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RESUMEN

La enfermedad hidatidica es causada por el metacéstodo de Echinacoccus
granulosus. Se han probado diferentes modelos experimentales para entender la
enfermedad hidatidica. En este estudio se utilizaron ratones BALB/c, para evaluar la
respuesta inmune humoral y la respuesta celular hepatica. La enfermedad hidatidica
evalud que epitopes de £ granulosus manejan la respuesta inmune humoral en
infecciones  experimentales. Los ratones BALB/c fueron infectados
intraperitonealmente con protoescolices (PSC) de E. granulosus. Muestras de suerg
fueron tomadas a las 0, 4, 8, 12 y 18 semanas y probados por Western biot y
ELISA. La IgA reacciond exclusivamente contra epitopes de 61 kDa o epitope A,
esta proteina fue reconocida por todos los animales infectados. Los sueros
controles fueron negatives. Los quistes hidatidicos aparecieron en el higado 8
semanas después de la inoculacidon. Se extrajo RNA de seccianes hepaticas, las
cuales fueron utilizadas para amplificacion con RT-PCR con primers de IL-8, TNFa,
IL-10, TGFP y GIPDH. La expresidn de citocinas in sifu fue probada con FISH. Los
quistes del pardsito completos en [a superficie del higado fueron observados a las
16 semanas después de la infeccion; los caniroles fueron negativos. La expresién
de IL-8 y TNFq, fue nommal y manteniéndose hasta declinar progresivamente 8
semanas después de la infeccion; en algunos animales tal expresién decayd hasta
desaparecer a las 16 semanas después de la infeccion. Por otro lado IL-10 y TGFg,
. fueron incrementando progresivamente. Los controles expresaron normaimente ias
citocinas. Los resullados de este estudio sugieren que E. granulosus induce una
inmunosupresién local, probablemente mediada por IL-10 y TGF(; ademé&s se via
que es posible que tal mecanismo pueda estar involucrado en la evasion del
parasito de la respuesta celular mediada por el huésped. La respuesta inmune
primaria ocurre en la cuarta semana de infeccién y el switch a IgG e IgA ocurre
hacia la octava semana. Se observd que la IgA, puede ser un marcador especifico
de la infeccion activa en [a hidatidosis experimental. Son diversos los mecanismaos
que pueden mediar el escape det parasito como el que controla la respuesta de los
genes de citocinas, los que son prabablemante inhibidas por productes del parasito.



SUMMARY

Hydatid disease is caused by the metacestode of Echinococcus
granulosus. Different experimental models have been used to understand
hydatid disease. In current studies BALB/C mice were used to evaluate the
humoral immune and hepatic cefular response. The hydatidic disease evaluate
what epitops of Echinococcus granulosus drives the humaoral immune response
in experimental infections. BALB/¢ mice were intraperitoneally infected with
protosceleces of E. granulosus. Serum samples were taken at 0, 4, 8, 12 and
16 weeks and evaluated by Westem blot and ELISA. The IgA reacted
exclusively against 61 kDa or A epitop, this protein was recognized by all
infected animals. Control sera was negative. The hydatid cysts appeared on the
liver eight weeks after inoculation. The RNA extracted from hepatic sections
was used for RT-PCR amplification with primers for IL-8, TNFa, IL-10, TGF},
and G3PDH. in situ cytokine expression was assessed by FISH. Complete
parasite cysts on the liver surface were observed 16 weeks after infection;
controls were negative. The expression of IL6 and TNFa was normal at
baseline and declined progressively eight weeks after infection; in some
animals such expression was abrogated 1€ weeks after infection. On the other
hand IL-10 and TGFp were increased progressively. Controls expressed the
cytokines normally. Present results suggest that E. granulosus induces a local
immunosupression probably mediated by IL-10 and TGFp; therefore it seems
possible that such a mechanism would assist the parasite in escaping the
harmful host cell-mediated response. The primary immune response, the 1gG
and IgA swittch have been shown by the 4% and 8% week of infection,
respectively. The IgA response might be an specific maker for the active
infection in fhe experimental hydatidosis. The parasitic evasion mechanisms
could modulate the cytokines gene expression, inhibited by parasit's metabalic
products.
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IMPORTANCIA

La hidatidosis es una parasitosis de importancia mundial dentro de [a salud
pubtica humana y animal, es un problema en paises con gran actividad en la
explotacion y utilizacion de diferentes especies de animales domésticos vy
gconomicamente representa pérdidas cuantiosas en paises endémicos. Afecta
ademas al hombre, en el cual puede llegar a ser mortal. En México esta enfermedad
no obstante que ya ha sido reporiada, no se le ha dado la importancia que tiene y por
o tantc no cuenta con estudios epidemiolégicas formales. La presencia de esta
parasitosis se ha reportado en diversas ocasiones en congresos nacionales,
internacionales y publicaciones locales y nacionales. Ademas se han reportado
casos en humanos aunque en muy poca frecuencia, sin embargo se habia ya hecho
una recomendacion a las autoridades sanitarias sobre brotes que podian aparecer en
humanos, al haber una introduccidn de ganado ovino en pie, procedente del
Continente Australiano y pudienda ser esta la forma mas directa de importar la cepa
ovina de Echinococcus granulosus que es altamente patdgena para el humano, en
comparacion de (a cepa parcina existente en nuestro pais que es de baja infectividad
para el hombre.

No se tienen métodos cotidianos de deteccion de la parasitosis, ya que los
medicos generalmente estan desinformados sobre esta enfermedad confundiéndola
con otrg tipo de padecimienta y con tratamientos inadecuados que a la larga son mas
perjudiciales para el paciente. Hemos comenzado ha trabajar con metados
estandarizados de produccion de antigenos y aplicandose la técnica de ELISA Y W8,
con buenos resultados de diagnastico. Esto nos alienta a seguir investigando sobre

esta interesante parasitosis que ¢comienza a aparecer en humanos en nuestro pais.

Uno de los principales problemas con las parasitosis, es ia evasion de la
respuesta inmune por el parasito a las defensas generadas por el huésped, y la
enfermedad hidatidica na es la excepcion, ya que es una parasitosis cronica y dificil de
tratar, y como ya se menciono pudiendo llegar a ser mortal.



La importancia de“estudiar r%éléculas del metacéstodo de Echinococcus
granulosus que pudieran estar regulando (a respuesta inmune del huésped ayuda a
conocer los factores que intervienen en [a relacion existente entre e! parasito y el
huésped y comprender los factores que intervienen en la pemmanencia crénica del
parasito en el organismo, para esta utilizamos un modelo experimental conocido que es
el ratdon BALB/c, ampliamente utilizado en algunos estudios inmunoldgicos. Por lo tanto

nuestra justificacion se apoya en que:

Hasta ahora la informacion disponible para el entendimiento de {a evasion de
la respuesta inmune del huésped por el parasitd es escasa o0 no existe; se
desconocen muchos aspectos sobre la relacion huésped-parasito en hidatidosis,
como la regulacion de citacinas y los epitopes prinCipales, que despiertan la
respuesta mediada por citocinas reégulatorias. Es necesario conocer el papel que
juegan algunas citocinas en la fisiopatologia de la enfermedad ya que su

conocimiento daria nuevas expectativas para estrategias terapéuticas en hidatidosis.



INTRODUCCION

La equinococosis, la enfermedad hidatidica, y (@ hidatidosis son términos
utilizados para referirse a la parasitosis causada por el adulto y el estado larvario
(metacéstodo) del génerao Echinococcus (Familia Taeniidae) respectivamente. El
término hidatidosis o enfermedad hidatidica se restringe a la infeccién con el
metaceéstado o larva, mientras equinococosis es aplicada para la parasitosis con los
gusanas adultos. En el primer caso, el huésped es intermediario y en el sequndo
definitivo, Existen cuatro especies recongcidas dentro del género de Echinococcus,
Rudolphi, 1801 (Grove DI, 1991). €. granuiosus, €. muitifoculans, E. oligarthrus y E.
vogeli, las cuales son céstodos ciclofilideos pertenecientes a la familia Taeniidae, con
una amplia distribucion en el munde. La infeccién depende de condiciones sanitarias
en los rastros © mataderos. La enfermedad en animales, praduce bajas econémicas
por la destruccion de drgancs infectados que afectan al ganado (Torgersen P: R: &
Dowling P:M: , 2001; Shamesh M.A. et al, 1999; Carmona C. Et al, 1999). En Mexico
£ granufosus afecta a la especie porcina principalmente. La hidatidosis porcina era
desconocida como problema de salud animal en Zacatecas y en México, actualmente
esta enfermedad se reconoce como un problema de salud animal y eventualmente se
ha encgntrado en humanos (Tavizén GJP, et al, 1981). Mondragdn-de la Pefia, MC. et
al. 1991, 1993, 1995, Martinez CF, et al, 1994). Asl mismo se han observado
particulanidades en el ciclo del parasito relacionadas con las condiciones ambientales,
se conoce la cepa porcina como la causante de la Hidatidosis en el Estado de
Zacalecas y no la ovina como es reportada en otros paises (Eckert J. ef a/. 1989,1993,
Thompson et al. 1999). Las principales especiés involucradas en la patogenia dei
humano son las dos primeras, producen respectivamente hidatidosis unilocular e
hidatidosis multilocular, La hidatidosis unilocular es una enfermedad zogndtica causada
por el metacéstedo de E. granulosus.

Existen reportes aislados desde 1880, en una amplia revision citandose pocos

casos en humanos, en cirugias o autapsias pero son poco conocidos por no ser



publicados y sdla notificados por comunicaciéon verbal (Flores-Barroeta L, 1955).
Actualmente esta enfermedad se ha manifestado como un problema de salud publica y
animal en nuestro Estado, asi mismo se han observado particularidades como variantes
biologicas y bioquimicas relacionadas con las condiciones ambientales y la
permanencia en diferentes huéspedes, en el ciclo del parasito, coneciéndose la cepa o
raza porcina como la principal causante de la Hidatidosis en el Estado de Zacatecas
(Mondragon-de la Pefia, MC. et af, 1991, 1993. Tavizéon GJP et al, 1981, Martinez MJJ.
et al, 1994), y no Ia avina como es reportada en otros paises de Sudamerica (Eckert J.
ef al.1993),

El paco conacimientc de esta enfermedad ciclica ha hecho que no se tenga el
cuidado suficiente en |0s rastros municipales y menos en mataderos clandestinos,
para poder controlar tanto la equinocacosis en los canidas, coma la hidatidosis en el
cerdo y su posible riesgo de infeccion para el hombre, ya que en el medio rural
zacatecano, las visceras parasitadas de los cerdos que se sacrifican se les dan como
alimente a los perros o se entierran, o se desechan en los basureros a cielo abierto
(el arroye), dande son consumidas por perros u otras canidos que funcionan como
huéspedes definitivos del parasitc. De esta manera, el ciclo se convierte en silvestre,
y la infeccion se propaga indefinidamente (Thompson et al. 1983,1985, 1988, 1995).
La tenia adulla sdlo se desarrolla en el intestino delgado (yeyuno e ileon) del
huesped definitivo, canidos como el perro doméstico (Canis familiaris), 1a zarra roja
(Vulpes vuipes) y el dingo (Canis familians dingo), (Thompson RCA, et al 1985,
Eckert J. ei al. 1989), mientras que las larvas o protoescdlices (PSC) se asientan en
mamiferos y herbivoros, estos Gltimos probablemente se infecten mediante |a
ingestion de huevos que se encuentran en pasturas contaminadas. Entre los
huéspedes intermediarios se €ncuentran el hombre, el cerdo, ia oveja, &l caballg, ia
vaca, el camello, el canguro, el alce (Thompson RCA, et a/, 1984, 1985, 1988, 1995;
Baldock FC, et al. 1985; Eckert J, et al, 1989; Hobbs RP, et al. 1990) y en éstos casi
en todos los organos: cerebro, meédula dsea, rifones, vesiculas seminales, corazan y
pericardio, vias biliares, glandulas maxilares y principalmente en higado y pulmones
(Farmer MP, et al. 1990, Frydman CP, et al. 1989. Ming-Gian X, 1985, Sierra J, et al.



