IMPORTANCIA

La hidatidosis es una parasitosis de importancia mundial dentro de [a salud
publica humana y animal, es un problema en paises con gran actividad en la
explotacién y utilizacidbn de diferentes especies de animales domésticos y
gcondmicamente representa pérdidas cuantiosas en paises endeémicos. Afecta
ademas al hombre, en el cual puede llegar a ser mortal. En México esta enfermedad
no obstante que ya ha sido reportada, no se le ha dado la importancia que tiene y por
lo tanto no cuenta con estudios epidemiokigicags 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 aungque 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 pudiendo ser esta la forma mds directa de importar la cepa
ovina de Echinococcus granulosus que es altamente patogena para el humang, en
comparacidn de la cepa porcina 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 confundiendola
con otro tipo de padecimienta y con tratamientos inadecuados que a la larga son mas
perjudiciales para el paciente. Hemos comenzado ha trabajar con métados
estandarizados de produccion de antigenos y aplicdndose la técnica de ELISA Y WEB,
con buanos resultados de diagndstico. 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 la 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 cranica y dificil de

tratar, y como ya se menciono pudiendo llegar a ser mortal.



La importancia de estudiar moléculas del metaceéstodo de Echinococcus
granulosus que pudieran estar regulando [a respuesta inmune del huésped ayuda a
conocer los factores que intervienen en la relacion existente entre el parasito y el
huésped y comprender los factores que intervienen en la pemanencia crdnica del
parasito en el organismo, para esta utilizamos un modelo experimental conocido que es
el raton BALB/c, ampliamente utilizado en algunos estudios inmunoldgicos. Por lo tanto

nuestra justificacion se apoya en que:

Hasta ahora la informacidn disponible para el entendimiento de (a evasion de
la respuesta inmune del huésped por el parasito es escasa o no existe; se
desconocen muchos aspecios sobre la relacion huésped-parasito en hidatidosis,
come la regulacion de citocinas y los epitopes principales, que despiertan la
respuesta mediada por citocinas regulatorias. 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 la hidatidosis son témmninos
utilizados para referirse a la parasitosis causada por el adulte y el estado larvano
(metacéstodo) del género Echinococcus (Familia Taeniidage) respectivamente. El
término hidatidosis o enfermedad hidatidica se restringe a la infeccién con el
metacestodo o larva, mientras equinococosis es aplicada para la parasitosis con los
gusancs adultos. En el primer caso, el huésped es intermediario y en el segundo
definitivo, Existen cuatro especies recongcidas dentro del género de Echinococcus,
Rudolphi, 1801 (Grove DI, 1991). E. granulasus, £ muiltifoculans, E. ofigarthrus y E.
vogeli, las cuales son céstodos ciclofilideos pertenecientes a la familia Taeniidae, con
una amplia distribucion en e| munde. La infeccion depende de condiciones sanitarias
en los rastros ¢ mataderos. La enfermedad en animales, praduce bajas econdmicas
por la destruccion de drganos infectados que afectan al ganado (Torgerson P; R: &
Dowling P:M: , 2001; Shamesh M A, et al, 1999; Carmona C. Et al, 1999). En México
E 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 encantrado en humanaos (Tavizén GJP, et al, 1981). Mondragén-de la Pefia, MC, et
al. 1991, 1993, 1995, Martinez CF, et al, 1994). Asi mismo se han observado
particulandades en el ciclo del parasito relacionadas con las condiciones ambientales,
se conoce la cepa porcina comg la causante de la Hidatidosis en el Estado de
Zacatecas y na la ovina como es reportada en otros paises (Eckert J. ef a/, 1989,1993,
Thompson et al. 1999). Las principales especies involucradas en ja patogemia del
humano son las dos primeras, producen respectivamente hidatidosis unilocular e
hidatidosis multilocular. La hidatidosis unilocular es una enfermedad zoonotica causada
por el metacéstedo de E. granulosus.

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

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



publicados y sdlo notificados por comunicacién verbal (Flores-Barroeta L, 1955).
Actualments 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, conociéndose 1a cepa o
raza porcina como [a 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 na [a avina coma es reportada en otros paises de Sudamérica (Eckert J.
et al 1993).

