analizó 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 concetración de hemoglobina analizaron con la 

prueba de ANOVA para mediciones repetidas. El índice esplénico y las diferencias 

en los niveles de citocinas y la proliferación celular de esplenocitos se analizaron 

mediante ANOVA y la prueba de Fisher’s LSD se utilizó para multiples 

comparaciones. Los datos de sobrevida se analizó 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 cálculos se utilizó 

el software SAS 9. 

Fig. 10. Diseño 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 

postinfección, los ratones  se coinfectaron con 1x103 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 cuantificación 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 

punción cardiaca a las 2 y 8 semanas postinfección (3-5 ratones por grupo, dos experimentos 

independientes).Se determinó la sobrevida de todos los grupos de ratones Tc2+Py, Tc8+Py, y Py 

17XL (3-5 ratones por grupo, dos experimentos independientes). La concentración de hemoglobina 

y el peso corporal de los ratones se determinó diariamente post infección con Py 17XL. Para 

determinar la concentración de citocinas en Mɸ peritoneales y esplenocitos, así como la proliferación  

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 día 7 post infección 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). Además anexamos 

resultados que no fueron publicados.   

A continuacion describo los resultados del artículo de investigación (Apéndice 2). 

6.1. La infección aguda con T. crassiceps induce un perfil inmune del tipo Th1, 

mientras que la infección crónica genera un perfil inmune del tipo Th2. 

        Determinamos los cambios en el perfil inmunológico in vivo presente durante 

la infección por T. crassiceps. Como se muestra en la tabla 6, los ratones infectados 

con T. crassiceps por 2 semanas (Tc2) mostraron una polarización de la respuesta 

inmune hacia un perfil tipo Th1, que se caracterizó por un incremento significativo 

en las concentraciones de las citocinas IL-12, TNF-α e IFN-γ en comparación con 

los ratones no infectados (ap <0.05) o infectados con Tc8 (cp <0.05), lo cual se 

asoció a una restricción en la replicación del metacestodo (Tabla 5). A medida que 

la infección 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 comparación con los ratones no infectados (ap <0.05) o 
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infectados con Tc2 (bp <0.05), lo cual se asoció a una alta tasa de replicación del 

parásito de T. crassiceps en la cavidad peritoneal (bp <0,05). Con este resultado 

corroboramos que durante la infección por T. crassiceps se genera un switch de una 

respuesta inicial Th1 a una respuesta tardia Th2, el cual depende de la progresión 

de la infección. 

Semanas 
post 

infección 

Número de 
Parásitos 

IL-12  
pg/mL 

TNF-α 
 pg/mL 

IFN-γ  
pg/mL 

IL-4 
pg/mL 

IL-10 
pg/mL 

0 0 203 ± 12 90 ± 24 32 ± 6 151± 16 
 

154 ± 46 

2 4 ± 2 1008 ± 298a,c 214 ± 14a,c 1193 ± 188a,c 391± 185 
 

1124 ± 578a 

8 440 ± 38b 457 ± 81 146 ± 15a 241± 16a 4916± 563a,b 4192± 423a,b 

Tabla 5. Carga parasitaria y concentración de citocinas en suero (IL-12, TNF-α, IFN-γ, IL-4 e IL-10) 

a la semana 2 y 8 postinfección con T. crassiceps. La concentración de citocinas se evaluó 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 estadísticamente significativos, a comparado con el grupo no infectado, 

b  comparado con el grupo Tc2, c comparado con el grupo Tc8.  

6.2. La coinfección con T. crassiceps retrasa la replicación de P. yoelii 17XL y 

retrasa la mortalidad del hospedero  

        Una vez que los ratones infectados con Tc2 y Tc8 (perfil inmune del tipo Th1 o 

tipo Th2, respectivamente), se coinfectaron vía iv. con 103 eritrocitos parasitados 

con Py 17XL (Tc2+Py o Tc8+Py). Durante la evolución de la coinfección se evaluó 

la parasitemia por Py 17XL y la sobrevida en todos los grupos de ratones infectados.  

La severidad de la patología en la infección por Plasmodium depende de la densidad 

de la parasitemia [26]. La parasitemia se determinó con el propósito de analizar si 

una infección previa aguda o crónica con T. crassiceps afectaría el número de 

parásitos 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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disminuyó significativamente en los días 5, 6 y 7 postcoinfección en comparación 

con los ratones infectados únicamente con Py 17XL (*p <0.5). Sin embargo, desde 

el día 8 hasta el día 11 postcoinfección, 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 día 11, mientras que, los 

ratones coinfectados desarrollaron niveles más altos de parasitemia, es decir, los 

ratones coinfectados con Tc2+Py desarrollaron un pico máximo de parasitemia del 

67.5% y los ratones coinfectados con Tc8+Py alcanzaron un pico de parasitemia del 

77% en el día 18 postcoinfección pero sin diferencias estadísticas entre los dos 

grupos,. además, los ratones infectados solo con Py 17XL, empezaron a morir a 

partir del séptimo día postinfección, hasta llegar al deceso de todos los ratones en 

el día 11 (mediana = 8,5 días; IC del 95%). Por el contrario, la tasa de sobrevida de 

los ratones coinfectados con Tc2+Py fue del 58% en el día 11 (*p <0,05), en 

comparación con los ratones infectados solo con Py 17XL (mediana = 12 días IC 

del 95%) (Fig. 11b); sin embargo, los ratones de este grupo no sobrevivieron 

después del día 18 postcoinfección. 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 día 11 postcoinfección en comparación con los 

ratones infectados solo con Py 17XL (*p <0.05) y un incrementó en la sobrevida del 

30% comparado con los ratones coinfectados con Tc2+Py (&p < 0.05), (mediana= 

12 días 95% CI). Notablemente, algunos de estos ratones sobrevivieron hasta el día 

30 post coinfección (Fig. 11b). Estos hallazgos demuestran que la presencia previa 

de T. crassiceps no solo retrasa la replicación de Plasmodium sino que también 
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retrasa la mortalidad temprana generada por la infección por Py 17XL. Además, la 

mortalidad es independiente de la replicación (porcentaje de parasitemia) de Py 

17XL.  

Fig. 11.  La infección con T. crassiceps retrasa la replicación del plasmodio y retrasa la 

letalidad de la infección con P. yoelii 17XL.  Los ratones BALB/c se infectaron vía i.p. con 10 

metacéstodos de T. crassiceps, después de 2 (Tc2) u 8 (Tc8) semanas de postinfección, se 

coinfectaron vía i.v con 103 eritrocitos parásitos 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 estadísticamente significativos.La 

comparación entre grupos se realizó con las pruebas “t” de student y con Log-rank (Mantel-Cox) 

Test, respectivamente, (*) en comparación con el grupo infectado únicamente con Py 17XL y (&) 

comparado con el grupo Tc2+Py. 