1985, Cesbron JY, et al. 1986, Abid-A, et al. 1991, Majul EJ,1991), la implantacion
del parasito en un 6rgano blanco varia segun el huésped, produciendo quistes
hidatidicos o hidatides.

Para poder comprender la relacidn huésped parasito y los eventos que
suceden a la infeccidn por hidatidosis, se han desarrollado varias modelas
experimentales de cultivos celulares hasta animales par ejemplo borregos, cuyas,
ratas y ratones (Allan D. £f al. 1981. Baldock F. C. et al. 1985. Bout D. ef al. 1974);
en algunos se ha demostrado la capacidad de algunos parasitos para evadir la
respuesta inmune celular y humoral (Lancer M. 1997). El desarrolla de E. granulosus
en los tejidos del huesped puede inducir tolerancia inmunoldgica especifica a ciertos
antigenos o inmunosupresion no especifica (Annen ef al. 1981), lo cual lleva al parasita
a una larga sobrevida en el érgano blanco, por lo tanto ésta es una de las formas como
este agente infeccioso evade la respuesta inmune del huésped.

Se ha demostrado que el género de Echinococcus posee diferentes antigenos
(Kagan |. G. et af 1968.). Algunos de ellos son timo-independientes (Cox B. A. ef al
1989.). Respecto a la respuesta inmune celular, el parasilo es capaz de desplegar
una respuesta granulomatosa en diferentes drganos como higado, pulmones y otros
argancs.( Allan D. ef al. 1981, Jenkins P.ef al 1986 ).

Los antigenas de E. granilosus, al entrar en contacto con los tejidos del
huesped, inducen una respuesta inmune, pero el cantacto cronico induce tolerancia
inmunolégica especifica 0 inmunosupresion no especifica (Annen ef a/. 1981), lo cual
lleva al parasite a una larga sobrevida en el drgano blanco, por tantg ésta es una de las
formas de evadir la respuesta inmune del huésped.

Se ha demostrado que el modelo muring es excelente para reproducir la
hidatidosis en forma similar a fa hidatidosis hepética de otros mamiferos y que el

implante del quiste desencadena una respuesta inflamatoria mediada principalmente



por células mononucleares 'y macréfagos (Ganguly NK, et al. 1986. Dempster RP, et
al. 1991. Playford MC, et al. 1992. Mondragén-de-la P, 1995).

La inmunosupresion y la estimulacion policlonal parecen estar mediadas por
substancias de secrecion y excrecién del parasito y modulan la expresion de citocinas o
moléculas moduladoras de las citocinas, que inducen la situacién la permanencia
cronica del parasito ( Kizaki T ef al. 1991, Finkelman FD, et al. 1992, Kobulej T ef al.
1992, Heinzel FP, 1989, Tato P et al, 1995, 1996. Torcal J et al. 1996).



ANTECEDENTES

La hidatidosis es una zoaonosis cosmopolita, ampliamente distribuida en el
mundo y representa un problema meédicg y veterinario de relgvancia en areas
endémicas por ejemplo en Eurgpa, muchas casos de quistes hidatidicos en humanos,
provienen de regiones donde la enfermedad es endémica y de las costas del
Mediterraneo. Entre 1887 y 1991 la incidencia se incrementd de 30 a 45 nuevas casos
por afo. En Espafia en 1990 la prevalencia de casos hospitalizados por 100000
habitantes varid de < 0.01 a > 11 casos en varios distritos. En Portugal entre 1983 y
1988, 37 a 45 nuevos casas fueron reportados cada afo, (Eckert J y Thompson RCA,
1988; Van Knapen F, et al. 1982,1987.; Korlbeek LM, et al, 1993; Navarmrete |, et al,
1991, Rombert C, and Trinca T, 1991). En China, datos colectados en 1985, sefialan
que en 21 provincias que representando cerca del 87% del temitorio se a reportado la
existencia de E. Granulosus, (Craig PS, et al, 1991), En Africa, la calidad y cantidad de
dates disponibles sobre los ciclos de vida de £ Granulosus, |as tasas de prevalencia y
la importancia en la salud publica de la enfermedad por quistes hidatidicos vara
grandemente entre los diferentes paises siendo altamente endémica entre grupos
ndmadas, se considera que esta alta prevalencia se debe a los ciclas silvestres, ala
diversidad de hospedadores y a la diversidad genélica entre las especies de £
granufosus. (Macpherson CNL, 1986, Thompson R.C.A. and Lymbery J, 1993), En
Nueva Zelanda y Australia, E. granulosus seé introdujo con ancestrgs de los dingos, de
Asia, tuvieron una segunda introduccion ocurrida con la llegada de colonos y sus
animales domesticos, y a la introduccion de borregos meninos importados del norte y
sur de Africa. El indice de infeccidn en humanos en las areas rurales de Nueva Zelanda
fue aita (11.8 por 100,000 habitantes (Kumaratilake LM and Thompson RCA, 1982,
1984; Gemmell MA.1990, Gemmell MA, 1990). La hidatidosis ha surgido como
enfermedad emergente en Kazakhstan donde su incidencia, se ha incrementado de
1.4 cases/100,000 en 1991 a 5.9 caso0s/100,000 en el afio 2000. Esta situacién
sugiere que el incremento en el diagndstico de echinacoccosis es paralelo a un
aumento en la transmisidn entre la poblacidn humana (Shaikenov BS, et al. 1999,
Torgersan PR., et al 2002). Es una parasitosis dificil de controlar debido a las

7



parasitosis dificl de controlar debido a las caracteristicas de su ciclo, sobre todo su
fase silvestre. Es dependiente de factares relacionados con la cultura y el pastoreo, en
regiones de Palestina la enfermedad en algunas regicnes se ha encontrado una
incidencia de 16.8 por 100,000 habitantes, es adquirida en los primeros arics de vida y
su prevalencia es mas atta en mujeres que en hombres, el ambiente y el estilo de vida
favorecen la dispersion de la enfermedad. (Matosian RM et al. 1977, Thompsan. RCA,
e! al, 1988, Carmmona C &f al. 1999, Abu-Hasan N., et a/ 2002), ademas representa una
pérdida econdmica en algunos paises, por ejemplo, en Jordania se han reportado
pérdidas hasia de $4.4 ddlares americancs por borrego infectado, estudios mas
recientes indican que el rango de perdidas econémicas anuales, de came de borregos
y cabras, por infeccion de equinococosis quistica, en Jordania con una confianza del
95% (utilizando la tecnica estadistica de Monte Carlo) y una pérdida con una media de
$ 3874 Q70 de dblares por afio. (Abo-A et al. 1991, Torgerson P.R,, et a/. 2001). La
cepa con su ciclo vital cerdo-perro se ha reportado en Polonia, donde se postula que
puede ser diferente ya que sus caracteristicas morfologicas y genéticas difieren de
otras, lo cual tiene significancia epidemiolégica, incluso presenta una tasa rapida de
desarrollo en perros y una aparente baja infeo@ividad & humanos (Eckert J, et a/.1993).

En Norteamérica, principaimente se presentan dos cepas de E granulosus (as de
borrege y las cepas de cérvidos, esta ultima involucra como huésped definitivo al lobg,
en algunos estados de USA es el coyote {Rausch RL, 1986), Las cepa de borrego/perro
ocurre esporédicaments, hay zonas estrictamente limitadas como WUtah, Arizona, Nuevo
Mexico, Califomia y otros estados del este. En Califomnia, el 4.8% de casi 23,000
borregos sacrificados en rastros a mediados de los 60* estaban infectados (Sawyer
JC, et al. 1969). Pcblaciones de humanos expuestos a infecciéon en estos estados son
relativamente pocos; sin embargo las transmisiones en pablaciones endémicas de
nativos americanos en Arizona y Nuevo México, la incidencia anual de diagnédstico es
de 2 a11 por 100,000 habitantes, (Schantz; PM, 1977: Crellin JR, et al 1982). Casos
humanos ascciados con focos endémicos, involucrando £ granulosus en el ciclo
cerda/perro en la regién del Mississippi, son aun diagnosticados raramente (Daly JJ, ot
al, 1984). En el Estado de Zacatecas la hidatiklosis es producida por una cepa en la que



se completa el ciclo entre el perro y el cerdo (Figura 1). Representa un problema en la
poblacién porcina, ya que el 7.86% de éstos animales sacrificados en los rastros estan

infectados con el parasito (Mondragon-de-la-P y Tavizén GP. 1991).

CICLO VITAL DE Echinococcus granulosus

Figura 1). Ciclo vital de la cepa perro-cerdo de Echinococcus granulosus, huésped
definitivo esta el perro y otros canidos alojando el parasito adulto. Al defecar los
huevos del parasito son ingeridos por el huésped intermediario en este caso el cerdo
en el que se desarrollan los quistes hidatidicos conteniendo la arenilla hidatidica
compuesta por protoescolices (PSC) en los érganos blanco, en este caso el higado.

En América del Sur el ciclo mas propagado es por el borrego-perro, la Pampa
Argentina ofrece condiciones favorables para el desarrollo del parasito, muestra una
presencia endémica de casos humanos y perros infectados, encontrandose una tasa de
incidencia anual de 6.8 por 100, 000 habitantes. En Uruguay el andlisis de costo
beneficio por la echinococcosis se ha evaluado, datos de pérdidas econémicas por la
incidencia de la enfermedad en humanos y rastros, sefialaron un costo estimado
minimo de U.S $ 22.1 millones por afio. (Neghme A y Silva RA, 1970; Schantz PM,
1972; Perdomo R., ef al.1988. Lamberti R., et al, 1999. Carmona C., et al. 1999.
Larrieu E. et al. 2000. Torgerson P.R. et al 2000).



Echinococcus granulosus es un cestodo Ciclofilideo que se clasifica ¢omo
sigue: (Faust EC, et al 1975. Thompson RCA y Kumaratilake LM, 1985. Kumaratilake
LM, et al 1986. Thompson RCA and Lymbery AJ, 1888. Eckert J, ot al. 1989, 1893.
Zhang L, et al. 1998)

Phylum Platyhelminthes
Clase Cestoidea
Subclase Eucestoda
Orden Cyclophyllidea
Familia Taeniidae
Género Echinococcus
Especie £. granulosus

El adulto de E. granulosus parasita a perros y ofros cénidos que actian como
huespedes definitivos, Diversos mamiferos pueden funcionar coma huéspedes
intermediarios, infectandose por medio del agua y por contacto directo; sin embargo, los
herbivoros probablemente lo hacen mediante la ingestion de huevos que encuentran en

pasturas contaminadas.