El paco conacimiente de esta enfermedad ciclica ha hecho que no se tenga el
cuidado suficiente en los rastros municipales y menos en mataderos clandestinos,
para poder controlar tanto la equinococosis en los canides, como [a 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
alimento a los perros o se entierran, o se desechan en los basureros a cielo abierto
(el arroyo), daonde son consumidas por perros u otras canidos que funcionan como
huéspedes definitivos del parasito. De esta manera, el ciclo se convierte en silvestre,
y la infeccion se propaga indefinidamente (Thompson et al. 1983,1985, 1988, 1996).
La tenia aduita sdlo se desarrolla en el intestino delgade (yeyuno e ileon) del
huesped definitivo, canidos como el perro domestico (Canis familiaris), la zarra roja
(Vulpes vulpes) y el dinge (Canis familians dingo), (Thompson RCA, et al, 1985,
Eckert J. e/ al. 1989), mientras que [as larvas ¢ protoescdlices (PSC) se asientan en
mamiferos y herbivoros, estos Ultimos probablemente se infecten mediante la
ingestion de huevos que se encusentran en pasturas contaminadas. Entre los
huéspedes intermediarios se encuentran el hombre, el cerdo, 1a oveja, el cabailg, la
vaca, el camellg, el canguro, el alce (Thompson RCA, ef a/, 1984, 1985, 1988, 1995;
Baldock FC, et al. 1985; Eckert J, st al, 1989; Hobbs RP, et al. 1990) y en éstos casi
en todos los drganos: cerebro, médula dsea, rifiones, 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 a/.



1985, Cesbron JY, et al. 1986, Abid-A, et al. 1991, Majul EJ,1991), la implantacién
del parasito en un ¢rganc blanco varia segun el huesped, produciendo quistes
hidatidicos o hidatides.

Para poder comprender la relacidn huésped parasito y los eventos que
suceden a la infeccion por hidatidosis, se han desarrollade varos modelos
experimentales de cultivos celulares hasta animales par ejemplo borregos, cuyos,
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 desarrollo de E. granulosus
en los tejidos del huesped puede inducir tolerancia inmuncldgica especifica a ciertos
antigenos 0 inmunosupresion no especifica (Annen ef al 1981), lo cual lleva al parasita
a una larga sobrevida en el drgano 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 al 1968.). Algunos de elios son timo-independientes {(Cox D. A. ef af
1989.). Respecto a la respuesta inmune celular, el pardsito ¢s capaz de desplegar
una respuesta granulomatasa en diferentes drganos como higado, pulmones y otros
organos.( Allan D. ef al. 1981, Jenkins P.ef al. 1986 ).

Los antigenas de £. granuiosus, al entrar en contacto con los tejidos del
huesped, inducen una respuesta inmune, pero el cantacto cronico induce tolerarcia
inmunolégica especifica 0 inmunosupresion no especifica (Annen ef al. 1981), lo cual
lleva al parasito a una larga sobrevida en el drgano blanco, por tanta 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 la hidatidosis hepatica 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. Mondragon-de-la P, 1995).