 

6.3. La infección crónica con T. crassiceps previene la caquexia y reduce la 

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

Para comprender cómo la infección previa por T. crassiceps incrementa la 

sobrevida de los ratones infectados con Py 17XL, evaluamos algunos parámetros 
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relacionados con la patología y la severidad de la infección por Plasmodium como 

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

Para determinar si la infección con T. crassiceps tendría efecto sobre la 

caquexia, se analizó la pérdida de peso corporal durante la coinfección. Los ratones 

infectados solo con Py 17XL perdieron peso de forma gradual, desde el día 6 hasta 

el día 11 postcoinfección. Al momento de la muerte los ratones habían perdido 

aproximadamente el 21% de su peso (Fig. 12a). De la misma forma, en los ratones 

coinfectados con Tc2+Py se observó un efecto similar al observado en el grupo 

infectado solo con Py 17XL, estos ratones perdieron aproximadamente el 20% de 

su peso desde el día 6 hasta el día 11 post coinfección. Sin embargo, como se 

mostró antes, los ratones de este grupo no murieron en el día 11, a pesar de que 

continuaron perdiendo peso murieron hasta el día 18 postcoinfección (Fig. 12a). 

Sorprendentemente, los ratones coinfectados con Tc8+Py no solo no perdieron 

peso, sino que además ganaron peso en los días 7-8 postcoinfección en 

comparación 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 día 9 

postcoinfección, estos ratones comenzaron a perder peso, aunque 

significativamente menos en comparación con el grupo coinfectado con Tc2+Py  (&p 

< 0.05) (Fig. 12a). 

        La anemia severa es una de las principales causas de muerte en la infección 

con Plasmodium [153, 154]. Se cuantificó la concentración de Hb en los ratones 

infectados solo con Py 17XL y coinfectados para determinar si la infección 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 disminución notable en los niveles de hb entre los días 3 y 11 

postcoinfección. En contraste, los ratones coinfectados con Tc2+Py y Tc8+Py no 

redujeron la concentración de hb durante los primeros seis y siete días 

postcoinfección, respectivamente (Fig. 12b). Sin embargo, después del día siete 

postcoinfección, los ratones Tc2+Py disminuyeron significativamente su 

concentración de hb,  de forma similar a lo observado en los ratones infectados solo 

con Py 17XL (Fig. 12b). Cabe destacar que a partir del día ocho postcoinfección, los 

ratones coinfectados Tc8+Py mostraron una reducción progresiva y significativa de 

la concentración de Hb (ap < 0.05). No obstante, su concentración de hemoglobina 

fue significativamente mayor desde el día 8 al 16 en comparación con los ratones 

coinfectados Tc2+Py (&p <0.05). Estos datos indican que una infección crónica con 

T. crassiceps, pero no la aguda, previene el desarrollo de la caquexia por Py 17XL 

y retrasa significativamente la anemia. Además, la anemia fue independiente de la 

parasitemia dado que todos los ratones desarrollan  parasitemias similares  pero la 

concentración de Hb fue distinta. Por lo tanto, estos datos apoyan la idea de que la 

infección crónica por T. crassiceps reduce la patología causada por la infección con 

Py 17XL. 
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Fig. 12. La infección crónica con Taenia crassiceps reduce la patología de la infección por       

P. yoelii 17XL. Los ratones BALB/c se infectaron vía i.p. con 10 metacéstodos de T. crassiceps, 

después de 2 (Tc2) u 8 (Tc8) semanas post infección, se coinfectaron vía i.v con 1x103 eritrocitos  

parasitados con Py 17XL (Tc2+Py o Tc8+Py, respectivamente). Porcentaje de peso corporal a), El 

peso inicial de cada ratón se consideró como el 100%, el cambio en el porcentaje de peso se calculó 

en relación al peso inicial de cada animal en el día 0. La concentración de hemoglobina b) se 

cuantificó 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 estadísticamente significativos, (a) en 

comparación  con el grupo no infectado, (*) o con el grupo infectado únicamente con Py 17XL, y (&) 

en comparación  con el grupo Tc2+Py. 

 

6.4.  La infección crónica con T. crassiceps reduce el desarrollo de 

esplenomegalia  durante la infección por P. yoelii 17XL 

La excesiva respuesta proinflamatoria generada por la infección con 

Plasmodium puede promover el desarrollo del Síndrome de esplenomegalia 

híperreactiva (HMS) y con ello el desarrollo de anemia [155]. Nos preguntamos 
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entonces si la infección con T. crassiceps modifica la esplenomegalia inducida por 

Py 17XL, determinada a través del índice esplénico en el día 7 postcoinfección 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 tamaño del bazo en 

comparación con los ratones infectados solo con Tc2, Tc8 (Fig. 13a). Cuando se 

calculó el índice esplénico, los ratones coinfectados con Tc2+Py presentaron un 

índice esplénico similar al de los ratones infectados solo con Py 17XL, y ambos 

desarrollaron esplenomegalia significativamente mas severa en comparación 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 infección crónica 

con T. crassiceps reduce el desarrollo de esplenomegalia causada por la infección 

con Py 17XL. 
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Fig. 13. La infección crónica con T. crassiceps reduce el desarrollo de esplenomegalia por la 

infección con Py. 17XL. Los ratones BALB/c se infectaron vía i.p. con 10 metacéstodos de   T. 

crassiceps, después de 2 (Tc2) u 8 (Tc8) semanas de  infección, se coinfectaron vía i.v con 1x103 

eritrocitos parasitados con Py 17XL (Tc2+Py o Tc8+Py, respectivamente). Fotografía de bazos 

representativos a), y el índice esplénico b) de ratones infectados por Py 17XL y coinfectados por 

Tc2+Py o Tc8+Py a los 7 días post coinfección. 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 estadísticamente significativos, (a)  en comparación contra el grupo no 

infectado, (b) en comparación con el grupo Tc2, (c)  en comparación con el grupo Tc8, (*) en 

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

 

6.5. La coinfección crónica con T. crassiceps + P. yoelii 17XL promueve la 

producción de la IL-12 e IL-10, y disminuye la producción de TNF-α de los 

macrófagos estimulados con el  PyAg 

La respuesta inmune innata mediada por los Mφ juega un papel importante en 

el control de la replicación de Plasmodium y la anemia durante la infección aguda 
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por Py 17XL [35]. Para determinar si la infección con T. crassiceps podría modificar 

la respuesta inmune de los Mφ a la infección por Py 17XL, los Mφ peritoneales se 

aislaron a los 7 días postcoinfección y se restimularon in vitro con PyAg, y se evaluó 

la concentración de citocinas.  