Los cerdos, por la manera de crianza en "libre pastoreo urbano", se infectan por
comer directamente materia fecal de perros parasitados. El parasito adulto se
encuentra fijo fuertemente a la mucosa del intestino delgado del huésped, es un gusanag
plano que tiene una longitud de 2 a 7 mm, tiene de tres a cuatro progldtidas en la
cadena estrobilar, el Gltimo, mas ancho y largo, cantiene &l Utero gravido, el escolex
lleva cuatra ventosas y tiene un rostelo no retractil con dos coronas de ganchaos que
pueden ser de 30 a 40, los cuales, por su forma o tamafo, sirven para diagnostico
(figura 2)



Figura 2). Tenia de Echinococcus granulosus.

La madurez sexual se alcanza entre 3 y 4 semanas, la produccion de huevos
comienza a los 2B dias después de la ingestion de PSC, esto dependera de la cepa del
parasito, el tiempo de maduracion y la permanencia de la parasitacion. Si no hay
reinfeccion, los parasitos permanecen de 5 a 6 meses. Los huevos de E. granulosus
miden 30 a 38 mm y son eliminados con la materia fecal de los canidos, no se pueden
diferenciar de los huevos de Taenia solium y T. saginata. Contienen oncésferas
completamente diferenciadas, una vez ingeridos por el huésped intermediario, los
procesos digestivos de éste provocan la liberacién del embrién hexacanto u oncésfera,
atraviesa el intestino por medio de movimientos de los ganchos del rostelo y proteasas,
penetra los vasos mesentéricos y la oncosfera es pasivamente transportada hacia el
higado puede llegar al corazon derecho y de ahi a puimones, donde se puede quedar o
continuar hacia el corazén izquierdo; se implanta casi en cualquier 6rgano (Faust et al.
1975. Cheng, 1978. Thompson y Lymbery, 1895). La oncésfera en el 6rgano blanco se
comienza a desarrollar y como medio de evasion a la respuesta inmune del huésped
se forman los quistes hidatidicos (Riley et al. 1984, 1985). (Figura 3).



Figura 3). Higado de cerdo con quistes hidatidicos

El tempo de madurez de un quiste hidatidico depende de la cepa del parasito
adulto y de la especie del huésped intermediario y puede ser de meses a afios, es
tipicamente unilocular. ElI huésped, en respuesta a la implantacion del parasito,
comienza a desarrollar una membrana adventicia de estructura fibrosa con células
inmunocompetentes, la zona de tejido que estd en contacto con el parasito se
comienza a atrofiar por la presiéon ejercida por éste al comenzar a desarrollarse. El
parasito sintetiza dos capas, la extema o laminar, acelular compuesta de
mucopolisacaridos, que ultra-estructuralmente (Figura 8) consiste de microvellosidades
con funciones de conduccion y absorcion de substancias nutritivas, ya que esta en
contacto con los tejidos del huésped (Dempster RP, ef al, 1991) es lechosa y opaca,
permeable para ciertas substancias del exterior hacia el interior del quiste, mide 1 mm
aproximadamente de grosor, el cual puede variar incluyendo su resistencia segun la
madurez del quiste, la otra capa es la germinativa o proligera, granulosa y nucleada
que mide alrededor de 25 u, da lugar a la formacion de vesiculas que se proyectan
hacia la cavidad del quiste y son visibles a simple vista, miden de 258 a 300 u de
diametro aproximadamente, en su interior se originan PSC de 10 a 50 por vesicula,
estas vesiculas proligeras, los PCS libres y los corpusculos calcéreos, forman la arenilla
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hidatidica. Cuando las vesiculas no originan PCS los quistes se denominan estériles,
acéfalos o no productivos. (Figura 4).

Figura 4. Corte histologico de Quiste Hidatidico de cerdo, muestra sus diferentes
membranas: H) Tejido hepatico normal. A) Membrana adventicia por la reaccion
inflamatoria del huésped. L) Membrana laminar del parasito. G) Membrana germinativa
del parasito en donde se desarrollan los PSC.

Los protoescélices son ovoides, invaginados, tienen cuatro ventosas, un rostelo
con 30 a 40 ganchos en dos hileras, una interna y otra extena, y 100 u de didametro
aproximadamente (Figura §). En el interior del quiste también existen las vesiculas
hijas que se forman de la membrana germinativa como islotes en la membrana cuticular
y tienen la misma estructura y componentes que la vesicula madre, si se localizan en el
interior del quiste, se denominan endégenas, si se localizan por fuera del quiste seran
exogenas.
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Figura. §) Protoescolices en donde se aprecian sus diversos componentes: La corona

de ganchos, las ventosas y corpusculos calcareos.

Figura 6). Microscopia electronica de barrido: A) Superficie externa de un PSC , con
las microtriquias (flecha azul), y los poros (flecha amarilla), distribuidos con un patrén
especifico. B) Membrana laminar (L), presenta la superficie intema. Membrana
germinativa (G), presenta la superficie externa.



Las antigenos de todas las estructuras contenidas en el quiste estan en el
liquido hidatidicc que es claro como el agua de roca, contiene sales minerales y
proteinas y distiende el quiste (Tay ZJ, et al. 1985, Smyth JD, 1970. Kumaratilake LM
y Thompson RCA, 1984, Sherif SD et al. 1984, Hurd H,1989 ).

Cuando eventualmente el liquido hidatidico entra en cantacto con el sistema
inmune del huésped, puede praducir hasta choque anafilactico y potencialmente puede
causar la muerte. Los antigenos que se encuentran en el liquido hidatidico provienen
de productos del metabolismo de l0s protoescolices y de las membrantas germninativa y
laminar. Se ha demastrado que aunque el quiste no sea fértil (que no se encuentren
PSC) el liquido hidatidico es ricd en antigenos; aunque &l proveniente de quistes
(arenilla) fértiles es mas inmunogénico que el de los no productivos (Kagan |G and
Agosin M 1968). Capron, en 1968, designd como Arca 5 a un precipitado de
complejos antigena-anticuerpo, que difiere a otras precipitinas, considerandolo el
constituyente mas importante del liquido hidatfdico para diagnéstico (Capran A, et al.
1967, 1968).

En el diagndstico de hidatidosis se han probado varias fracciones aisladas de
los componentes del quiste hidatidico, muchas de ellas tiene reacciones cruzadas, de
esta forma son dos los principales grupos de antigenos provenientes del quiste
hidatidico, el del Arco § de Capron el cual es una lipoprotéina termoestable, disociable
en unidades de §1 a 67 kDa y el B, una lipoproteina termolabil disociable en unidades
de 30 kDa ( Oriol R, et al. 1971, Pozzuoli R, ef al. 1974, Bout D, et al. 1974, Rickard
MD, et al. 1983, 1986, Thompson RCA, and Lymbery AJ, 1995). Se ha reportado que
el fluido del quiste contiene varios antigenos inmunodominantes por W8 entre los
pesos de 8 y 120 kDa en sueros humanos (Garcia A, et al. 1998).

Para el diagnéstico de hidatidosis humana se han probado diferentes
inmunoglobulinas especificas con diferentes tecnologias, entre otras, se ha medido la
IgE empleando el método de EIA, el cual puede considerarse un buen método que
puede ser utilizado come prueba inmunodiagnéstica de enfermedad hidatidica humana.
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También se ha estudiado la reactividad especifica a subclases de IgG en el
reconocimiento a antigenos de Echinogoccosis humana, encontrando que estos
andlisis de isotipas de inmunaglabulinas, en respuesta a pacientes con E. multiloculanis
por medio de la tecnica de ELISA Y WB, son pruebas Utiles para el seguimiento post
tratamiento, o para detectar una reactivacion de la enfermedad (Oreweeck CM. et af.
1997).

La hidatidesis comparte caracteristicas en la respuesta inmune con otras
helmintiasis: niveles elevados de IgE e IgG4 (Afferni C, et al. 1984; Aceli A, et al. 1993),
eosinofilia (Clutterbuck E, et al. 1989) y mastacitosis (Finkelman FD, et al. 1991). Esta
respuesta esta bajo un delicado cantrol de citocinas producidas por linfocitos CO4+ Th1
y Th2. La IL4 regula la produccién de IgE e IFN-y la de IgG4 (King CL and Nutman TB,
1993), mientras que IL-5, el factor estimulador de colonias de granulositos y
macrafagos (GM-CSF) e IL-3 regulan la eosinofilia (Clutterbuek E, et al. 1988). IL-3 e
IL4 promueven la proliferacion de célutas cebadas y su diferenciacion (Finkelman FD,
et al. 1991). Las infecciones paor helmintos consistentemente generan una pronunciada
respuesta Th2 (produccidn de IL4, IL-5 e IL-10) lo que es consistente con la activacion
de células Th2 en esta parasitosis (Rigano R et al. 1995), estos pacientes también
muesiran elevadas la 1gG, IgE especifica y disminuidos los niveles de IL-1 y TNF—,
se ha encontrado que el incremento de IL-1, IL-2 e IL<4 muestra una relacion con el
nimero de caracteristicas y localizacidn de los quistes en €l higado (Torcal et al. 1996).

La respuesta Th1 (IFN-y, IL-2, IL-3, GM-CSF y TNF-o) generalmente promueven
el ataque a los pardsitos por células citotdxicas e IgG2a, mientras que los Th2 (IL-2, IL-
3, IL4, L5, (LG, IL-1Q, IL-13 y GM-CSF) pramueven el ataque por células cebadas,
eosindfilos y por otros isotipos de anticuemos diferentes a la IgG (Cox DA, Liew FYT,
1992, Toulin-Boukoffa C, et al. 1997, Grimm F, ef al. 1998).

Por otro lado, se ha reportado que el liquido de los quistes suprime in vitro |a
proliferacién de células T en pacientes con enfermedad hidatidica o de personas
normales (Wattal 1990). La inmunosupresion observada y la estimulacion paliclonal
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pudieran estar mediadas por citocinas pero hasta ahora no hay reportes claros acerca

de su intervencién en relacién a quistes hidatidicos, lo cual sentaria un antecedente
importante para, entender la fisiopatologia de la enfermedad e investigar nuevas
estrategias terapéuticas.

Los antigenos producidos por el parasito pueden infiltrarse alrededor del tejido
del huésped, ademas las toxinas hidatidicas parecen intervenir en la sobrevida del
parasito a largo plazg (Pozzuoli R, ¢f al. 1974), tambien se ha estudiado el grado de
inmunorregulacion en ratones BALB/c durante una infeccidon prolongada con £
granulosus para tratar de explicar la longevidad del parasito proponiendo que pudiera
deberse a una reaccion de evasion de la respuesta dependiente del MHC, lo que puede
producir citotoxicidad alorreactiva e inmunosupresién (Annen JM, et al. 1981). En una
infeccion primaria murina localizada, se ha observado que los linfocitos T juegan un
papel central en el reconocimiento de los PSC y en la respuesta inflamatoria
subsecuente, en contacto con los tejidos linfaticas, inducen cambios histoldgicos y
ultraestructurales (Riley FM, et al 1985). Se¢ han estudiado cambios histologicos en las
diferentes areas del ganglio linfatico del ratén durante la primoinfeccién con larvas de E.
granulosus, y se ha observado que este parésita puede causar cambios en el
ambiente celular, pues los PSC actuan comg mitégenos aumentando 1a reactividad de
los linfacitas T y B (Jenkins P, et al. 1986). Las larvas de E granulosus, activan
policlonalmente a las células B en forma timo independiente (Cox DA, et al 1986,
1989). Bresson, en 1989, demostrd la reactividad de los linfocitos a antigenos de
echinccoccus en pacientes con Echinococcosis alveolar, ademas fue demostrada la
reactividad linfocito especifica a este parasito (Bresson-Hadni S, et a/ 1989). Vuitton, en
1982, encontrd disminuida la actividad de células "asesinas naturales" (NK) en sangre
periférica y en granulomas periparasiticos de pacientes con Echinococcosis
alveolar, también encontré bajo el porcentaje de células CD8, sin embarge el numero
de las células CD4 se encontraba aumentado. En higado, las células CD8
constituyeron la principal poblacidon de células T v los granulomas estuvieron poblados
principalmente por macrofagos (Vuitton DA, et af 1989).
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En el estudio de la relacion huesped parasito se ha demaostrado que el
modelo murino es excelente para reproducir la hidatidosis en forma similar a la
hidatidosis hepatica de otros mamiferos y que &l implante del quiste desencadena
una respuesta inflamatoria mediada primordialmente por células mononucleares y
macrofagos (Ganguly NK, et al. 1986. Dempster RP, ot al. 1991. Mondragdn de-la-P,
1995).

