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

él 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 murino
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 la
expresién de citocinas inflamatorias que probablemente ayuden a la pemanencia ¥
diseminacion local del parasita.

En este sentido se han utilizado varias cepas de ratones pama inducir la
enfermedad hidatidica, tomando en cuenta las experiencias de otras investigaciones
en hidatidosis hepdtica en ratones singénicos BALB/c, (Dempser RP, et al. 1991,
Ganguly NK, et al. 1986, Mondragén-de la-Pefia M. C. 1995), establecimos la
enfermedad hidatidica murina utilizando PSC como material infectante en ratones
BALB/c, y todos los animales infectados con protoscélises, desarrollaron quistes
hidatidicos ademas, en todos se detectaron anticuerpos anti-Echinococcus.

Una vez establecido el modelo comprobamos que el modelo muring era ideal
ya que desarrollaba una respuesta inmune inicialmente narmal y después
estudiamos algungs mecanismaos 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 comroborar que el modelo animal, reconocia los
diferentes epitopes del parasito, encontramos que la respuesta antigeno-especifica,
es manejada por dos proteinas con pesos molecuiares de 60 y 31 kDa. En
hidatidosis se ha descrito reactividad serolégica especifica a antigenos hidatidicos,
(Capran A, et af 1967, 1968) el “arco §” o antigeno A y (COrial R ef al. 1971, Pazzuoli
R et a/ 1974. Rickard M. D. Lightowlers M. W. 1996), y otra proteina de
aproximadamente ~130-150 kDa, designada como “antigenc B” (Oriol C. et af, 1975).

41



En este modelo se demostrd que la infeccidn experimental, genera los
anticuerpos (Ac) contra los antigenos A y B, de 681 y 30 kDa de Wastem biot 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 humeral 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 alguncs sueros.

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

Con un medelo experimental de hidatidosis bien establecido, atro objetivo del
trabajo fue investigar el papel de aigunas citocinas en él implante de £ granulfosus en
higado, particularmente la expresion in situ de TNF-a e IL-6, ya que la interaccion
entre citocinas derivadas del huésped pueden inducir variaciones antigénicas,
modificacion en la  virulencia, infectividkad y adaptacidn, que son factores
determinantes en la relacién huésped parasito. Los principales resuitados de esta
investigacién, indican que las citocinas inflamatorias son reguladas, negativamente
disminuyendo su expresidn en el higado en respuesta a la enfermedad hidatidica.

La IL-6 es una citocina producida entre otras por ¢células linfoides, macréfagas,
fibroblastos y hepatocitos (Helle M., et al 1989), la sintesis y regulacion de IL-6
puede aumentar o disminuir por diferentes antigenos, lipopolisacaridos, por
TNFa, POGF y virus durante la infeccion. La IL-6 tiene un importante papel como
mediador. El TNFa es producido por linfocitos activades, macrdfagos y células
endoteliales, esto se debe a efectos pleiotrépicos, esta citocina es un importante
mediador inflamatorio (Aarden L., ot al 1985). Ademas el TNFa es una molécula
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critica en |a resistencia contra la infeccion, porque tiene un profundo efecto en la
induccién de IL-6 (Silacci P, et al 1998).

Existen reportes previos de citocinas inflamatorias en pacientes con
hidatidosis hepatica y han sefialado un abatimiento de los niveles séricos de IL-1 y
TNFa durante algunas fases de la enfermedad (Torcal J., ef al 1996; Rigano R. et al
1995, 2001); otros reportes en contraste encuentran un aumento significativo de IFN-
Y. TNF-a € |IL-6 en niveles sericos de pacientes con enfermedad hidatidica del higada
y pulmones, sin embargo cuando los quistes son removidos quirurgicamente, los
niveles de citocinas declinan radpidamente, estos datos experimentales nos hacen
inferir que las citocinas inflamatorias juegan un papel importante, en la respuesta a
Echinocaccus (Tauil-Boukafta C., et af 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 primeoinféccion existe un mivel normal ¢ aumento de
transcritos de citocinas inflamatorias, sin embargo en estadios tardios las citocinas
inflamatcrias son reguladas negativamente par un mecanismo dependiente de Gxida
nitrico, la 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 £ granulosus puede regular
negativamente la transcripcion in situ de TNF-¢ e |L-6; Primero) A traves de una
induccion selectiva de citocinas Th2. Segunda) Par inhibicién selectiva inducida por
las hepatotoxinas producidas por el parasito. Consideranda la primer posibilidad es
ampliamente aceptado que la produccion de ¢itocinas Th1 disminuyen en infecciones
por helmintos y por otros factores, ademas |la produccion de INFy es inhibida por la
IL-10, este balance de requlacion negativa ha sido demostrado en diferentes
condiciones, por lo tanto después de una agresién, la regeneracién del higado
produce un aumento de IL-10, y esta citocina disminuye la produccion de TNF-q (Rai
R.M., et al 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 sefiales inhibitarias por [a via de la IL-10 fue previamente reportada en
echinococcosis alvealar, [L-10 interrumpe la produccion de citocinas Thy
(Wellinghausen N., et al,. 1999)., también esta via ha sido descrita en echinococcosis