El análisis de citocinas en sobrenadantes Mφ, reveló que los Mφ de los ratones 

infectados solo con Py 17XL producen concentraciones significativamente más altas 

de IL-1β y TNF-α, pero concentraciones similares de IL-12 e IL-10 en comparación 

con los Mφ de ratones no infectados (Fig. 14a, b, c d; ap < 0.05). Cuando se analizó 

el efecto de la coinfección, se observó que los Mφ de los ratones coinfectados 

Tc8+Py producen significativamente menos TNF-α que los Mφ de los ratones 

coinfectados con Tc2+Py (&p < 0.05) y los Mφ de los ratones infectados solo con Py 

17XL (Fig. 14b; *p < 0.05). De manera interesante, la deficiencia en la síntesis de 

IL-12 de los Mφ de ratones infectados solo con Py 17XL, se restauró en los Mφ de 

ratones coinfectados Tc2+Py y Tc8+Py (Fig. 14c, *p < 0.05). Además, la 

concentración de IL-10 en ratones coinfectados Tc8+Py aumentó significativamente 

en comparación con los ratones infectados solo con Py 17XL (Fig. 14d; *p < 0.05). 

Estos resultados demuestran que la coinfección con Tc8+Py favoreció la síntesis de 

IL-12 y de IL-10, y disminuyó la síntesis de TNF-α en comparación con los ratones 

infectados solo con Py 17XL. 
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Fig. 14  La coinfección crónica con T. crassiceps/ P. yoelii 17XL promueve la  síntesis de IL-

1β, IL-12, IL-10 y disminuye la síntesis de citocias en macrófagos estimulados con PyAg. Los 

Mφ 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 µg/mL) en el día siete post coinfección. Se 

cuantificó la concentración de citocinas: a) IL-1β, b) TNF-α, c) IL-12 y d) IL-10 en los sobrenadantes 

de cultivo de Mφ. 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 

estadísticamente significativos, (a) en comparación con el grupo no infectado, (b) en comparación 

con el grupo Tc2, (c) en comparación con el grupo Tc8, (*) en comparación con el grupo infectado 

únicamente con Py 17XL, y (&) comparado con el grupo Tc2+Py. 
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6.6.   La coinfección crónica con T. crassiceps + P. yoelii 17XL afecta la 

respuesta linfoproliferativa, pero promueve la síntesis de IL-4 e IL-10 

específicos a PyAg.      

 Para determinar si la infección previa con T. crassiceps modula la respuesta 

linfoproliferativa durante la coinfección, los esplenocitos de ratones coinfectados 

con Tc2+Py o Tc8+Py se obtuvieron en el día 7  post coinfección 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 midió la respuesta linfoproliferativa por incorporacion de Timidina 

tritiada (3H-TdR), a las 72 h o 5 días del cultivo celular, respectivamente; se 

cuantificó la concentración 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 (ap < 0.05), Tc2 (bp < 0.05) yTc8 (cp < 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 

concentración de citocinas; los esplenocitos de los ratones coinfectados solo con 

Py 17XL y estimulados con PyAg presentaron concentraciones significativamente 

mas elevadas de IFN-γ que los esplenocitos de los ratones no infectados (Fig. 15d; 

ap < 0.05), pero presentaron concentraciones similares de IL-4 e IL-10 en 

comparación con los ratones no infectados (Fig. 15b, c). Los esplenocitos de los 
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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 concentración de IFN-γ 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 más altas de IL-4 e IL-10 (Fig. 15b c, *p < 0.05) y una 

marcada disminución en la concentración de IFN-γ que los ratones infectados 

únicamente con Py 17XL (Fig. 15d; *p < 0.05). Estos resultados demuestran la 

coinfección con Tc8+Py disminuyó la respuesta proliferativa de los esplenocitos 

pero sintetizaron sintetizaron IL-4 e IL-10 en respuesta al estímulo con el PyAg. 
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Fig. 15 La coinfección crónica con T. crassiceps / P. yoelii 17XL promueve la síntesis 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 μg/mL) en el día 7 postcoinfección.  La proliferación celular (a), los esplenocitos fueron 

aislados y estimulados con PyAg por 5 días. La concentración de citocinas: IL-4 (b), IL-10 (c), IFN-γ 

(d) en los sobrenadantes de cultivo de esplenocitos se midió mediante ELISA. Las barras 

representan la media ± SEM de la incorporación de 3H-TDR de dos experimentos independientes. 

En b), 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 

estadísticamente significativos, (a) en comparación con el grupo no infectado, (b) en comparación  

con el grupo Tc2, (c) en comparación do con el grupo Tc8, (*) en comparación  con el grupo Py 17XL, 

y (&) comparado con el grupo Tc2+Py. 
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6.7. La coinfección crónica con T. crassiceps - P. yoelii 17XL incrementó la 

síntesis de IL-1β, TNF-α, IL-12, IL-4 e IL-10 y redujó la síntesis de IFN-γ  

        Para determinar si la infección previa con T. crassiceps modificó a nivel 

sistémico la concentración de citocinas por la infección con Py 17XL, evaluamos la 

concentración sérica  de las citocinas proinflamatorias IL-1β, TNF-α, IL-12 e IFN-γ 

y de las citocinas anti inflamatorias IL-4 y IL-10  en el día 7 postcoinfección. 

Los ratones infectados solo con Py 17XL desarrollaron concentraciones 

significativamente más altas de las citocinas proinflamatorias TNF-α e IFN-γ (Fig. 

16b, d; ap < 0.05). Sin embargo, no se observaron cambios significativos en la 

concentración de IL-1β, IL-12 e IL-4 (Fig. 16a, c, e). De manera interesante, la  

infección previa de T. crassiceps tuvo un efecto sinérgico en la producción de 

citocinas Durante la coinfección con Tc2+Py se detectaron concentraciones más 

altas de IL-1β e IL-12 (Fig. 16a, c; *p < 0.05), una ligera reducción significativa de la 

concentración de IFN-γ (Fig. 16, *p < 0.05) y concentraciones similares de las 

citocinas antiinflamatorias IL-4 and IL-10 (Fig. 16e, f), en comparación con los 

ratones infectados solo con Py 17XL. 

De manera notable, los ratones coinfectados Tc8+Py produjeron 

significativamente más IL-1β, TNF-α 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; &p < 0.05). 