Estudios en animales han demostrado: Una respuesta inmune mediada por
MHC {complejo principal de histocampatibilidad) contra un amplio rango de antigenos
hidatidicos (Godot V. et al, 2000), una reaccion granulomatosa mediada por citocinas
en diferentes érganos comc el higado, pulmones y otros tejidos. El papal de las
citocinas ha sido estudiada parcialmente. Por ejemplo, el perfil de citocinas de Th2 es
inducido por moleculas de carbohidratos determinantes de E. granulfosus. Estas
moléculas son usadas par el pardsito para inmunosuprimir y diseminarse localmente,
este mecanismqo puede mantener la infeccion (Daemeteis S. et al, 2001).

Las citocinas, parecen influir en la virulencia, infectividad y adaptacian y
pueden contribuir al establecimiento del parasito. En pacientes con hidatidosis
hepatica las citocinas inflamatorias aumentan transitoriamente y declinan
rapidamente despues de que los quistes son removidos quirdrgicamente; en
contraste, otros pacientes muestran disminucién durante la fase cronica de la
hidatidosis. La evidente discrepancia entre variaciones de las citocinas fueron
estudiadas por Dai y Gofttstein {1999), quienes encontraron en un modelo muring,
niveles de transcriptos de citocinas normales durante l0s primeros estadios de
infeccion; sin embargo fue disminuyendo después por mecanismos dependientes de
oxido nitrico, sugirendo que el perfil de citacinas inflamatorias depende del estado de
enfermedad, en consecuencia se ha visto que citocinas Th1 juegan un posible papel
contra £ granulosus (Touil-Boukoffa C. et al, 1997),

En ratones BALB/c, inoculados con parasitos vivos; los niveles de IL-10 e IL4

comienzan a decrecer hacia la cuarta semana pos-inoculacion y el INFy se
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incremienta. La produccion de anticuerpos especificos fue caracterizada por altos
niveles de IgG1 sistémica e IgGM e 1gG3 (medidas en lavados peritoneales). En
contraste parasitos muertos iducen niveles elevados de IL-4, INFy e IL-5 en la
primer semana posinoculacién. Niveles bajos de anticuerpos especificos fueron
estimulados por pardsitos muertos tanto sistemicamente como en la cavidad
peritoneal. La infeccién de E. granulosus induce una respuesta primaria de Th2

estimulando una mayor respuesta de anticuerpos (Dematteis S. et al 1999).
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HIPOTESIS

El implante de Echinococcus granulosus en el higado manipula la respuesta
inmune (ocal, suprimiendo la respuesta del huésped y favareciendo la permanencia del

parasito por largos periodos de tiempo.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del metacéstodo de Echinococecus granuiosus sobre la
expresion hepatica de citocinas inflamatarias.

OBJETIVOS PARTICULARES

Establecer un modelc murino para determinar la respuesta inmune en hidatidosis
experimental.

Estudiar los mecanismos maduladores de la respuesta inmune preducidos por
Echinococcus granulosus que pudieran determinar la permanencia cronica del parasito
en &l huésped.

Determinar la expresion tisutar de citocinas inflamatorias, que se presentan en
hidatidosis experimental.
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MATERIAL Y METODOS

ANIMALES.
Se utilizaron ratones BALB/c, de ambos sexos, de 8 a 12 semanas de edad
desparasitados y mantenidos con dieta estandar, bajo condiciones de bioterio.

QUISTES HIDATIDICOS.

Los quistes hidatidicos se obtuvieron del decomiso de higados parasitados en
rastros municipales de Zacatecas. Se transportaron en refrigeracion al laboratorio, se
lavaron y se pusieron en una solucion de yodo al 1% durante 30 minutos. Se extrajo el
liquido y la arenilla hidatidica que contiene los protoescolices (PSC), por puncién y
aspiracion en candiciones asépticas. Salo se utilizaron quistes fértiles y sanas (que no
estuvieran calcificados, infectados @ contaminados con componentes biliares) y el
liquido con aspecto cristalino. De la arenilla hidatidica se separaron los PSC por
decantacion.

Echinococcus granulosus {Protoescaolices).

La arenilla hidatidica obtenida de los quistes se lavo con PBS pH 7.4 estéril, tres
veces para separar los PSC y eliminar el liquido hidatidico. La viabilidad de los PSC se
valord por medio de la abservacian de las células flama al migroscopio y del patran de
movimiento de los PSC,

MODELQO ANIMAL (infecciones experimentales)

Los ratones BALB/c (n=40) fueron infectados por via intraperitoneal bajo
condiciones asépticas, con 2000 PSC viables, estos se lavaron 5 veces con DMEM y
se aplicaron a los animales bajo anestesia con vaperizaciones de éter etilico. La
inoculacidon se llevd a cabo utilizando jeringas de 3 ml con aguja del 21 mm, &l
volumen inyectado fue de 200ul como dosis Gnica con antibidlicos -penicilina
100U/ml, estreptomicina. 200 pg/ml (Ganguly NK, et al/. 1986. Dempster RP, et al.

1891). Los animales fueron observades diariamente y se sangraran en el plexo retro
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orbital antes de sacrificarlos a las 4, 8, 12 y 10 semanas de inoculacidon, en la
necropsia se observd el higado y otros drganos para identificar los quistes hidatidicos,
se tomaron muestras para histologia fijandose en glutaraldehido, otros fragmentos se
cangelaron a -70°C en PBS pH 7.4_A los controles sanos (n=10) se les inoculd 200 pl
de agua inyectable por la misma via, se sangraron y sacrificaron de la misma manera, y
sus érganas fueron procesados en forma similar.

ANTIGENOS HIDATIDICOS.

El liquido hidatidico {LH) fue colectado en condiciones asepticas par puncidn
de los quistes hidatidicas, se centrifugd a 18000 rpm durante 60 minutos a 4°C, €l
sobrenadante fue recuperado y dializados 72 horas a 4°C contra agua tridestilada
estéril, utiizando membranas de dialisis con poro de corte de 6000. Posteriormente
el dializado fue liofilizado y almacenado a ~ 20°C hasta su utilizacién (Pozzuoli R, et
al 1974).

SDS-PAGE, Western blatting

La concentracion de proteinas fue medida a 280 nm, y caracterizadas por
electroforesis de poliacrilamida-duodecil sulfato de sodio al 11%, en condiciones
reductoras (Laemmli and Favre 1970). Algunos geles fueron tefidos con azul de
Coomassie, otros fueron electrotransferidos a membranas de nitrocelulosa (Towbin
ef al 1979). Las tiras de nitrocelulosa con proteinas hidatidicas fueron bloqueadas
toda la noche con leche descremada disuelta en PBS al 0.15M pH 7.4 toda [a noche,
posteriormente se [avaron tres veces can Tween 20-PBS al 1%, por 10 minutes cada
lavado. Las tiras fueron incubadas 120 minutos con anti IgG, IgM, IgA anti-ratan
marcadas con peroxidasa diluidas 1:200 en PBS, se lavargn y la reaccion de color
fue inducida con 3'3-diaminobencidina y 40 ul de H;0;. El nivel molecular de las
bandas inmunorreactivas fue determinada tomando en cuenta estandares de peso
molecular (Bio-Rad) de acuerdo al método de Rothe.
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ELISA,

' La prueba inmuncadsorbente enzimética se realizé ern micro platos de
poliestireno con 96 pozbs, se cubrieron toda la noche con liquido hidatidico (5 w
g/pozo), después se e hicieron tres lavados con PBS 0.15M, se bloquearon sitios no
deseados con leche descremada al 1% in PBS 0.15M pH 7.4 por 1 hora después se
agrego a cada pozo 50 wl de suerc de raton diluido 1:50 y se incubaron por 120
minutos a temperatura ambiente, se lavaron tres veces ¢con PBS 0.15M y se aplico a
cada plato segun el caso, anti 1gG, IgA o IgM de ratdn marcadas con peroxidasa,
después se lavaron y el color de la reaccion se indujo con 3'3-diaminobencidina
disuelta en agua destilada, con 40 p de H202. (Cochet O, ef af 1998).

EXTRACCION DE ARN DE HIGADO DE RATON CON HIDATIDOSIS Y NORMAL.
El ARN total fue extraido de fragmentos de higado cercanos o distantes a la
implantacion del parasito. En el caso de animales control, las biopsias fueron
tomadas de la superficie anterior del higado. La extraccion de ARN fue llevada a
cabo por el métado de guanidina tiocianata/fenol/clorofarma (TRIzal GIPCO-BRL).
Posteriormente se centrifugd a 10000 rpm/10 min y se colectd la fase acuosa para
precipitar el ARN con isopropanol. Sequido de dos lavados con etanol tratado con
DPEC. Finalmente, el botdn se disalvio y fue cuantificado el ARN por DQ a 260 nm.

MEDICION DE ARN POR ANALISIS DE DENSIDAD OPTICA.

Se tomaron § ul de ARN, se |es agregaron 995 ul de agua tridestilada se
mezclaron y se transfirieron a una cubeta para espectrofotometria. Se calibra el
espectrofotémetro utilizando agua tridestilada come blanco. La muestra fue leida en
el espectrofotdmetro a 260 nm.
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REVERSO TRANSCRIPTASA/ REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
(RT-PCR). i

Para la sintesis de cADN, 250 ng de ARN total fueron incubados con 200 M
dNTP y 0.7 uM del primer 3 antisentido, mezclados con § W20 ul de rTth/ADN
polimerasa (Gene Amp™ PCR system 9600). La reaccion de transcripcion reversa
fue llevada a cabo a 70°C por 10 min, la reaccién fue detenida incubando los tubas
en hielo. Después de la reaccion de reverso transcriptasa la amplificacion de GADN
de TNFa, IL-6, TGF(, IL-10 y G3PDH se llevd a caba por PCR, se agregaron 0.15
M de oligonucledtidos §' sentidg. La reaccion en los tubos con 50 ul de mezcla de
muestra fueron amplificados en un termociclador (Perkin Elmer, GeneAmp PCR
sistem 2400), utilizando 30 ciclos bajo las siguientes condiciones: 94°C por 2 min,
48°C par 2 min y 72°C por 1.4 min al final de la reaccion de PCR, las muestras
fueron caracterizadas en agarosa al 0.8% con 0.5 mg/ml| de bromuro de etidio. Los
productos fueron visualizados con luz UV (Wang AM and Mark DF., 1990). Un
calculo semicuantitativa de los AONc fue hecho midiendo el area de las bandas, l0s
cuales fueron expresados en pixeles utilizando un programa de Kodak 1D. Se utilizd
un programa de analisis del sistema Kodak 120 para medir. Los niveles relativos de
transcritos de citocinas fueron determinados por la comparacién con G3PDH para
animales infectados y no infectados. Todos los controles y transcritos problema
tuvieron un valor densitomeétrico arriba de cero. Las diferencias entre muestras fueron
determinadas por pruebas de T de Student (Number Cruncher Statistical Systems

NCSS program ).
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OLIGONUCLEQTIDOS.
Las siguientes oligonucledtidos fueron utilizadas en PCR.