La inmunosupresion y la estimulacion policlonal parecen estar mediadas por
substancias de secrecion y excrecion del parasito y modulan la expresién de citocinas o
moléculas moduladoras de las citocinas, que inducen la situacion 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 zoonosis cosmopolita, ampliamente distribuida en el
mundo y representa un problema medicg y veterinario de relgvancia en areas
endémicas por ejemplo en Europa, muchos casos de quistes hidatidicos en humanos,
provienen de regiones donde la enfermedad es endémica y de las costas del
Mediterraneo. Entre 1987 y 1991 la incidencia se incrementd de 30 a 45 nuevos 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.; Koribeek LM, et al, 1993; Navamete |, et al,
1991, Rombent C, and Trinca T, 1991). En China, datos colectados en 1985, sefialan
que en 21 provincias que representando cerca del 87% del teritorio se a reportado la
existencia de E. Granulosus, (Craig PS, et al, 1991), En Africa, la calidad y cantidad de
datos disponibles sobre los ciclos de vida de E. Granulosus, las tasas de prevalencia y
la importancia en la salud publica de Ié enfermedad por quistes hidatidicos vana
grandemente entre los diferentes paises siendo altamente endémica entre grupos
ndmadas, se considera que esta alta prevalencia se debe a los cicles silvestres, a la
diversidad de hospedadores y a la diversidad genética entre las especies de £
granulosus. {Macpherson CNL, 1986; Thompson R.C.A. and Lymbery J, 1995), En
Nueva Zelanda y Australia, £. granulosus se introdujo con ancestros de los dingos, de
Asia, tuvieran una segunda introduccion ocurrida con la llegada de colonos y sus
animales domesticos, y a la introduccion de borreges mennos importados del norte y
sur de Africa. El indice de infeccion en humanos en las areas rurales de Nueva Zelanda
fue alta (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 caso0s/100,000 en 1991 a 5.9 casos/100,000 en el afo 2000. Esta situacidn
sugiere que el incremento en el diagndstico de echinococcosis es paralelo a un
aumento en la transmision entre la poblacidén humana (Shaikenov BS, et al. 1999,
Torgerson PR., et al 2002). Es una parasitosis dificil de controlar debido a las
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parasitosis dificil de controlar debido a las caracteristicas de su ciclo, sobre todo su
fase silvestre. Es dependiente de factores relacionados con la cultura y el pastoreo, en
regiones de Palestina la enfermedad en algunas regiones se ha encontrado una
incidencia de 16.8 por 100,000 habitantes, es adquirida en los primeros arios de vida y
su prevalencia es mas alta en mujeres que en hombres, el ambiente y el estilo de vida
favorecen la dispersion de la enfermedad. (Matosian RM et al. 1977, Thompson. RCA,
et al, 1988, Carmona C ef al. 1999, Abu-Hasan N., et al 2002), ademas representa una
pérdida econdmica en algunos paises, por ejemplo, en Jordania se han reportado
pérdidas hasta de $4.4 ddlares americanos por borrego infectado, estudios mas
recientes indican que el rango de perdidas economicas anuales, de came de borregos
y cabras, por infeccion de equinococosis quistica, en Jordania con una confianza del
95% (utilizando la teécnica estadistica de Mante Carlo) y una pérdida con una media de
$ 3’874 070 de ddélares por afio. (Abo-A et al. 1991, Torgerson P.R,, ef al. 2001). La
cepa con su cick vital cerdoperro se ha reportade en Polania, donde se postula que
puede ser diferente ya que sus caracteristicas morfologicas y genéticas difieren de
gtras, lo cuatl tiene significancia epidemioldgica, incluso presenta una tasa rapida de
desarrollo en perros y una aparente baja infec@ividad a humanos (Eckert J, et a/.1993).

En Norteamérica, principaimente se presentan dos cepas de E granulosus las de
borrego y las cepas de cérvidos, esta Ultima involucra como huésped definitivo al loba,
en algunos estados de USA es el coyote {Rausch RL, 1986), Las cepa de borrego/perro
ocurre esporédicamente, hay zonas estrictamente limitadas como UHah, Arizona, Nuevo
México, Califormia y otros estados del este. En Califomia, el 4.8% de casi 23,000
borregos sacrificados en rastros a mediados de los 60* estaban infectados (Sawyer
JGC, et al. 1969). Poblaciones de humanos expuestos a infeccién 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 diagndstico es
de 2 a11 por 100,000 habitantes, (Schantz; PM, 1977; Crellin JR, et al 1982). Casos
humanos ascciados con focas endémicos, involucrando E. granulosus en el ciclo
cerdo/perro en la regidn del Mississippi, son aun diagnosticados raramente (Daly JJ, ot
al, 1984). En el Estado de Zacatecas la hidatidosis 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 (Mondragén-de-la-P y Tavizon 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., ef al. 1999.
Larrieu E. ef al. 2000. Torgerson P.R. et al 2000).