Es importante destacar que el grupo coinfectado Tc8+Py sintetizó significativamente 

menos IFN-γ 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 más altas de IL-4 e IL-10 
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en comparación con los ratones infectados solo con Py 17XL (*p < 0.05) y con los 

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

de citocinas, originado por la infección crónica con T. crassiceps podría reducir los 

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

Tc8+Py. 
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Fig. 16 La coinfección crónica con T. crassiceps / P. yoelii 17XL incrementó la síntesis de        

IL-1β, TNF-α, IL-12, IL-4 e IL-10 y disminuyó la síntesis de IFN-γ a nivel sistémico. A los ratones 

infectados solo con Tc2, Tc8, Py 17XL, y los coinfectados con Tc2+Py, Tc8+Py, el séptimo día post 

coinfección, se les tomó muestra de sangre y en el suero, se analizó la concentración de las citocinas 

a) IL-1β, b) TNF-α, c) IL-12, d) IFN-γ, 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 estadísticamente significativos, 

(a)  en comparación con el grupo no infectado, (b) en comparación con el grupo Tc2, (c)  en 

comparación con el grupo Tc8, (*) en comparación con el grupo Py 17XL, y (&) en comparación con 

el grupo Tc2+Py. 

 

7. DISCUSIÓN 

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 precisión, no existen vacunas que puedan eliminar 

al parásito, el parásito ha desarrollado resistencia a todos los medicamentos 

antimaláricos 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 replicación del parásito; 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 infección aguda genera una respuesta inmune proinflamatoria 

tipo Th1, mientras que la infección crónica genera una respuesta antiinflamatoria 

tipo Th2 [103]. Este fenómeno no solo ha sido utilizado para esclarecer cómo los 

parásitos 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 infección por T. crassiceps afecta el establecimiento de las 

infecciones subsecuentes por parásitos no relacionados, como Trypanosoma cruzi 

[125] o Leishmania major y Leishmania mexicana [126].  

Py 17XL es una cepa letal, en la mayoría de las cepas de ratón, y 

generalmente causa hiper parasitemia, caquexa, esplenomegalia, anemia y muerte 

aproximadamente entre los días 7 al 11 post infección [67]. 

En este estudio demostramos que el tiempo de infección con T. crassiceps 

modifica el curso de la infección con Py 17XL. La presencia previa de una infección 

aguda por T. crassiceps (2 semanas) incrementó significativamente en un 58 % la 

sobrevida más que la de los ratones infectados por Py 17XL,  Más aun, esta tasa 

de sobrevida fue mayor (80 %) cuando los  ratones presentaron una infección 

crónica por T. crassiceps (8 semanas). Esto podria sugerir que el perfil Th1 o Th2 

generado previamente por la infección 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 coinfección con un 

helminto incrementa la sobrevida de los ratones infectados con Plasmodium: S. 

mansoni (S.) (7 semanas) - P. berghei ANKA en ratones ICR [133] o 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 

coinfección con un helminto aumenta la patología y la mortalidad por la infección 

con Plasmodium. Estos estudios incluyen: la coinfección simultánea con 

Heligmosomoides polygyrus- P. chabaudi en ratones C57BL/6 [141], la coinfección 

con S. mansoni (2 ó 4 semanas)-P. yoelii NXL en ratones BALB/c [160], la 

coinfección con S. mansoni (8 o 9 semanas) - P. berghei ANKA en ratones C57BL6 

[161] y en Swiss albino [139], la coinfección con N. brasiliensis (día 9) - P. berghei 

ANKA en ratones  BALB/c [162]. Es posible que el microambiente o perfil 

inmunológico del hospedero infectado por helmintos en el momento de la 

coinfección esté determinando los resultados reportados. Asimismo, el fondo 

genético del ratón, así como de la cepa de Plasmodium o del helminto utilizado, 

pueden modificar la patología y la letalidad. Cabe destacar, que la cepa Py 17XL 

utilizada en este estudio es letal en la mayoría de las cepas de ratón [163]. Por lo 

tanto, los cambios en el microambiente de las citocinas generadas por el helminto 

son importantes para la modulación de la respuesta inmune en la coinfección con 

Plasmodium. 

De la misma forma, durante la coinfección Tc2+Py y Tc8+Py se  detectó 

disminución en la parasitemia durante la fase temprana de la infección por Py 17XL. 

De manera interesante, Plasmodium continuó replicándose de manera gradual en 

los grupos coinfectados con Tc2+ Py y Tc8+Py después de 11 días de coinfección, 

alcanzando niveles más altos de parasitemia que el del grupo infectado solo con Py 

17XL. Sin embargo, esta replicación no resultó determinante para la mortalidad en 

la infección con Py 17XL (Figura 6a y 6b). Este resultado es similar al observado 

por Lamb et al,  quienes demostraron que en la infección con Plasmodium, la 
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mortalidad es independiente de la carga parasitaria [164]. Por lo que, la infección T. 

crassiceps retrasa la mortalidad temprana postcoinfección con Py 17XL  y si bien 

se restringe la replicación de Py 17XL en la fase temprana de la infección, esta no 

es determinante para la sobrevida. 

De manera general la investigación en malaria ha demostrado que el riesgo 

de muerte por malaria severa no está directamente relacionado con el riesgo de 

infección, reinfección o la frecuencia de exposición...No obstante, existe clara 

evidencia de que la malaria severa y la muerte se deben en gran parte a la 

inmunopatología, asociada a una excesiva reacción de la respuesta inmune del 

hospedero en contra del parásito [165]. Nosotros pensamos que la diferencia en el 

tiempo de sobrevida entre las coinfecciones Tc2+Py y Tc8+Py podría estar asociado 

con la inmunopatología, como la caquexia [166, 167] y la anemia [153, 154].  

La caquexia es un mal pronóstico para la sobrevida de los pacientes, en 

muchas enfermedades crónicas, incluida la malaria [168]. En este estudio, nosotros 

demostramos que la coinfección con Tc2+Py no alteró el desarrollo de la caquexia 

aunque se observó una discreta reducción en la anemia, esto explicaría quizás su 

menor sobrevida. Por el contrario, la coinfección con Tc8+Py inhibió el desarrolló de 

la caquexia (Figura 12a) y retrasó el desarrollo de la anemia (Figura 12b). Este 

hallazgo es similar al descrito en otro modelo de coinfección con Nippostrongylus 

brasiliensis- P. chabaudi, en la que la coinfección redujó el nivel de anemia [169], 

aunque la coinfección con L. sigmodontis-P. chabaudi mostró 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 infección con Py 17XL induce mortalidad temprana [165]. Estos 
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datos sugieren que la anemia no depende en su totalidad de la replicación de 

Plasmodium, si no que interviene el tiempo previo de infección con T. crassiceps en 

el grado de protección contra la anemia. Por lo tanto, la coinfección con Tc8 

promovió la sobrevida de los ratones mediante la inhibición de la caquexia y la 

reducción temporal de la anemia.  