IL-6  sentido 5'-ATG AAG TTC CTC TCT GCA AGA GAC T-3'
antisentido | 9'-CAC TAG GTT TGC CGA GTA GAT CTC-3'

TNF-a sentido §-TTC TGT CTACTG AAC TTC GGG GTG ATC GGT CC-3'
antisentida | §-GTA TGA GAT AGC AAA TCG GCT GAC GGT GGT GTG
GG-¥
IL-10 sentido 5°-CTG GAA GAC CAA GGT GTC TAC-J
antisentido | 5°-GAG CTG CTG CAG GAA TGA TGA-3
TGF-f sentida §'- TCA CCC GCG TGC TAT TGG TGG ACC GC-3'
antisentido { - ACA CCT TCC ATT CTC TTG AGC TGG G-3"

G3;PDH sentido  |5'-TGA AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTG GC-3',
antisentide | 5'-CAT GTA GGC CAT GAG GTC CAC CAC-3".

HIBRIDACION IN SITU (FISH).

mRNAs de citocinas y el gen control, fueron determinados en higado de raton
por pruebas hibridacion /n situ .Se tomaron muestras de tejido hepatico murino,
cercang 4 la implantacidn del quiste asl como de animales sanos y se fijaron en
glutaraldehido, se procesaron por histologia de la siguiente manera; 1) los tejidos se
deshidrataron en pasos de alcohol etilico, al 50%, 70%, 96% y 100%. Se pasaron a
xilol y posteriormente se incluyeron en parafina, se hicieron cortes de 2 micras
aplicdndose en portaobjetos cubiertos con albumina de huevo. Se desparafinaron
con xilal, alcohol etilico al 100%, 96%, 70%, 50% y agua destilada, se pasaran a
PBS, se incubaron en HCI 0.02M por 10 min. Se pasaron a Triton X 100/PBS 0.01%
por 90 segundos. Se lavaron 2 veces por 3 min ¢/U. Se pasaron a una solucion de
Proteinasa K (100 g/ml) en buffer TE (pre-calentado a 37°C por 10 min) por 10 min a
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37°C. Se lavaron en glicina {2 mg/ml) en PBS por § min para inactivar la proteinasa
K. Después se lavaran en acido acetico al 20% frio, por 15 segundos para remaver
fosfatasa alcalina endogena. Luego en PBS, 2 lavados de 5 min c/u. Se eliminé el
exceso de PBS y se aplicd buffer de hibridacian a 37°C por § min. Se aplicaron 20 pl
de sonda (TNFa o IL-6) marcada con fluorogreen y se incubaron a 90°C durante 3
min, luego a 37°C toda la noche. Se lavaron con buffer SSC, luego con SSC-SDS
0.1% 2 veces por 5 min ¢/u, seguidos par un lavado de SDS 0.1%/SSC 0.2X (wiv)
por § min a 37°C. Se lavaron con buffer TBS por 5§ min. Se le aplicd al tejido una gota
de glicerol-PBS y se ¢olocd un cubreabjeto. Las preparaciones fueron evaluadas en
un microscopic de epifluorescencia (B-MAX 40 Olympus).
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RESULTADOS

INFECCION EN ANIMALES.

De los higados de cerdos infectados se obtuvieron protoescalices viables los
que fueron utilizados para inducir el modelo en ratones BALB/c (Figura 3, 7). Las
quistes hidatidicos fueron observados macroscopicamente en la superficie del higada
8 semanas después de la inoculacion; En |a semana 16 los quistes se desarrollaron
completamente identificandose sus estructuras (Figura §), se observaron grupos de
2-4 quistes en la superficie hepatica. Un mes después de la infeccién, en micrascapia
de Juz, se observd una reaccion inflamataria discreta compuesta por células
mononucleares e infiltracion de macrofagos; en el tejido hepatico, las células se
fueron organizando en un granuloma das meses después de la infeccidn, se observd
un quiste con membrana adventicia y una incipiente lamina germinal en el tejido
hepatico. Después de 3 meses el quiste exhibié la membrana germinal y [aminar del
parasito y la membrana adventicia del huésped. Cuarto meses despues de la
infeccion los pratocolices fueron evidentes en la membrana germinal. Adicionalmente
a la semana 18, la reaccion inflamatoria se observd en menos grado en el area de
implantacion (figuras 7, 8, 9).
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HIDATIDOSIS PORCINA Y MURINA

Figura 7). (A) Muestra higado de cerdo con quistes hidatidicos. (B) Protoescélices
mostrando su corona de ganchos y corpusculos calcareos en su estructura. (C)
Higado de ratén mostrando quistes hidatidicos. (D) = Corte histolégico de un quiste
hidatidico mostrando sus estructuras; membrana adventicia, membrana laminar y
membrana germinativa.

s 74

A) Higado de raton infectado con quistes hidatidico.
B) Necropsia de ratén de 16 semanas post-inoculacién.

Figura 8). A). Se muestra el higado del ratén con varios quistes hidatidicos. B).
Algunos de ellos implantados en peritoneo.
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Figura 9). A. Protoescolices de E. granulosus mostrando su rostelo. B. Higado de
ratén un mes después de la inoculacion con PSC mostrando una discreta reaccion
inflamatoria por células mononucleares y macréfagos, infiltrando, el tejido hepatico.
Las células estan organizandose para formar un granuloma (flecha). C. Dos meses
después de la infeccién, un incipiente quiste con su membrana adventicia y laminar.
D. Tres meses después de la infeccion, el quiste exhibe la membrana laminar y
germinativa del parasito y la membrana adventicia del huésped. E. Cuatro meses
después de la infeccién, la membrana germinativa aparece con grupos de
protoescolices.



RESPUESTA INMUNE HUMORAL.

Los animales infectados mostraron una respuesta primaria contra el antigeno
de liquido hidatidico (AgLH) como puede apreciarse en la figura 10; los titulos de
anticuerpos de clase IgM tuvieron su maxima expresion a las 4 semanas de
inoculacion. El switch a IgG y luego a IgA ocurrié cerca de la 8* semana (Figura 10 y

tabla 1).
INMUNOGLOBULINAS EN HIDATIDOSIS EXPERIMENTAL
0.9
0.8
0.7 e an
06 —e—IgA
0.5 -a-lg G
0.4 ——IgM
0.3 - Control polivalente
0.2 e
0.1 s e

0 - : - —— ¢
ROsem Rd4sem R8sem R12sem R16sem
SEMANAS DE INOCULACION

Figura 10. ELISA. Muestra la disposicion de las diferentes inmunoglobulinas con
respecto a la densidad Optica, como fueron apareciendo durante las diferentes

semanas de inoculacion.

30



e

‘ugpoeInoou) ep seuewes sod seulngojBounwu| ep ugiduede e| op edpdQ pepisueq ej 8p ojpewoid

8.0°0

zZ.L00

8100

120°0-

6¥0°0

sjuejealjod
|onuon

9220

8sz'0

26e0

8evo

8100

A TR

1290

6£€°0

| 24\

1200

vBj

1 VigvL

Sve0

85¢°0

9650

9620

ov1 0

9B

wes gLy

wes g1y

was 8y

Wwas Hy

was oYy

uoloBIN9OU|
op SBUBWDS



CARACTERISTICAS MOLECULARES EN LOS ANTIGENOS
RECONOCIDOS POR EL SUERO DE ANIMALES INFECTADOS.

El antigeno de liquido hidatidico (Ag LH), exhibié un patrén de bandeo muy
amplio. En PAGE, encontramos — 20 bandas con pesos moleculares con rangos de
5 a 200 kDa, de estas encontramos cinco bandas mas evidentes probablemente de
antigenos inmunodominantes con pesos moleculares de 72, 61, 52, 42, y 30 kDa. La
mayor reactividad observada fue contra la proteina de 60 kDa en todos los animales
infectados, esta reaccion fue seguida por la banda de 31 kDa, la cual fue observada
en el 80% de los sueros. Los sueros control de los animales no infectados fueron

negativos. (Figura 11).

SDS-PAGE Y Western blot
Kda PM AglLH IgM IgA IgG
480 - 1-’ '
240 - = a—
132 - \I( E
- SR
45 -
: - 31 kDa

14

-
29-" '
i

- - B

Figura 11). Corrimiento electroforético de antigenos de LH.
Inmunoelectrotransferencia de los principales antigenos del LH revelados con IgM,

IgA e IgG.
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LAS CITOCINAS INFLAMATORIAS TNFa e IL-6 SON EXPRESADAS
EN EL HIGADO.

Todas las muestras fueron normalizadas con los controles de G3PDH. Los
genes de citocinas fueron expresados normalmente en los animales a la semana
cero. A las 8 semanas después de la infeccién, la expresion de IL-6 y TNFa decrecié
progresivamente en el lugar del implante del parasito. En algunos animales se anulé
la trascripcion hepatica de IL-6 y TNF16 semanas después de la infeccion. En un
marcado contraste, el incremento progresivo de la expresion hepatica de IL-10 y
TGFp fue observada. Por otro lado la expresion hepatica de todas las citocinas en un
area distante del quiste implantado, se comporté de manera similar a los controles.
Estos datos sugieren que él implante del parasito, desregula la expresion de las
citocinas inflamatorias. (Figura 12 y 13).

59, 1l1A 0 1 8 12 16

TNFa

IL-6

IL-10

TGFB

G4PDH

Figura 12). Electroforesis en gel de agarosa con amplificacion de citocinas por RT-
PCR. En comparacién a la expresion del gene control G3PDH, se presenta un panel
representativo de genes de citocinas, mostrando una regulaciéon negativa de TNFa e

IL-6 y una sobre regulacion de IL-10 y TGFp.
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VALOR DENSITOMETRICO G3PDH NORMALIZADO

0 :
- Z 2 ~ = 0 4 5 12 18

#= G3PDH w= TGFp = IL6  TNFa == IL-10 SENANAS

Figura 13). Presenta la disposicion de los diferentes citocinas de la semana 0 a la
semana valores densitométricos en el comportamiento 16 después de la inoculacion
con PSC.
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LA BAJA EXPRESION DE IL-6 Y TNFa, DEPENDE DEL IMPLANTE
DEL PARASITO.