Echinocaoccus granufosus es un cestodo cCiclofilideo que se clasifica como
sigue: (Faust EC, et a/ 1975, Thompson RCA y Kumaratilake LM, 1985. Kumaratilake
LM, of af 1986, Thompson RCA and Lymbery AJ, 1983. Eckert J, of al. 1989, 1993.
Zhang L, et al. 1998)

Phylum Platyhelminthes
Clase Cestoidea
Su bclase‘ Eucestoda
Orden Cyclophyllidea
Familia Taeniidae
Género Echinacoccus
Especie E. granulosus

El adulto de E. granulosus parasita a perros y otros canidos que actian como
huéspedes 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 gusano
plano que tiene una longitud de 2 a 7 mm, tiene de tres a cuatro progldtidos en la
cadena estrobilar, el Glitimo, mas ancho y largo, contiene el Utero grévido, el escdlex
lleva cuatra ventosas y tiene un rostelo no retractil con dos coronas de ganchas que
pueden ser de 30 a 40, los cuales, por su forma o tamafo, sirven para diagnostico
(figura 2)
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Figura 2). Tenia de Echinococcus granulosus.

La madurez sexual se alcanza entre 3 y 4 semanas, la produccion de huevos
comienza a los 28 dias después de la ingestion de PSC, esto dependera de la cepa del
parasito, el tiempo de maduracién y la permanencia de la parasitacién. 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 liberacion del embrion hexacanto u oncosfera,
atraviesa el intestino por medio de movimientos de los ganchos del rostelo y proteasas,
penetra los vasos mesentéricos y la oncésfera 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 érgano (Faust ef al.
1975. Cheng, 1978. Thompson y Lymbery, 1995). La oncésfera en el érgano blanco se
comienza a desarrollar y como medio de evasion a la respuesta inmune del huésped
se forman los quistes hidatidicos (Riley ef al. 1984, 1985). (Figura 3).
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Figura 3). Higado de cerdo con quistes hidatidicos

El tiempo 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 afos, 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 estda en contacto con el parasito se
comienza a atrofiar por la presién ejercida por éste al comenzar a desarrollarse. El
parasito sintetiza dos capas, la extema o laminar, acelular compuesta de
mucopolisacaridos, que ultra-estructuraimente (Figura 6) 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,
permmeable 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 p de
diametro aproximadamente, en su interior se originan PSC de 10 a 50 por vesicula,
estas vesiculas proligeras, los PCS libres y los corptsculos calcéreos, forman la arenilla



hidatidica. Cuando las vesiculas no originan PCS los quistes se denominan estériles,
acéfalos o no productivos. (Figura 4).

Figura 4. Corte histolégico 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 protoescolices son ovoides, invaginados, tienen cuatro ventosas, un rostelo
con 30 a 40 ganchos en dos hileras, una interna y otra externa, y 100 u de didmetro
aproximadamente (Figura 5). 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

exégenas.



Figura. §) Protoescolices en donde se aprecian sus diversos componentes: La corona

de ganchos, las ventosas y corpulsculos 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 patron
especifico. B) Membrana laminar (L), presenta la superficie interna. Membrana
germinativa (G), presenta la superficie externa.
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Los antigenos de todas las estructuras contenidas en el quiste estan en el
liquido hidatidico que es claro como el agua de roca, contiene sales minerales y
proteinas y distiende el quiste (Tay ZJ, et al. 1985, Smyth JO, 1970. Kumaratilake LM
y Thompson RCA, 1984, Sherif SD ef al. 1984, Hurd H,1989 ).

Cuando eventualmente el liquido hidatidico entra en cantacto con el sistema
inmune del huésped, puede producir hasta choque anafilactico y potenciaimente puede
causar la muerte. Los antigenos que se encuentran en ¢l liquido hidatidico provienen
de productos del metabolismo de los protoescdlices y de las membrantas germinativa y
laminar. Se ha demaostrado que aunque el quiste no sea fértil (que no se encuentren
PSC) el liquido hidatidico es nca en antigenos; aunque el 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 Arce 5, a un precipitado de
complejos antigenc-anticuerpo, que difiere a otras precipitinas, considerandolo el
constituyente mas importante del liquido hidatidico para diagndstico (Capron 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 rgacciones cruzadas, de
esta forma son dos los principales grupos de antigenos provenienies del quiste
hidatidico, el del Arco § de Capron el cual es una lipoprotéina tenmoestable, disociable
en unidades de 61 a 67 kDa y el B, una lipoproteina termolabil disociable en unidades
de 30 kDa ( Qrial R, et al. 1971, Pozzuoli R, et al. 1974, Bout D, et al. 1974, Rickard
MD, et al. 1983, 1986, Thompson RCA, and Lymbery AJ, 199%5). 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 metodo que
puede ser utilizado comag prueba inmunodiagndstica 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 Echinococcosis humana, encontrando que estos
analisis de isotipos de inmunoglobulinas, en respuesta a pacientes con E. muftilocularis
por medio de la técnica de ELISA Y WB, son pruebas Utiles para el seguimiento post
tratamiento, o para detectar una reactivacion de [a enfermedad (Dreweeck CM. et af.
1997),