Dado que el bazo participa en la activación de la respuesta inmune y la 

protección contra la anemia [171], determinamos el índice esplénico y encontramos 

que los ratones infectados por Py 17XL desarrollan una marcada  esplenomegalia, 

que podría 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 índice esplénico más bajo en comparación con los ratones 

coinfectados Tc2+Py y los ratones infectados solo con Py 17XL, lo que sugiere que 

la infección previa crónica por T. crassiceps (Tc8) moduló negativamente la 

proliferación celular en el bazo, a pesar de los altos niveles de ambos parásitos. Por 

el contrario, los ratones coinfectados Tc2+Py presentaron un incrementó en la 

esplenomegalia generada por Py 17XL. De manera similar, la coinfección con S. 

mansoni–P. yoelii NXL incrementó la esplenomegalia, el daño 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 

Th1, pudiera promover el desarrolló de esplenomegalia, la activación de las células 

fagocíticas del bazo y como consecuencia una  mayor destrucción de eritrocitos lo 

que incrementó la anemia en los ratones coinfectados con Tc2+Py. Además, 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 índice 

esplénico en los ratones coinfectados Tc8+Py podria representar una respuesta 

protectora contra la anemia, una eficiente respuesta inmune y dirigir el resultado 

clínico en estos ratones, lo cual explicaría su mayor sobrevida.  

En la malaria, los procesos patológicos son en general consecuencia de la 

desregulación de la respuesta inmune. Una óptima respuesta inmune a la infección 

por Plasmodium se caracteriza por una rápida y marcada respuesta inmune tipo Th1 

(IL-12, TNF-α e IFN-γ) para el control del pico primario de la parasitemia, una vez 

que la replicación del parásito 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 resolución de la infección por malaria requeriere de una 

regulación paulatina de un tipo de respuesta inmune hacia otra, de forma coordinada 

y controlada para evitar daños colaterales por el parásito o por la 

inmunopatogenesis.  

La activación de varios subconjuntos de las células T, de los Mφ, y su 

secreción de citocinas proinflamatorias, como el IFN-γ y el TNF-α, son críticas para 

la protección; Sin embargo, la excesiva activación de células T y la sobreproducción 

de estas citocinas también pueden conducir a una malaria severa [47]. 

De acuerdo con la teoría de la inmunosupresión, cualquier infección por un 

nuevo parásito concomitante debería establecerse más fácilmente y volverse más 

virulenta o patógena cuando el hospedero experimenta una fase de 

inmunodepresión inducida por un parásito preexistente [176]. Sin embargo, aquí 

mostramos que este fenómeno no es una regla; en nuestro modelo experimental, la 

patología originada por Py 17XL disminuyó cuando los ratones presentan una 
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infección crónica por T. crassiceps (Tc8). Esta protección podría estar asociada a 

los cambios inmunológicos generados por Tc8, presentes al momento de la 

coinfección por Py 17XL, caracterizados por un incremento significativo de la IL-12 

e IL-10, y una menor concentración de TNF-α, como sugiere el resultado obtenido 

con Mφ 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 estímulo 

con PyAg, si se redujo significativamente la linfoproliferación in vitro ante el estímulo 

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 disminución en la concentración de 

IFN-γ ante el estímulo específico de PyAg. Nuestros resultados son consistentes 

con los de Lacerda Queiroz, quienes demuestran que los ratones deficientes en 

IFN-γ asi como los ratones con depleción de IFN-γ desarrollaron un peso corporal 

más alto, reducción del daño esplénico y mayor tiempo de sobrevida que los ratones 

WT infectados con Py N67C [177]. Estos hallazgos se correlacionaron con un índice 

esplénico más bajo,  concentraciones más altas de hemoglobina y un peso corporal 

mejor conservado en nuestro grupo de ratones coinfectados Tc8+Py.  

En este trabajo demostramos que la coinfección Tc2+Py y Tc8+Py incremento 

la concentración de TNF-α, IL-1β e IL-12 (Figura 5 A, B y C). Aunque se ha 

reconocido que estas citocinas son importantes para el control de la replicación del 

parásito y protección contra la infección por Plasmodium [32, 178], también  las altas 

concentraciones de IL1-β, TNF-α e IFN-γ en suero se han asociado con anemia 

grave [179-181], caquexia [182, 183] y patología asociada a Plasmodium [184, 185]. 
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Tratando de explicar el posible mecanismo implicado en esta protección se 

cuantificó la concentración de citocinas. Aquí, encontramos que los ratones 

coinfectados Tc2+Py y Tc8+Py generaron concentraciones más altas  de TNF-α e 

IL-12, pero también disminuyeron su concentración de IFN-γ en suero en 

comparación con los ratones infectados solo por Py 17XL. Es importante destacar 

que a pesar de que los ratones coinfectados presentaron una reducción en  la 

concentración de IFN-γ, no solo no se afectó el control de la carga parasitaria, como 

ha sido descrito previamente, si no que además se retrasó la replicación de 

Plasmodium durante la fase temprana de la coinfección. Este fenómeno se disipó 

después del día 8 de coinfección y Py 17XL continuó replicándose hasta infectar a 

casi el 80% de los glóbulos rojos en estos grupos (Fig  11a). 

A pesar de las altas parasitemias que alcanzaron los ratones coinfectados 

Tc8+Py, aumentó su sobrevida y presentaron menos anemia, lo anterior podría 

asociarse con las concentraciones elevadas en suero de la IL-1β, el TNF-α e IL-12. 

Esto está respaldado por una investigación previa que demostró que al 

incrementarse la concentración de IL-β se induce una moderada protección contra 

la anemia severa [186]. Además, 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 infección [21], mientras que la administración de IL-12 recombinante 

(rIL-12) confirió protección contra la parasitemia, la anemia grave y disminuyó la 

mortalidad por P. chabaudi [190]. De manera interesante, la administración de 

anticuerpos monoclonales neutralizantes (mAb) anti-TNF-α e anti-IFN-γ eliminan la 
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protección de la rIL-12, dando como resultado un 100% de mortalidad,  [178]. 

Asimismo, IL-12 e IL-1β redujeron la anemia al promover la eritropoyesis y la 

formación de los precursores hematopoyéticos.[190, 191]. Estos datos apoyan la 

idea de que un aumento en los niveles de IL-1β e IL-12 en los ratones coinfectados 

Tc2+Py y Tc8+Py redujeron la anemia y restringieron la replicación de Py 17XL. Así, 

TNF-α e IFN-γ son necesarias para la protección contra Plasmodium  durante la 

fase temprana de la infección.  