Para resolver la pregunta, si la disminucién en la expresién de citocinas
inflamatorias era un fendmena local o generalizado en todo €l higado, se examind
por medic de hibridacion in situ (FISH) las diferencias en la expresidn de citocinas en
sitios cercanos y distantes al sitio de implante del quiste. La hibridacién in sifu se
llevd a cabo en cortes histolégicos de tejido hepatico muring, de animales nermales e
infectados. Los mRNAs del IL-8 y TNFa fueron observados en sitios distantes al
implante del quiste; sin embargo se observd una marcada disminuciéon de éstos
mensajergs alrededor del quiste 8 semanas después de la infeccién, de hecho no se
observaron mensajeros cerca del area de implante después de las 16 semanas de
infeccién. Par otro lada, IL-10 y TGF[} se expresaron nomalmente en el drea de
implantacidon del quiste. Tejidos distantes al area del implante del quiste fueron
ligeramente positives para IL-8 y TNFg, mientras que fa IL-10 y el TGFR tuvieron
expresion normal. El gene control G3PDH fue positiva y su expresion fue similar en
todos los tejidos tanto control, como infectados (Tabla I, y Figuras 14, 15, 16).
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Hidatidosis murina
IL-6

H&E

FISH

Figura 14). FISH. Seccién de higado de ratén con quiste hidatidico tefiida con H&E
mostrando una reaccion inflamatoria en el area de implatacion. Seccion de higado
de ratén hibridizadas in situ con sondas de DNA para IL-6 mostrando ausencia de
IL-6 mRNA alrededor del quiste de E. Granulosus, 16 semanas después de la
inoculacion.
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Hidatidosis murina
TNFa

FISH

H&E

Figura 15). FISH. Secciones de higado de ratén representativas in situ hibridizadas
con sondas de DNA mostrando ausencia de mTNFa alrededor del quiste de E.
granulosus 16 semanas después de la inoculacion. B. Ademas otra seccion tefiida
con H&E mostrando una reaccién inflamatoria en el area de implantacion.
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Hepatocitos

IL-6 TNF «

Figura 16). FISH. Secciones de higado de raton representativas in sifu hibridizadas
con sondas de DNA mostrando disminucion de fluorescencia en células alrededor del
quiste de E. Granulosus.
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DISCUSION

El presente estudio establecid un modelo experimental de hidatidosis en
ratones BALB/c, para estudiar la biologia de la relacién huésped-parasito. Los
principales resultados demuestran: 1) Que es posible establecer un modelo muring
de hidatidosis. 2) Que el raton BALB/c desarrolla una respuesta inmune humoral y
celular a los antigenos hidatidicos. 3) Que él implante de E. granulosus, disminuye a
expresién de citocinas inflamatorias que probablemente ayuden a la pemanencia ¥
diseminacién local del parasita.

En este sentido se han utilizado varias cepas de ratones para inducir la
enfermedad hidatidica, tomando en cuenta las experiencias de otras investigaciones
en hidatidosis hepatica en ratones singénicos BALB/c, (Dempser RP, et al. 1991,
Ganguly NK, ef al. 1988, Mondragonde la-Pefia M. C. 1995), establecimos la
enfarmedad hidatidica murina utilizande PSC como material infectante en ratones
BALB/c, y todos los animales infectados con protoscdlises, desarrollaron quistes
hidatidicos ademas, en todos se detectaron anticuerpos anti-Echinococcus.

Una vez estabilecido el modelo comprobamos gue el modelo murino era ideal
ya que desarrollaba una respuesta inmune inicialmente namal y después
estudiamos algunos mecanismas por los cuales el parasito puede evadir la respuesta
inmune del huésped por medio de la inhibicibn de citocinas inflamatorias. Para
contestar nuestra pregunta centrat y comoborar que el modelo animal, reconocia los
diferentes epitopes del parasito, encontramos que la respuesta antigeno-especifica,
es manejada por dos proteinas con pesos moleculares de 60 y 31 kDa. En
hidatidosis se ha descrito reactividad serolégica especifica a antigenos hidatidicos,
{Capron A, et al 1967, 1968) el “arco §" o antigeno A y (Criol R.ef al. 1971, Pozzuali
R et a/ 1974. Rickard M., D. Lightowlers M. W. 19986), y otra proteina de
aproximadamente ~130-150 kDa, designada como “antigenc B” (Oriol C. et al, 1975).
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En este modelo se demostrd que la infeccion experimental, genera los
anticuerpos (Ac) cortra los antigenos A y B, de 81 y 30 kDa de Westem bilot por
ELISA. Se demuestra la respuesta primaria humoral entre la 2* y 4* semana de
infeccidn, y el *switch” ocurre hacia la 8° semana. Otra interesante observacion fue
que el antigeno A dispara la respuesta inmune humoral primaria, ademas maneja
otro antigeno de alto peso molecular ~295, esta es seguida por la respuesta
secundaria contra el antigeno B. Otros antigenos con pesos moleculares con rango
entre ~295 y 14 kDa también fueron reconocidos por algunocs sueros.

Otra observacién fue que el antigena A (arco 5) se comporté como el epltope
inmunodominante de la hidatidosis murina y gue los anticuerpas IgA recgnocen ¢amo
Unico blanco hidatidico al antigeno A el cual puede ser un marcador especifico de la
infeccion activa en la hidatidosis experimental.

Con un modelo experimental de hidatidosis bien establecido, atro abjetivo del
trabajo fue investigar el papel de algunas citocinas en él implante de E granufosus en
higado, particularmente la expresion in situ de TNF-a e IL-8, ya que la interaccion
entre citocinas derivadas del huésped pueden inducir variaciones antigénicas,
modificaciin en la  virulencia, infectividad y adaptacion; que son factores
determinantes en la relacién huésped parasito. Los principales resuitados de esta
investigacion, indican que las citocinas inflamatarias son reguladas, negativamente
disminuyendo su expresion en el higado en respuesta a la enfermedad hidatidica.

La IL-6 es una citocina producida entre otras por células linfoides, macrofagos,
fibroblastos y hepatocitos (Helle M., et al 1989), la sintesis y regulacién de IL-8
puede aumentar ¢ disminuir por diferentes antigenos, lipopalisacaridos, por
TNFqa, PDGF y virus durante la infeccion. La IL-6 tiene un importante papel como
mediador., El TNFa es producido por linfocitos activados, macrofagos y células
endoteliales, esto 3e debe a efectos pleiotrdpices, esta citocina es un importante
mediador inflamatorio (Aarden L., ot al 1985). Ademas el TNFa es una molécuia
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critica en |a resistencia contra [a infeccion, porque tiene un profundo efecto en la
induccidn de IL-6 (Silacci P., et al 1998).

Existen reportes previos de citocinas inflamatorias en pacientes con
hidatidosis hepatica y han sefialada un abatimiento de los niveles séricos de IL-1 ¥
TNFa durante algunas fases de la enfermedad (Torcal J., ef al 1996; Riganco R..et al
1995, 2001); otros reportes en contraste encuentran un aumento significativo de IFN-
7. TNF-x € [L-6 en niveles sericos de pacientes con enfermedad hidatidica del higado
y puimones, sin embargo cuando los quistes son removidos quirargicamente, los
niveles de citocinas declinan rapidamente, estos datos experimentales nas hacen
inferir que 1as citocinas inflamatorias juegan un papsl importante, en |la respuesta a
Echinocaccus (Tauil-Boukafta G., et al 1997). Con esta panoramica, el papel de IL-6
e TNF-a en enfermedad hidatidica pudiera ser vista como controversial, sin embargo
una observacion hecha por Dai & Gottstein (1999), clarifica esta discrepancia
encontrando que en estados de primoinfeccion existe un nivel normal 9 aumento de
transcritos de citocinas inflamatorias, sin embargo en estadios tardios las citocinas
inflamatcrias san reguladas negativamente par un mecanismo dependiente de Gxido
nitrico, |2 diferencia en el comportamiento de la citocina sugiere que €l implante de
Echinococcus, restringe los efectos catabdlicos cronicos producidos por el TNFa, por

un mecanismo aun no definido.

Hay al menos dos vias posibles por los cuales £ granufosus puede regular
negativamente la transcripcion in situy de TNF-a e IL-8; Primero) A traves de una
induccion selectiva de citocinas Th2. Segunda) Por inhibicidn selectiva inducida paor
las hepatataxinas producidas por el parasito. Considerande la primer posibilidad es
ampliamente aceptado que la produccion de citocinas Th1 disminuyen en infecciones
por helmintos y por otros factores, ademas la produccion de INFy es inhibida por la
IL-10, este balance de regulacion negativa ha sido demostrado en diferentes
condiciones, par lo tanto después de una agresin, la regeneracién del higado
produce un aumento de IL-10, y esta citocina disminuye la produccion de TNF-a. (Rai
R.M., et af 1997). (Figura 17).
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Figura 17). Representacion de la expresion normal de citocinas por células
Th1 y Th2, y la modificacién que probablemente ocurre, al implantarse el

parasito en el organismo.



Las sefales inhibitorias por (a via de la IL-10 fue previamente reportada en
echinococcosis alveolar, (L-10 interrumpe la produccion de citocinas Thy
(Wellinghausen N., et af,,1999)., también esta via ha sido descrita en echinacaccosis
unilocutar.

La enfermedad parasitaria puede inducir severa patologia al higado, por lo
tanto, citocinas pro-inflamatorias o pro-fibréticas son producidas, durante fla
cicatrizacidn, su efecto puede puede traslaparse ya que de que algunas citacinas son
redundantes su efecto final depende de los diferentes estadios de la enfermedad.
Recientemente fue demostrado en schistosomiasis usando microarreglos de DNA,
que el perfil de citocinas es modificade dependiendo de la evolucion de la
enfermedad (Hofman KF., et al 2001); por lo tanto es razonable esperar que Ios
perfiles de citocinas en muchas enfermedades parasitarias varien dependiendo de
diferentes etapas o fases de la enfermedad, nuestros estudios estan de acuerdo con

esta necian.

Otro objetivo del trabajo, fue determinar come la implantacion de E granulosus
madifica la expresion in situ de TNFa y de IL-6. Nuesiros resultados, indican que la
expresion de las citocinas inflamatorias esta disminuida en el higado por él implante
de E. granulosus, los efectos primarios de citocinas Th2 como IL-10 pudieran
contribuir a esta redugcién. La presencia de E. granulfosus en el higado puede
despenrtar la regeneracion de hepatocitos con un incremento subsecuente de IL-10,
como también se puede disminuir la transcripcion de TNFq (Rai. R.M. et al, 1997).
Basados en nuestros resultados inferimos que IL-10 y TGFp  disminuyen la
regulacion de TNFa e IL- 6 durante |a fase latente de la enfermedad (figura 18).

43



CD3,4,8
Doble Negativas

O o

7,8',CD3’, CD3’, af} +
CD4' 8 CD4" 8’
Activas/doble positivas

o & ©

CD4',8 CcD8" 4
En Reposo En Reposo

!

Exporte a la periferia

P1gp,
Otras toxinas hidatidicas

.m.

Ex ién

Citoci Inflamatorias
Citotoxicidad

Inmunosupresion
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Una ruta de sefalizaciéon inhibitorla inducida por IL-10 fue previamente
reportada en equinococosis unilocular y alveolar (Wellinghausen N., of a/ P,, 1999;
Dematteis S. et al, 2001), IL-10 produce un bajo grado de inmunosupresion &n la
enfermedad unilocular que es mas localizada, en contraste a equinococosis alveolar
donde la inmunosupresion y €l crecimiento del metacéstodo es mayeor y depende de
la proteina 14-3-3, la cual tiene un efecto parecido a los de de crecimiento tumoral
(Siles-Lucas M, et a/, 2001).