La hidatidosis comparte caracteristicas en la respuesta inmune con otras
helmintiasis: niveles elevados de IgE e 19Ga (Afferni C, et al. 1984, Aceti A, et al. 1983),
eosincfilia (Clutterbuck E, et al. 1989) y mastacitosis (Finkelman FD, et al. 1991). Esta
respuesta esta bajo un delicado control de citocinas producidas por linfocitos CO4+ Th1
y Th2. La IL4 regula [a produccidn 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
macrofagos (GM-CSF) e IL-3 regulan la eosinofilia (Clutterbuck E, ef al. 1989). IL-3 e
IL4 promueven la proliferacién de célutas cebadas y su diferenciacion (Finkelman FD,
et al. 1991). Las infecciones por helmintos consistentemente generan una pronunciada
respuesta Th2 (produccion de IL-4, 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
muestran elevadas la 1gG, 1gE 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 localizacion de los quistes en el higado (Torcal et al. 1996).

La respuesta Th1 (IFN-y, IL-2, IL-3, GM-CSF y TNF-«) generalmente promugven
¢l ataque a los pardsitos por células citotdxicas e IgG2a, mientras que los Th2 (IL-2, IL-
3, IL4, L5, IL-G, IL-1Q, IL-13 v GM-CSF) pramueven el ataque por células cebadas,
eosindfilos y por otros isotipos de anticuerpos 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 la
proliferacian de células T en pacientes con enfermedad hidatidica o de personas

nomales (Wattal 1990). La inmunosupresion observada y la estimulacion paiiclonal
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pudieran estar mediadas por citocinas pero hasta ahora no hay reportes claros acerca
de su intervencién en relacidn a quistes hidatidicos, lo cual sentaria un antecedente
importante para, entender la fisiopatologia de la enfermedad e investigar nuevas

estrategias terapeuticas.

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 pltazo (Pozzuoli R, ef al. 1974), también se ha estudiado el grado de
inmunorregulacién en ratones BALB/¢c durante una infeccidn prolongada con E.
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 alarreactiva e inmunosupresién (Annen JM, ef al. 1981). En una
infeccign primaria murina localizada, se ha ¢bservado 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 linfaticos, inducen cambios histolagicos y
ultraestructurales (Riley FM, ef al 1985). Se han estudiado cambios histolégicos en las
diferentes areas del ganglio linfatico del ratén durante la primoinfeccion con larvas de E.
granulosus, y se ha observado que esle parasita puede causar cambios en el
ambiente celular, pues los PSC actian come mitdégenos aumentando la reactividad de
los linfocitas T y B (Jenkins P, ef al. 1986). Las larvas de E. granufosus, activan
peliclonaimente a las células B en forma timo independiente (Cox DA, et al 1936,
1989). Bresson, en 1989, demostrd la reactividad de los linfocitos a antigenos de
echinococcus en pacientes con Echinococcosis alveolar, ademas fue demostrada la
reactividad linfocito especifica a este parasito (Bresson-Hadni S, et af 1989). Vuitton, en
1989, encontrd disminuida la actividad de células "as€sinas naturales” (NK) en sangre
periférica y en granulomas periparasiticos de pacientes con Echinococcosis
alveolar, tambien encontré bajo el porcentaje de células CD8, sin embargo el numero
de las células CD4 se encontraba aumentado. En higado, las células CD8
constituyeron la principal poblacion de c€lulas T v los granulomas estuvieron poblados
principalmente por macrofagas (Vuitton DA, et a/ 1989).
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En el estudio de la relacion huésped parasito se ha demgstrado 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
macrdfagos (Ganguly NK, et al. 1986. Dempster RP, ot al. 1991. Mondragon de-(a-P,
1995).