En este estudio la disminución en la concentración de IFN-γ en suero y en los 

los esplenocitos en cultivo, se asoció a una menor patología y una mayor tasa de 

sobrevida. Este hallazgo está en concordancia con el desarrollo de una menor 

patología y una mayor sobrevida en los ratones knockout para IFN-γ -/- y WT 

tratados con mAb anti-IFN-γ infectados con P. yoelii nigeriensis N67C [177]. Más 

aún, observamos que la disminución en la producción de TNF-α por los Mφ 

peritoneales, limita la progresión de complicaciones graves que ponen en peligro la 

vida en ratones infectados Tc8+Py. Una posible preocupación de este resultado es 

por qué los ratones coinfectados Tc8+Py no desarrollaron caquexia, si estos 

producen tambien altos niveles de TNF-α, mediador de la caquexia, es probable que 

el perfil Th2 generado por Tc8 antes de la coinfección podría inducir una disminución 

de la inflamación, de hecho, una estrategia terapéutica contra la caquexia es la 

administración de citocinas antiinflamatorias [192]. Así mismo, la administración de 

anticuerpos monoclonales anti-TNF-α (o en combinación con anti-IFN-γ) redujo la 

esplenomegalia en ratones infectados con P. chabaudi [193]. Estos resultados 

sugieren que la protección contra la patología observada en los ratones con 

coinfección Tc8+Py podría estar relacionada a la mejor regulación de la inflamación 
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mediada por el incremento en la producción de IL-4 e IL-10 y menor producción de 

IFN-γ. Refuerza esta discusión 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 

infección y de la malaria más 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 reducción de IFN-γ y el aumento de la 

concentración sérica de IL-4 e IL-10 fueron importantes para la prevención de la 

patología y la sobrevida [194]. En la malaria no severa existe una relación directa 

del cociente en las concentraciones de IL-10/TNF-α, por el contrario, la reducción 

en la concentración de IL-10 y el incremento en la concentración de TNF-α se 

asociaron con complicaciones graves, como anemia y caquexia [179, 195]. Más 

aún, los ratones IL-10KO infectados con P. chabaudi desarrollan una patología 

severa y muerte [196] pero la administración  de anticuerpos monoclonales anti-IFN-

γ o anti-TNF-α reduce la patología y la mortalidad [196, 197].  

Los hallazgos en la concentración de las citocinas IL-4 e IL-10, así como la 

reducción de la concentración de IFN-γ y TNF-α en los sobrenadantea de los 

esplenocitos y Mφ 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 reducción de la caquexia, 

esplenomegalia y retraso en el desarrollo de anemia y en comparación 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 infección por helmintos en la respuesta inmune en diferentes momentos de 

coinfección con Py 17XL (Fig. 17). La infección aguda con T. crassiceps induce un 
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perfil inmune de tipo 1 caracterizado por niveles elevados de IL-1β, TNF-α e IL-12 

en el suero. Este perfil de citocinas previamente establecidos influyen en la 

respuesta inmune y en el curso de la infección durante la coinfección con Tc2+Py: 

retrasa la replicación del parásito Py 17XL y favorece la producción de TNF-α e IL-

12 por Mɸ, así como IL-1β, TNF-α e IL-12 en suero, y la baja síntesis de IFN-γ por 

esplenocitos. Aunque este perfil de citocinas aumenta la sobrevida hasta el día 18 

y tiene un papel limitado en la regulación de la patología y la mortalidad (Fig. 17a). 

En contraste, en la infección crónica por T. crassiceps se induce un perfil inmune 

del tipo 2 caracterizado por concentraciones bajas de IL-1β, TNF-α, IL-12 e IFN-γ; 

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 

infección por Py XL, durante la coinfección con Tc2+Py: se favorece una respuesta 

inmune proinflamatoria / antiinflamatoria (Th1/Th2) caracterizada por la producción 

de concentraciones altas de IL-1β, IL-12 e IL-10 por los Mɸ, asi como IL-1β, TNF-α 

e IL-12 en suero. Es importante destacar que se producen concentraciones altas de 

IL-4 e IL-10 y bajas de IFN-γ por los esplenocitos. Este perfil mixto de citocinas 

retrasa la replicación del parásito Py 17XL, reduce la patología e incrementa la 

sobrevida de los ratones hasta 30 días por coinfección (Fig. 17b). 
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Fig. 17. Modelo hipotético: la preexistencia de una infección aguda o crónica por T. crassiceps 

modifica diferencialmente la respuesta inmune del hospedero a la coinfección por Py 17XL (Py). La 

infección aguda con T. crassiceps (Tc2) (a) favorece el desarrollo de una respuesta inmune 

proinflamatoria (Th1), que se caracteriza por la síntesis de concentraciones altas de IL-1β, IL-12 y 

TNF-α producidas por los Mφ (1), y de IFN-γ sintetizado por las célulass T, entre otras células (2). 

Durante esta etapa, la coinfección Py+Tc2 (3) incrementa la síntesis de TNF-α e IL-12 en Mφ, aunque 

la producción de IFN-γ disminuye ligeramente por los esplenocitos. Esta respuesta se asocia con 

una restricción inicial de la replicación de Py 17XL y una reducción de la anemia; sin embargo, la 

infección por Tc2 tiene una participación muy limitada en la regulación de la respuesta 

proinflamatoria, la patología y la mortalidad (4). A medida que la infección por T. crassiceps progresa 

(b, línea 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-1β, TNF-α e IL-12, y concentraciones altas de IL-10 sintetizadas por Mφ (5), y 

concentraciones altas de IL-4 e IL-10 producidas por las células T (6). En este punto, la coinfección 

Py+Tc8 favorece una respuesta inmune proinflamatoria / antiinflamatoria caracterizada por la síntesis 

de concentraciones elevadas de IL-12 e IL-10 por Mφ (6) y concentraciones altas de IL-4 y IL-10 

pero bajas de IFN-γ por esplenocitos (7). Este perfil mixto de citocinas retrasa la replicación del 

parásito Py 17XL, reduce la patología e incrementa  la sobrevida de los ratones hasta 30 días por 

coinfección. 
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8. RESUMEN DE RESULTADOS 

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

resumir que: 

 La letalidad de la infección por Py 17XL, podria atribuirse, al menos en parte 

por la patología severa (anemia, caquexia y esplenomegalia). 

 El incremento de TNF-α e IFN-γ 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 infección con T. crassiceps modifica el curso de la 

infección con Py 17XL. 

 El tiempo previó de la infección con T. crassiceps al momento de la 

coinfección determina el tiempo de sobrevida de los ratones.  

 La mortalidad durante la coinfección es independiente de la carga parasitaria 

por Py 17XL. 