La relacidn huésped-pardsito es mediada no solamente por citocinas del
huésped, sing también por las hepatoloxinas del parasito, que pueden inducir
proliferacion de los hepatocitos y/o apoptosis (Kubo Y. et al, 1996, Xu Y. et al, 1998).
Las hepatotoxinas P1gp son capaces de disminuir la trascripcidn de IL-6 y TNFoa y la
expresion de CD4 y CD8 en timocitos. Las P1gp disminuyen la actividad metabdlica
de macrofagos peritoneales y células de Kupffer, como resultado, esta fuente de
TNFa es inhibida, esta disminucidon puede causar una inmunasupresion local
(Acheson D.W, et al . 1990; Janssen D. et al, 1992, 1993, 1997). El antigeng
hidatidico B puede inducir inmunosupresidn por la induccion de respuesta Th2 ng
protectora (IL-4 y I[L-13), ademas el antigeno B inhibe la quimiotaxis de
polimorfonucleares, este efecto no es debido al desensamble del citoesqueleto ni a
efectos toxicos {(Rigano R,. et al, 2001). La naturaleza de esta inhibicidén no esta aun
determinada, sin embargo una razanable relacién entre citocinas Th2 y quimiotaxis
disminuida, es debido posiblemente a la baja en ciertas quimiocinas o en sus
receptores, causada por IL4, IL-10 e IL-13 (Peariman E. ef al, 1997; Takayama T. El
al, 2001; Weber K:S:K; et af, 2001), (Figura 19).
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La citocina multifuncional TGFf}, posee una amplia variedad de efectos
inmunoldgicos incluyendo (a supresidn de respuesta a linfocitos contra antigenos y
mitégenos; TGFa puede inducir inmunosupresion y evasion del parasito a la
respuesta inmune por inhibicion de IFNy y el TNFx (Holter W, ot al, 1994). Estos
mecanismos se han gbservado en otras enfermedades tales como leishmainiasis (Li
J., Hunter C.A., & Farell J.P., 1999). Considerando los resultadas de este estudio
nosotros proponemos que TGFJ produce inmunosupresion lacal; como un

mecanismo que puede ayudar a difundir £ granufosus en el higado.

Tamando en cuenta las canacimientas del presente estudio, el TGF$. yla IL-
10 pueden inducir inmunosupresion in situ; este mecanismo puede ayudar a la
implantacion en el higado de E. granulosus, adicionalmente la TGF-p regula
transcripcionalmente el switch a Ig& (Park S.R., et af 2001), en nuestro estudio,
anticuerpos anti-£. granuiosus IgA fueron detectados 8 semanas después de la
inoculacidn, nuestros hallazgos pueden sugerir que TGF-B regula la respuesta
inmune mediada por IgA en la enfermedad hidatidica (Figura 20).

Finalmente, los resultados presentes sugieren que E granufosus puede inducir
inmunosupresién in Situ, por un mecanismo probablemente mediado por IL-10 y
TGFo, y con estas bases podemos inferir, que el pardsito escapa al dafio de la
respuesta inmune celular del huésped. Estas son algunas posibilidades que pueden
explicar la permanencia crénica del parasito en el organismo.
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CONCLUSIONES

1). Los quistes hidatidicos de cerdo son infectivos para ratones BALB/c.

2). La transferencia intraperitoneal del material infectante, reproduce el quiste
hidatidico en el higado del ratén.

3). La respuesta inmune humoral a los antigenos hidatidicos, esta dirigida contra los
epitopes principales del antigeno A de 61 kDa y el antigeno B de 30 kDa de E
granulosus en infeccion experimental.

4). La respuesta inmune primaria ocurre en la cuarta semana de infeccién, el switch a
IgG e IgA ocurre hacia la octava semana.

5). El Ag A puede ser un marcador especifico de la infeccion activa en la hidatidosis
experimental.

6). El implante del quiste de E. granulosus parece bloquear la transcripcion de
citocinas inflamatorias IL-6 y TNFo en higado anulando la respuesta inmune local.

7). Son diversos los mecanismos que pueden mediar el escape del parasito como el
que controla la respuesta de los genes de citocinas, los que son probablemente
Inhibidos por productos del parasito .

8). La supresidn de citocinas inflamatorias parece estar regulada por el TGFf y por la
IL-10.
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ECHINOCOCCUS GRANULOSUS DOWN REGULATES THE HEPATIC EXPRESSION
OF INFLAMMATORY CYTOKINES IL-6 AND TNF-or IN BALB/C MICE

MONDRAGON-DE-LA-PENA C*, RAMOS-SOLIS $*, BARBOSA-CISNEROS O.*, RODRIGUEZ-PADILLA C.**,
TAVIZON-GARCIA P.* & HERRERA-ESPARZA R.*

Summary:

Hydalid diseoss is coused by the melocesiode of Echinococcus
gronulosus. Different experimental models have been used 1o

undersiand hydotid disease. In cunent studies BALB/¢ mice were
s2d 1o evaluole the hepafic response of Il ond TNFa triggered
o, Echinococcus gronuiosus. BALS/c mice were inlraperiloneally
alected with proloscoleces from E grenulosus. hydatid cysts
sppeored on the liver sight weeks after inoculation. The RNA
surociad from hepotic sections wos used for RTPCR amplificotion
with primess for 116, TNFor#-10, TGF and G,PDH. In sifu
cyiokine exprass©m wos ossessed by FISH. Complete porosite
cysts on theliver surfoce were obiserved 16 weeks ofter infeciion;
comols viere neqative. The expression.of 110 ond TNFax wos
norme/a,baseling and dechined progressively eght weeks aher
nfaznbm 0 some ommols-such-expressicn was dbrogated

6 weaks offet infeckon On the other hond 1110 \and TGFp ware
incraased orogressively. Contiols expressed the €yiokines normally
Frespnyresyls suggest that E. gronulosus induces @) local
immiroiupression probobly medicted by IL<1 0 and TGP,
merelog |t seems possiblethat such a mechanism would GE9EITHe
peroské n ewaping ine hamful host celtmediated response

KEY WORDS :

meihiA

Hythand disegse, inflfimalon cyiokings, Lo mRNA TNFa

ydatidosis) is @ pasasitic' disease caused by the)
metacestode (protoscoleces) from Echino-

coccus (E. granulosus, E. muliiloculans, £ oli-
carthrus and E. vogeli), which has a world wide dis-
tribution. Infection depends on sanitary conditions in
slaughters. Animal disease produces economic losses
hy the destruction of infected organs from affected live-
stock (Torgerson & Dowling, 2001: Shamesh et af
1999 Carmona ef al., 1999). In México, E. granulosus
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Résumé : ECHNOCOCCES GRANULOSUS DIMINUE 1L EXPRESSION
1 EPATIQUE DES CYTOKINES INFLAMMATOIRES TL-6 £T TNFQ@ DE son i
BALB/:
'hydotidose est cousée par ke mélacesiode dEch rococcus
gronuiosus. Difiérents modéles expérimentoux ont e ytilses pour
comprendre cette moladie Nous utilisons le modés de tours
8AlB/c powr I'évaluation de ko réoction hépatiqus en ll-6 e TNF
a déclenchée por Echmococcus granulosus les souds oot &
infectdes en intopéritonéol ovec des profoscolex ¢ grom.r,s-.\
Apiés 16 semaines, lo covité abdaminale o e inspectés ofin d
repérer le développement possible de kysies hydc-diques cans k-:
fssus gréce & des sechniques histologiques. L'ARN ol ¢ &%
exvoit de coupes de fissus hépotiques e amplifé sar lo recnniave
RTPCR en uihsont des oligoauciéondes spécibque: oour L&, TNF-
a 10, TGFP et G,PDH Usxpiession de cytchira; o g2
mesuree por lo lechnique de FISH avec sondes i crascenes
JdADN, les kystes du porosite onl &té vus & ko su=ace hascrque
. semoines oprés |'infecton, tous les conrrdles &ant nagorfs. les
cylokines inflommotoires sont opporues nommaleme= chez los
ammous nonnfectds, maws hexpression de k-6-etee TNFa o
ologressivemen! décline oprdslo huréme seroine shez &;
ammoux idfectes, Chez un c3MOI nomble 08 Coursi las fucidi s
40 e TNFa ont dispary dés lo seiziéme semoing or conve i
owésence de Ii-10 ¢t de TGFB o progressivement 2.gumene. Nos
rdsuliols suggerent que E. gronulosus laguit une imeuncs. srassion
l6coie por le biois de 'l 10 et du TGFB; il est poisibia > 20
e 'nécumsme le poresite se'proege des iepones imm < wia
sz i'srgonisme qui Ihebecge

MOTS CLES : hasotdoss, ~xickngs lommanies 1625y 5% (o R

alfecs the poicine species and ‘eventually hunwn
bemgs (Mondragén & Tavizdn, 1991)

Studies in animals demonstrated: first a
histocompatibility complex) mediated inmune res-
ponse against a broad range of hyduatid antigens
(Godot et al., 2000): second a cytokine mediarted gra

MHC (major

nulomatous reaction in different organs such as liver
lungs and other tissues The role of cytokines hus been
partially studied. For example, the Th2 avtekine pro-
file is induced by carbohydrate moieties from £ grei-
nidosus. Such moieties are used by the parasite 1o
immunosupress. host and spread locallv. This mecha
nism would maintain the infection (Dacmcters ef of
20010

The parasite goes through antigenic varanon by the
cvtokine effect, thus their virulence, intectivity and
adaptation is modified (Damian, 1997 Although




inflarunatory cytokines would be increased in patiet's
sera with hepatic hydatidosis, a rapid decline after sur-
gical remaval is observed; in contrast, other patients
show & decrease during the late phase of hydatidosis.
The evident discrepancy between cytokine variations
was elucidated by Dai & Gotstein (1999), who found
in a murine model, normal cytokine level wanscripts
during early stages of infection; nevertheless they were
dawn-regulated later by a nitric oxide-dependcnt
mechanism, suggesting that the inflammatory cytckine
proliles depend on the disease stage, in consequence
Thl cytokines seems to play a possible role against E.
granulosus (Touil-Boukoffa ef af., 199/).

Qur studies attempt to define the rale of major inflam-
matory cytokines TNFa and 1L-6 by implanting E. gra-
nudostes on mugine liver,

MATERIAL AND METHODS

PROTOSCOLECES (SOLATION

ydatid cysts from porcine liver were obtained
Hby dissection. Tiysues were extensively washed
with PBS, tluid was aseptically collected and
protoscoleces were adjusted to 2000/dose in DMEM
with anubiotics (penicilfiin 100 U/ml, streptomiyvin

200 pgrmil).