Estudios en animales han demcstrado: Una respuesta inmune mediada por
MHC {complejo principal de histocompatibilidad) contra un amplio rango de antigenos
hidatidicos (Godot V. et al, 2000), una reaccion granulomatosa mediada par citocinas
en diferentes 6rganos como el higado, pulmones y otros tejidos. El papel de las
citocinas ha sido estudiade parcialmente. Por ejemplo, el perfil de citocinas de Th2 es
inducido pot moleculas de carbohidratos determinantes de E. granufosus. Estas
moléculas son usadas par el parasito para inmunosuprimir y diseminarse localmente,

este mecanismo puede mantener la infeccion (Daemseteis S. et al, 2001).

Las citocinas, parecen influir en la virulencia, infectividad y adaptacion y
pueden contribuir al establecimiento del parasito. En pacientes con hidatidosis
hepatica las citocinas inflamatorias aumentan transitoriamente y declinan
rapidamente despues de gue 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 Goftstein {1999), quienes encontraron en un modelo muring,
niveles de transcriptos de citocinas normales durante los primeros estadios de
infeccion; sin embargo fue disminuyendo despues por mecanismaos dependientes de
Oxido nitrico, sugirrendo que el perfil de citocinas inflamatorias depende del estado de
enfermedad, en consecuencia se ha visto que citocinas Th1 juegan un posible papel
contra E granulosus (Touil-Boukoffa C. et al, 1997),

En ratones BALB/c, inoculados con parésitos 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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incrementa. La produccion de anticuerpos especificos fue caracterizada por altos
niveles de IgG1 sistémica e IgGM e IgG3 (medidas en lavados peritoneales). En
contraste parasitos muertos inducen "n_iveles elevados de IL4, INFy e IL-5 en la
primer semana posinoculacién. Niveles bajos de anticuerpos especificos fueron
estimulados por parasitos 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 a/ 1999).
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HIPOTESIS

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

parasito por largos periodos de tiempo.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del metacestodo de Echinococcus granuiosus sobre la
expresion hepatica de citocinas inflamatarias.

OBJETIVOS PARTICULARES

Establecer un modelo muring para determinar ta respuesta inmune en hidatidosis
expernmental.

Estudiar los mecanismos maoduladaores 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 solucién de yodo al 1% durante 30 minutos. Se extrajo el
liquido y la arenilla hidatidica que contiene los protoescolices (PSC), por puncion y
aspiracion en condiciones asépticas. Salo se utilizaron quistes fértiles y sanos {que no
estuvieran calcificados, infectados o contaminados con componentes biliares) y el
liquido con aspecto cristalino. De la arenilla hidatidica se separaron los PSC por
decantacion.

Echinococcus granulosus (Protoescdélices).

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 observacian de las células flama al microscopio y del patran de

movimiento de los PSC,

MODELO 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
inoculacion se llevé a cabo utilizando jeringas de 3 ml con aguja del 21 mm, el
volumen inyectado fue de 200p! como dosis Gnica con antibidticos -penicilina
100U/ml, estreptomicina 200 pg/ml {(Ganguly NK, et al. 1986. Dempster RP, et al.

1991). 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 inoculacion, en la
necropsia se observd el higado y otros arganos para identificar los quistes hidatidicos,
se tomaron muestras para histologia fjandose en glutaraldehido, otros fragmentos se
cangelaron a —70°C en PBS pH 7.4. A los cantroles sanos (n=10) se les inoculé 200 pl
de agua inyectable por la misma via, se sangraron y sacrificaron de la misma manera, y
sus drganos fueron procesados en forma similar.

ANTIGENQOS HIDATIDICOS.

El liquido hidatidico {LH) fue colectado en condiciones asépticas par puncion
de los quistes hidatidicas, se centrifugd a 18000 rpm durante 60 minutos a 4°C, el
sobrenadante fue recuperado y dializades 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 utilizacion (Pozzuoli R, et
al 1974).