 La infección con T. crassiceps retrasa la proliferación de Py 17XL durante la 

fase temprana de la  coinfección.  

Efecto de la infección aguda con T. crassiceps durante la coinfección                         

(Tc2 + Py 17XL): 

 Se incrementa un 58 % la sobrevida de los ratones durante la fase temprana 

de la coinfección. 

 Se retrasa ligeramente el desarrollo de anemia. 

 No modifica la caquexia ni la esplenomegalia en la coinfección. 

 Incrementa el perfil Th1 (IL-1β, IL-12, TNF-α e IFN-γ).  
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Efecto de la infección crónica con T. crassiceps durante la coinfección                       

(Tc8 + Py17XL): 

 Aumenta la sobrevida 80% de los ratones durante la fase temprana de la  

coinfección. 

 Reduce la patología (caquexia y anemia) de la coinfección.  

 Reduce el desarrollo de esplenomegalia  durante la coinfección. 

 Promueve la síntesis de IL-1β, IL-12, IL-10 y disminuye la síntesis de TNF-α 

en macrófagos 

 Afecta la respuesta linfoproliferativa, pero promueve la  síntesis de  altos 

niveles de IL-4 e IL-10 en esplenocitos 

 Incrementa la síntesis de IL-1β, TNF-α, IL-12, IL-4 y IL-10 y reduce la síntesis 

de IFN-γ a nivel sistémico. 

 Los hallazgos reportados aquí establecen claramente que el balance de una 

respuesta mixta Th1/Th2 generada por la coinfección Tc8+Py, es vital para 

el incremento de la sobrevida y la disminución de la patólogia.  

9. CONCLUSIÓN 

        Nuestros datos demuestran que la infección crónica por el helminto T. 

crassiceps incrementa la sobrevida de los ratones infectados con P. yoelii 17XL, y 

este fenómeno depende de la modulación del perfil inmunológico preexistente 

generado por el helminto, es decir, el tiempo previo de la infección con el helminto 

es capaz de modular y modificar el curso de infección letal con Plasmodium. 

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

infección 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 

comprensión de los mecanismos involucrados en la respuesta celular anti 

inflamatoria o y/o reguladora inducida por el parásito helminto durante la coinfección 

por Plasmodium. Nuestros hallazgos deben tenerse en cuenta para el tratamiento 

de las manifestaciones clínicas de pacientes con malaria y para el desarrollo de 

estrategias de inmunización en zonas donde estos parásitos coexisten o son 

endemicos. 
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10. ANEXO 1   

RESULTADOS COMPLEMETARIOS NO PUBLICADOS 

 
10.1. La coinfección crónica con T. crassiceps + P. yoelii 17XL promueve la 

producción de la IL-1β, IL-10, IL-12 y TNF-α en los macrófagos estimulados 

con el  PyTcAg. 

        Los Mφ de la coinfección con Tc8+Py estimulados in vitro con TcPyAg aumentó 

significativamente la concentración de las citocinas IL-1β, TNF-α, IL-12 e IL-10 en 

comparación con todos los otros grupos experimentales (18, p < 0.05). En contraste, 

Los Mφ de la coinfección con Tc2+Py generó concentraciones similares de IL-1β, 

TNF-α, IL-12 e IL-10 en comparación con los ratones infectados solo con Py 17XL 

(18). Por lo tanto, estos datos corroboran que los Mφ provenientes de la coinfección 

con Tc8+Py producen tanto citocinas proinflamatorias (IL-1β, TNF-α, IL-12) como 

antiinflamatorias (IL-10). 
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Fig. 18. La coinfección crónica con T. crassiceps / Py 17XL promueve la producción de la IL-

1β, IL-10, IL-12 y TNF-α en macrófagos estimulados  con el TcPyAg. Los Mφ 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 μg/mL, de cada antígeno). La concentración de las citocinas: IL-1β 

(a), TNF-α (b), IL-12 (c) y IL-10 (d) en los sobrenadantes de cultivo de Mφ se midió 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 estadísticamente 

significativos, (a) en comparación con el grupo no infectado, (b) en comparación con el grupo Tc2, 

(c) en comparación con el grupo Tc8, (*) en comparación con el grupo Py 17XL, y (&) en comparación 

con el grupo Tc2+Py. 

  

10.2. La coinfección crónica con T. crassiceps + P. yoelii 17XL disminuye la 

respuesta linfoproliferativa, pero promueve la síntesis de IL-4 e IL-10 y 

disminuyen la síntesis de IFN-γ e IL13 en los esplenocitos estimulados con   
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         En respuesta a Con-A, los esplenocitos de los ratones infectados solo con Py 

17XL presentaron una disminución significativa en la respuesta proliferativa en 

comparación con los ratones no infectados (Fig. 19, ap < 0.05). Del mismo modo, en 

los esplenocitos de los ratones coinfectados Tc2+Py, la respuesta proliferativa 

también mostró una disminución significativa en comparación con los ratones no 

infectados. (Fig. 19, ap < 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 

proliferación 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, &p < 0.05).  

        En la figura 20, se observó que los esplenocitos de los ratones coinfectados 

Tc8+Py, estimulados con Con-A produjeron niveles más altos de IL-4 (*p< 0.05) e 

IL-10 ( #p < 0.05); y niveles más bajos de IFN-γ e IL-13 (*p<0.05) comparados con 

los ratones infectados solo Py 17XL y los coinfectados Tc2+Py (&p< 0.05) (Fig. 20).  
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Fig. 19. La coinfección crónica 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 día 7 post coinfección, los 
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esplenocitos 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 incorporación 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 estadísticamente significativos, (a) en comparación con el grupo no infectado, (b) en 

comparación con el grupo Tc2, (c) en comparación  con el grupo Tc8, (*) en comparación con el 

grupo Py 17XL, y (&) en comparación con el grupo Tc2+Py.  
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Fig. 20. La coinfección crónica con T. crassiceps / P. yoelii 17XL promueve la  síntesis  de   IL-

4 e IL-10 y disminuye la síntesis de IL-13 e IFN- γ 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 día 7 post coinfección. Después de 72 h del 

estimuló la concentración de citocinas: IL-4 (a), IL-10 (b), IL-13 (c),  IL-17 (d)  e IFN-γ (e) se midió 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 estadísticamente 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 coinfección por T. crassiceps-P. yoelii 17XL aumenta la síntesis de 

MIF en suero 

       Dado que se ha descrito que el factor inhibidor de la migración (MIF) suprime 

la síntesis de eritropoyetina y tiene un efecto sinérgico con el IFN-γ y el TNF-α para 

antagonizar con la hematopoyesis [198], decidimos analizar si esta molécula ésta 

involucrada en la sobrevida y la patología 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 día  post infección con Py 

17XL. En la figura 21a se observó que la infección por P. yoelii 17XL promueve la 

producción de MIF. De manera interesante, los niveles de MIF se incrementaron 

aún más en los ratones coinfectados en comparación con aquellos que sólo se 

infectaron con Tc2,  Tc8 y Py 17XL (21b). Cabe destacar que la infección previa con 

Tc2 presentó el mayor incremento en la producción de MIF y resultó 

estadísticamente significativo en comparación con nuestros grupos experimentales. 
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Lo cual sugiere que la coinfección con T. crassiceps tiene un efecto sinérgico en la 

producción de MIF. 