EXVERIMENTAL INFECILONS

BALB/c mice (n = 25), were intraperitoneally intected
with 2,000 protoscoleces using an insulin syringe/21
mm needle, in a 200 ml volume. five animals/week
were sacrificed at the 9, 4™, 8", 12, 16" weeks. Livers
were axamined and processed for histology, 71 sitis
hybridizauon and the RNA was extracted for RT-PCR
amplitication

REVERSE-TRANSCRIPTION/ VOLYMERASE CHAIN
REACTION (RT-PCR)

Total RNA was extracted from several 4 pm liver sec-
uons; tissue was taken ncar ar distant 1o the parasite
implant Contral biopsies from healthy animals were
taken trom the anterior surface of the liver, RNA extra-
vhon was carried out by acid guanidium thiocya-
nate phenal/chloroform method (TRIzol, GIBCO-BRL).
RNA wus measured at 260 nm by OD. For cDNA syn-
thesis. 250 ng of the totsl RNA was wmcubated with
200 vM eNTP and 0.7 uM of the backward primer,
mixed w'th 5 U220 pl of r MhONA polymerase (Gene
Amp'™ PCR system 9600). ‘The reverse vanscrption was
pertoriisd at 70° C for 1Q min; the redction was
stwpped by cooling on an ice bead After reverse
trausenption, amplification of TNFa, LL-6, IL-10, TGFP
and G3PDH ¢DNAs was carricdd out hy PCR by addi-

- -

Y S o e e S by By v

tion of 0.15 uM of the forward primer The reaction
tubes conuaining 50 pl of sample mixture were ampli-
fied tn a thermocycler (Perkin Elmer, GeneAmp PCR
system 2400), using 30 cycles under the following
conditions: 94°C for two minutes, 48°C for two
minytes and 72°C for 1.4 min. At the end of the PCR
reaction, the samples were elecaopharesed in 0.8 %
agarase containing 0.5 mg/ml of ethidium bromide.
PCR produas were observed under UV light (Wang &
Mark, 1990). An electrophoresis documentation and
analysis system 120 by Kodak was used to measure
the relative cytokine transcript levels by comparing the
cytokine ratio: G;PDH densitometric units for infected
and non-infected animals. All controls and examined
transcripts with densitomerric values more than zero
for calculating means. Significant differences between
samples were determined by Student-t Test by Number
Cruncher Statistical Systems NCSS program.

OUGONUCLEOTIDES

The following oligonucleotides were used in PCK: [L-
6 [orwaril 3-ATG AAG TTC CTC TCT GCA AGA GAC

1-¥, backward 9'-CAC TAG GTT TGC CGA GTA GA'l

CTC-3'. TNFa forward -TTC TGT CTA CTG AAC TTC
GOG GTG ATC GGT CC-3'. packward 5-GTA TGA
GAT AGC AAA TCG GCT GAC GGT GTG GG-37, IL-
10 forward 3-CTG GAA AGA CCA AGG TGT CTA C-
¥, backward 5-GAG CTG CTG CAG GAA TGA TGA-
A (Galdiero ef gl.. 1999). TGFb forward %'-TCA CCC
GCG TGC TAA TGG TGG ACC GC-3, backward 5-
ACA CCT TCC ATT CTC TTG AGC TGG G-3' (McGaha
et al, 2001) and G;PDH (house keeper gene) fornard
S TCGA AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTG GC-3” urwd
bacleevard 5 -CAT GTA GGU CAT GAG G1C CAC CAC-
3 (Clonrtech).

FLUGRESCENT Iv sitv HyBrinization (FISH)

Cytokines and the house-keeping mRMNAs were
detected in mouse liver using cDNA probes preparecd
by PCR as follows: a mouse library constructed in a
g1 lanibda phage (Clontech, Palo Al CA)Y and spe-
cific primers. were used for LDNA awplitication b
thermocycler, and PCR products were internally
labelled with Fluore-Grean (Oligo colour Kit RPN 3400
Amersham) as previously described (Frare-Velazque:
et gi., 1999) Tissue sectiony were pre-hyvbridized with
0.02 HC, permeabilized with 0.Q1 % Triton X-100sPHS.
Fluarescent probes weee adjusted 10 50 ng/ml of hybn-
dization buffer/tormamin (1 1). applied on tssues and
incubated at 90° C far three nunutes, then hylyridize
at 37°C for tvo houwss, the slides were hinally mounted
and evaluaied under epifluorescence microscopy (B-
MAX 40 Olvinpus) [miages weire processed using thie
NIH 3 image program.
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RESULTS

ANIMAL INFECTIONS
Hydatid cysts were macroscapically ohserved an

thiee liver surface eight weeks after inoculation.

By the 16% week well developed cystic struc-
ires were identified; frequently two-faur cysts were
clumped. By microscopy, a discrete inflammatory reac-
tion by mononuclear cells and macrophages infilura-
ting the hepatic tissue was observed one manth after
infection; the cells were organized in a granuloma, Two
months after infection, a cyst with an adventidal and
an incipient germinal layer was implanted along
hepatic tissue. Ahter three months, the cysts exhibited
the parasite laminar and germinal membranes and the
host adventitial membrane. Four months after nfection,
clusters of proroscoleces were evident in the germinal
layer (Fig. 1). Additionally, 16 weeks after inoculation,
the inflammatory reaction along implant area was
decreased.

INFLAMMATORY CYTOKINES ARE EXPRESSED
(N THE LIVER

All samples were normalised with the G3PDH controls.
Cvtokine genes were normally expressed in non-
infected animals; such expression was used for base-
line values. Eight weeks after tnfection, the IL-6 and
INFox expression decreased progressively near of para-
site implant. Some animals abrogated the hepatic 1L-6
and TNFa transcription 16 weeks after infection. In
sharp contrast, a progressive increase of [1-10 and
TGP was observed. On the ather hand, the hepatic
expression of all cytokines from a remate area of the
cyst implant behaved in a similar manner (0 the
conwrals. These data suggest that die pavasite implant

dowa-tegulates the inflammatory cytokines (Fig. 3 and
Table 1. =

DowN-REGULATION OF [L-6 aND TNFC. DEPENDS
ON PARASITE [MPLANT

To answer the question whether down-regulation was
local or generalized throughout the liver, we next exa-
mined by FISH the differences in cytokine expression
between sites close or distaat from the cyst implant
At baseline, the mRNAs from IL-0 and TNFa were
broadly detected at distant sites of the cysts; however,
a remarkable decrease of these mRNA around the c¢yst
was observed eight weeks after infection. Fuither-
more, the transcription was abrogated near (g the
implant area 16 weeks after infection. On the other
hand, IL-10 and "1GH3 were positive in the cyst implan-
tauon area. Non-involved tissues were faintly positive
for both IL-6 and TNFa, while IL-10 and TGFf} had
nommal expressions. The G,PDH house-keeping gene
was positive and behaved similadty in all the tissues
(Table I and Fig. 2)

DISCUSSION

he present studies were carried out to determing

whether hepatic uaplantation of £ granulosus

modifies ¢ sitw the TNFa and (L6 expression.
The main results of the current investigaricn indicate
that wnflammatory cytokines are down-regulated in the
liver by E. granuiosus; in theory, the priming effect of
Th, cytokines such as IL-10 would contribute 10 this
reduction. The presence of £ granwlosus in the liver
would clicit hepatocyte regenertion with a subsequent
increase of (L-10; such an increase waoulld shut-down
the TNFa transcription (Rai et al,, 1997). Based on pre-

Week 16

Cytokine Base line week 4 week 8 week 12
G PNH 393 = 13 377 2 12 43+ 30 309t 49 ¥n z55
1L-6 373+ 946 367 ¢ 69 343« G4 216 £ 226 g4 2 A0
TNEQ 373 + 4.1 256 = L5 303 & 45 Hh e 12 L¥ 230"
10 337 £ 45 345 = 33 344 + Hd 374t 58 A0 = yw
TGHP 327 ¢+ BO 3532 56 314 £ 10 335 & 72 6" = He
“sigmticant differences with GPDH by Student -Test.
Talilz [ — Cyiokine expression in liver by RT-PCR
nLé TNFa 10 TGF G;POH
esks w6 non- TNFQ non 19 non. IGFH non G,FDH nun-
af infection  inwived involved involved Involved invalved involved involved (avolved involved wnvolved
u Paswne Pasitive Posiuve IPosive Potive Fuing Bosimive Fuint Posope Positive
{8 Negriive Funt Negmitive Fant Hewilive st Posiuve Paistive Pasune Penttine
Fabile 11 = Cywokine exprexsion it mvalvexd od nun-involved hepate usaue (FISHY

Pileasie 20020 & )00 Sou




Fig 1 - A Prowgscoleces from E. granulosus showing their rostellum
B Mouse liver, one month after inoculation showing a discrete (nflam-
matory reaction by mononuciear cells and macrophages infiltrating the
hepatic tssue. Cells were organized formung a granuioma. C. Two
months after infection, an incipient cyst with adventitial and ge munal
layer. D, Three months after infection, the cysts exhubited the para-
site lamunar and germunal membranes and the host adventitial layer
E Four months after infection, the germinal ayer appeared with clus-
1ers o prologscoleces

wver section in sitie hybndized
mTNFa around the cyst of
B Addiuonally another sec-
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/
Fig / Agarose gel electrophoresis with the cytokine RT-PCR ampli-
fication proclucts. In the bottom the G3PDH house keeping gene,
above o representative panel of cytokines showing a progressive
down-regulation of TNFa and IL-6 and up-regulation of IL-10 and
'~"AL"

sent results, we infer that 1L-10 and TGFP down-regu-
late TNFa and [L-6 during the late phase of the disease
A inhibitory signaling pathway induced by the [L-10
was previously repornted /in alveolar and unilocular
echinococcosis (Wellinghausen e al.-1999; Dematteis
et ai;,) 2001). 1L-10 produces a lower degree of immu-
nosuppression in unjlocular disease that is more loca-
lised, in contrast to alveolar £chinococcosis where the
mmunosuppression and the/ metacestode growth is
higher and depends on a14-3-3 protein which has an
effect of tomoy like growth factor (Sales-Lucas et al.,
2001)

The host-parasite _relationship _means _not_only host
cytokines, it also means parasite hepatotoxins . that
would induce hepatocyte proliferation or apoptosis
(Kuba et al., 1996; Xu et al,, 1998). The Plgp hepa-
totoxins are capable of decreasing the transcription of
[L-6 and TNFa and the expression of CD4nand CD8
in thymocytes. Plgp decreases the metabolic activity
of peritoneal macrophages and Kuplffer cells. As resulr,
this TNFa source 1s shut down; such decrease would
result in a local immunesuppression (Acheson el al.,
1990; Janssen et al., 1992, 1993, 1997). The hydatid
antigen B would induce immunosuppression by elici-
ting a non-protective Th2 response (Il-4 and IL-13)
Additonally, the antigen B inhibits the PMN chemo-
taxis. This effect 1s neither due to cytoskeleton impair-
ment, nor to toxic effect (Rigano et al, 2001). The
nature of such inhibition is not yet determined

However 1t is possible that IL-4, IL-10 and 1L-13 would

ffect the chemotaxis. by reduction of centain chemo
Kines (Pearlman er af., 1997 Takayama e al., 2001,
Weber er al , 2001

tifunctional cviokine TGFJ, possesses a wide

vanetv of immunological effects including the sup

9 O

pression of lyinphocyte response against antigens and
mitogens; TGFB can induce immunosuppression and
parasite evasion by inhibiting IFNy and the TNF«
(Holter et al., 1994). This mechanism is observed in
other parasitic diseases such as leishmainiasis (Li ef al.,
1999). Considering the findings of the present studies,
we were able to propose that TGFp induce local
immunosuppression; such a mechanism would help to
spreading of E. granulosus on the liver.

Parasites can induce pro-inflammatory or pro-fibrotic
cytokines, some of them are redundant, and in conse-
quence their final effect depends on distinct disease
states. It has been shown by DNA micro amays that
the cytokine profile is modified depending on evolu-
tion of infection (Hofman et @/, 2001); this notion is
valid in the majority of parasitic diseases. Our studies
agree with this concept.

Finally, our results suggest that £ gramuwlosus would
induce in situ immunosuppression. Probably such a
mechanism is mediated by IL-10 and TGF and would
support the hypothesis that the parasite escapes the
harmful host cell-mediated response
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