SDS-PAGE, Western blotting

La concentracion de proteinas fue medida a 280 nm, y caracterizadas por
electrofaresis de poliacrilamida-duodecil sulfato de sodio al 11%. en condiciones
reducteras (Laemmli and Favre 1970). Algunos geles fueron tefidos con azul de
Coomassie, otros fueron electrotransferides @ membranas de nitrocelulosa (Tqwbin
et 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,
posterigrmente se [avaron tres veces can Tween 20-PBS al 1%, por 10 minutos cada
lavado. Las tiras fueron incubadas 120 minutos con anti 1gG, IgM, IgA anti-ratan
marcadas con peroxidasa diluidas 1:200 en PBS, se lavargn y la reaccion de calor
fue inducida con 3'3-diaminobencidina y 40 ul de H,0,. El nivel molecular de las
bandas inmuncrreactivas fue determinada tomando en cuenta estandares de peso
molecular (Bio-Rad) de acuerdo al método de Rothe.
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ELISA.

‘ La prueba inmunoadsorbente enzimatica se realizé6 en micro platos de
poliestireno con 96 pozbs, se cubrieron toda la noche con liquido hidatidico (5 u
g/pozg), después se le 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
agregd a cada pozo 50 ul de suerc de raton diluido 1:50 y se incubaron por 120
minutos a temperatura ambiente, se lavaron fres veces con PBS 0.15M y se aplico a
cada plato segun el caso, anti 19G, IgA o IgM de ratdn marcadas con peroxidasa,
después se lavaron y €l color de la reaccion se indujo con 3'3-diaminobencidina
disuelta en agua destilada, con 40 p de H202. (Cochet Q, et al 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 ¢aso de animales control, las biopsias fueron
tomadas de la superficie anterior del higado. La extraccion de ARN fue llevada a
cabo por el método de guanidina tiocianato/fenol/cloroforma (TRIzol GIFCO-BRL).
Posteriormente se centrifugd a 10000 rpm/10 min y se colecto la fase acuosa para
precipitar €l ARN con isopropanol. Sequidc de das lavados con etanol tratado con
DPEC. Finalmente, el boton se disolvio y fue cuantificado el ARN por DO a 260 nm.

MEDICION DE ARN POR ANALISIS DE DENSIDAD OPTICA.

Se tomaron 9 ul de ARN, se les agregaran 995 ul de agua tridestilada se
mezclaron y se transfirieron a una c¢ubeta para espectrofotometria. Se calibra el
espectrofotémetro utilizando agua tridestilada como 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). )

Para |a sintesis de cADN, 250 ng de ARN total fueron incubados con 200 M
dNTP y 0.7 (M del primer 3’ antisentido, mezclados con 5 U/20 ul de rTth/ADN
polimerasa (Gene Amp™ PCR system 9600). La reaccion de transcripcién reversa
fue llevada a cabo a 70°C por 10 min, la reaccion fue detenida incubanda los tubos
en hielo. Despuegs de la reaccion de reverso transcriptasa la amplificacion de cADN
de TNFw, IL-6, TGFp, IL-10 y G3PDH se llevd a cabo por PCR, se agregaron 0.15
wM de oligonucledtidos §' sentido. La reaccidon en los tubos con 90 ul de mezcla de
muestra fueron amplificados en un termociclador (Perkin Elmer, GeneAmp PCR
sistern 2400), utilizando 30 ciclos bajo las siguientes condiciones: 94°C por 2 min,
48°C por 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 semicuantitativo de los ADNc fue hecho midiendo el area de las bandas, (0s
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
transcritas 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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OLIGONUCLEGTIDOS.
Las siguientes oligonucleétidos fueron utilizadas en PCR.

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

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

G3PDH sentido  |5-TGA AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTG GC-3',
antisentido | 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 in situ .5e tomaron muestras de tejido hepatico murino,
cercang a la implantacidén del quiste asi 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 $0%, 70%, 96% y 100%. Se pasaron a
xilol y posteriormente se incluyeron en parafina, se hicieron cortes de 2 micras
aplicindose en portacbjetos cubiertos con albumina de huevo. Se desparafinaron
con xilol, 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/PEBS 0.01%
por 90 segundos. Se lavaran 2 veces par 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

25




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 remover
fosfatasa alcalina enddgena. Luego en PBS, 2 lavados de 5 min c/u. Se eliminé el
exceso de PBS y se aplicd bufter de hibridacian a 37°C por 5 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 [avaron con buffer SSC, luego con SSC-SDS
0.1% 2 veces por 5 min ¢fu, seguidos par un lavado de SDS 0.1%/SSC 0.2X (wiv)
por § min a 37°C. Se lavaron con buffer TBS por § min. Se le aplicd al tejido una gota
de glicerol-PBS y se ¢olaocd un cubreobjeto. Las preparaciones fueron evaluadas en
un micrgscopio de epifluorescencia (B-MAX 40 Olympus).
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RESULTADOS

INFECCION EN ANIMALES.