 

 

Figura 21. La coinfección por T. crassiceps / P. yoelii 17XL aumenta la producción de MIF en 

suero. A) Niveles de MIF en suero a los 7 días post infección con P. yoelii 17XL en ratones  BALB/c, 

B) ratones coinfectados con P. yoelii 17XL, después de dos semanas ú ocho semanas de infección 

previa con diez cisticercos vía 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 estadísticamente significativos, (a) en comparación  con el grupo no infectado, (b) en 

comparación con el grupo Tc2, (c) en comparación con el grupo Tc8, (*)  en comparación con el 

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

 

10.4. La ausencia de MIF retrasa la replicación de P. yoelii 17XL y aumenta la 

sobrevida de los ratones infectados   

        Con el fin de determinar la participación de MIF en la respuesta inmune a la 

infección por Py 17XL, se monitoreo la sobrevida en ratones WT y MIFKO de 6-9 

semanas de edad, infectados con 103 eritrocitos parásitos con  Py 17XL vía i.v. y se 

evaluó el porcentaje de eritrocitos parasitados, con el propósito de analizar si la 

ausencia de MIF afectaría el número de parásitos 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 días 5, 6 y 7 p.i. en comparación 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 día 8 p.i., similares a 

los presentados por los ratones WT infectados con Py 17XL  (Fig. 22a) así mismo, 

los ratones MIFKO mostraron un incremento significativo en la tasa de sobrevida, 

dado que el 55% de los ratones MIFKO  sobreviven después del día 11 p.i. en 

comparación 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 

días) que los ratones WT infectados con Py 17XL (Fig. 22b). Estos hallazgos 

soportan la idea que MIF podría promover la mortalidad temprana y un ineficiente 

control del  parásito, a pesar de que se sabe que MIF induce una respuesta 

proinflamatoria necesaria para control la replicación de Plasmodium. Es posible que 

MIF participe en la mayor mortalidad, al promover una respuesta proinflamatoria 

excesiva generando patología severa, como la anemia o la esplenomegalia. 
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Fig. 22. La ausencia de MIF retrasa la replicación de P. yoelii 17XL y aumenta la sobrevida.  

Los ratones BALB/c MIFKO y WT se infectaron vía i.v con 103 eritrocitos parásitos 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 estadísticamente 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 patología de la infección por Plasmodium yoelii 17XL 

        Es ampliamente aceptado que la desregulación de citocinas liberadas por 

hospedero durante la infección por Plasmodium contribuye a la malaria severa. Por 

ejemplo,  la alta concentración de MIF en suero se ha asociado con anemia severa 

[199] y daño tisular, debido a la inflamación excesiva [200]. Dado que MIF podria 

estar estrechamente correlacionado con la inmunopatología durante la infección 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 analizó la pérdida de peso corporal durante la infección 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 día 

7 hasta el día 11 p.i. por Py 17XL, cuando los ratones murieron habían 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 observó una 

pérdida significativa  de peso en los días 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 más alta que la de los ratones WT infectados 

por Py 17XL. Entonces, MIF no participa en el desarrollo de caquexia. 

Posteriormente, se cuantificó la concentración de hemoglobina, para determinar si 

MIF participa en la anemia generada por Py 17XL  Nuestros resultados mostraron 

que los ratones WT presentaron una disminución drástica, progresiva de los niveles 

de hemoglobina en la concentración de hemoglobina entre los días 4 y 14 p.i. por 

Py 17XL. De manera similar, los ratones MIFKO mostraron una disminución en los 

niveles de hemoglobina después del día 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 infección 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 y la patología  de HMS está 

asociada a anemia severa. Para evaluar si MIF podría modular el desarrollo de 

HMS, se determinó el índice esplénico en el día 5 y 7 p.i. por Py 17XL. Los ratones 

WT y MIFKO infectados por Py 17XL desarrollaron un aumento significativo en el 

tamaño del bazo en comparación a los no infectados, y su índice esplénico fue 

similar en el día 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 infección con Py 

17XL. Entonces, la ausencia de MIF disminuye la patología asociada a anemia y 

esplenomegalia pero no participa en la caquexia. 

 

 

 

 

 

 

Fig. 23. MIF  promueve la patología de la infección por P. yoelii 17XL. Los ratones BALB/c MIFKO 

y WT se infectaron vía i.v con 103 eritrocitos parásitos con  Py 17XL. Como control se utilizaron 
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ratones no infectados. Porcentaje de peso corporal a), El peso inicial de cada ratón se consideró 

como el 100%, el cambio en el porcentaje de peso se calculó utilizando el peso inicial de cada ratón 

en el día 0. Concentración de hemoglobina b), se cuantificó por el método de la 

cianometahemoglobina y se expresan en g/dL, 1 µL de sangre se adicionó a 250 µL of Drabkin, la 

concentración se analizó por espectrofotometría a 540 nm. c) Índice 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 estadísticamente significativos, (a) en 

comparación con el grupo WT no infectado, (b) en comparación con el grupo MIFKO Py 17XL  día 5 

p.i. y (c) en  comparación con el grupo MIFKO Py 17XL día 7p.i. (*) en comparación con el grupo 

MIFKO no infectado 

 

11. PERSPECTIVAS 

        En conjunto los datos demuestran que los ratones co-infectados con T. 

crassiceps no solo podrían usarse como modelo para investigar los mecanismo de 

susceptibilidad  durante la interacción 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 producción de MIF en respuesta a la malaria participa en 

el desarrollo de la inmunopatogenesis. Éstos datos son importante para una futura 

publicación ya que proporcionan más evidencia de que la respuesta proinflamatoria  

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

Preparación de reactivos y solucines empleadas 

Solución A. Sulfato de Cu al 1% (1gr de CuSO4 y llevar a 100 ml de H2O 

bidestilada)…………1ml 

Tartrato de Na y K al 2% (2gr de tartrato de Na y K y llevarlo a 100 ml de H2O 

bidestilada)…………1ml 

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

N……...…………………98ml 

13. ANEXO 3 
 

Solución 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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