De los higados de cerdos infectados se obtuvieran protoescalices viables los
que fueron utilizados para inducir el modelo en ratones BALB/¢c (Figura 3, 7). Los
quistes hidatidicos fueron cbservados macroscipicamente en la superficie del higada
8 semanas despues de la inoculacion; En la 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 microscopia
de luz, se observé una reaccion inflamatoria discreta compuesta por células
mononucleares e infiltracion de macrofagos; en el tejido hepatico, las células se
fueran grganizando en un granuloma dos meses despues de la infeccion, se observg
un quiste con membrana adventicia y una incipiente lamina germinal en el tejido
hepatico. Después de 3 meses el quiste exhibid [a membrana germinal y [aminar del
parasito y la membrana adventicia del huésped. Cuarto meses después de la
infeccion los pratocolices fueron evidentes en la membrana germinal. Adicionalmente
a la semana 18, la reaccion inflamatoria se observé en menos grado en el area de

implantacidn (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.

VN

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

Figura 8). A). Se muestra el higado del raton 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
ratdon un mes después de la inoculacidon 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 infeccidn, 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.
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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 expresién a las 4 semanas de
inoculacion. El switch a IgG y luego a IgA ocurrio cerca de la 8* semana (Figura 10 y

tabla 1).
INMUNOGLOBULINAS EN HIDATIDOSIS EXPERIMENTAL
0.9
0.8
0.7
0.6 - |+_Ig_ﬁ\ 0
0.5 -a-Ig G
04 - ——IgM
0.3 - —»Control polivalente
0.2
0.1
0 !

ROsem R4sem R8sem R12sem R16 sem
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.
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CARACTERISTICAS MOLECULARES EN LOS ANTIGENOS
RECONOCIDOS POR EL SUERO DE ANIMALES INFECTADOS.

El antigeno de liquido hidatidico (Ag LH), exhibi6 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 AgLH IgM IgA 1gG
480 - '
240 - i
132- &
66 - 60 kDa
45-
;s W 31kDa
29 -
14 - -

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 TNFu 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 expresiéon de IL-6 y TNFa decrecid
progresivamente en el lugar del implante del parasito. En algunos animales se anulé
la trascripcion hepatica de IL-6 y TNFx16 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 12y 13).

mes 0 s 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 regulacion negativa de TNFa. e

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

0 1
12 * 0 4 8 12 3

= G3PDH == TGFp mm IL-6 TNFo == IL-10 i

Figura 13). Presenta la disposicién 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 TNFo, DEPENDE DEL IMPLANTE
DEL PARASITO.

Para resolver la pregunta, si la disminucién en la expresion de citocinas
inflamatorias era un fendomena local o generalizade en todo el 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 situ se
llevé a cabo en cartes histologicos de tejido hepatico murino, de animales nermales e
infectados. Los mRNAs del IL-§ y TNFa fueron observados en sitios distantes al
implante del quiste; sin embargo se observd una marcada disminucion de éstos
mensajergs alrededor del quiste 8 semanas despues de la infeccidn, de hecho no se
observaron mensajeros cerca del area de implante después de las 16 semanas de
infeccion. Par otro lado, IL-10 y TGFf se expresaron nomalmente en el drea de
implantacion del quiste. Tejidos distantes al area del implante del quiste fueron
ligeramente positivos para IL-6 y TNFg, mientras que fa IL-10 y el TGFp tuvieron
expresion normal. El gene control G3PDH fue positivo y su expresién fue similar en
todos los tejidos tanto control, como infectados (Tabla Il, y Figuras 14, 15, 16).
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Hidatidosis murina
IL-6

H&E

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 rat6n hibridizadas in situ con sondas de DNA para IL-8 mostrando ausencia de

IL-6 mRNA alrededor del quiste de E. Granulosus, 16 semanas después de la
inoculacién.

37



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 ofra seccion tefiida
con H&E mostrando una reaccién inflamatoria en el area de implantacién.
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