unilocular,

La enfermedad parasitaria puede inducir severa patologia al higado, por lo
tanto, citocinas pro-inflamatorias o pro-fibréticas son producidas, durante la
cicatrizacién, su efecto puede puede traslaparse ya que de gque algunas citocinas son
redundantes su efecto final depende de los diferentes estadios de la enfermedad.
Recientemente fue demaostrado 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 los
perfiles de citocinas en muchas enfermedades parasitarias varien dependiendo de
diferentes etapas o fases de la enfermedad, nuestros estudios estan de acuerdo con

esta nocion,

Otro objetivo del trabajo, fue determinar camo |a implantagion de E granulosus
madifica la expresion in situ de TNFa y de IL-6. Nuestros resultades, indican que la
expresion de las citocinas inflamatotias esta disminuida en el higado por €l implante
de E.granulosus, los efectos primarios de citocinas Th2 como IL-10 pudieron
contribuir a esta redugcién. La presencia de E. granulosus en el higado puede
despertar la regeneracion de hepatocitos con un incremento subsecuente de I1L-10,
como también se puede disminuir 1a transcripcion de TNFg (Rai. R.M. et ai, 1997),
Basados en nuestros resultados inferimos que IL-10 y TGFp  disminuyen la

regulacion de TNFa. e IL- 6 durante [a fase [atente de la enfermedad (figura 18).
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Una ruta de sefializacion inhibitoria inducida por IL-10 fue previamente
reportada en equinococosis unilocular y alveolar (Wellinghausen N., ef a/ P., 1999;
Dematteis S. et af, 2001), IL-10 produce un bajo grado de inmunosupresion en la
enfermedad unilocular que es mas localizada, en contraste a equinococosis alveolar
donde la inmunosupresidn y el crecimiento del metacéstodo es mayor y depende de
la proteina 14-3-3, la cual tiene un efecto parecido a los de de crecimiento tumoral
(Siles-Lucas M, et al, 2001).

La relacidn huésped-parasito es mediada no solamente por citgcinas del
huésped, sino también por las hepatotoxinas del parasito, que pueden inducir
proliferacion de los hepatocitos y/o apoptosis (Kubo Y. et al, 1996; Xu Y. et al, 1988).
Las hepatotoxinas P1gp son capaces de disminuir la trascripcidn de IL-6 y TNFx vy la
expresidn de CD4 y CD8 en timgcitos. Las P1gp disminuyen la actividad metabdlica
de macraofagos peritoneales y células de Kupffer, como resultado, esta fuente de
TNFa es inhibida, esta disminucidon puede causar una inmunosupresion local
(Acheson D.W., et al , 1990; Janssen D. el al, 1992, 1993, 1997). El antigeng
hidatidico B puede inducir inmunosupresion por la induccion de respuesta Th2 no
protectora (IL-4 y IL-13), ademas el antigeno B inhibe la gquimiotaxis de
polimorfonucleares, este efecto no es debido al desensamble del citoesqueleto ni a
efectos toxicos (Rigano R,. et al, 2001). La naturaleza de esta inhibicion no esta adn
determinada, sin embargo una razonable relacion entre citocinas Th2 y quimiotaxis
disminuida, es debido posiblemente a la baja en ciertas quimiocinas o en sus
receptores, causada por L4, IL-10 e IL-13 (Pearlman E. ef al, 1997, Takayama T. El
al, 2001; Weber K:S.K; et al, 2001), {(Figura 19).
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La citocina multifuncional TGFp, posee una amplia variedad de efectos
inmunoldgicos incluyendo la supresién de respuesta a linfacitos contra antigenos y
mitégenos; TGFq puede inducir inmunosupresion y evasion del parasito a la
respuesta inmune por inhibicion de IFNy y el TNFg (Holter W, et al, 1994). Estos
mecanismos se han abservado en otras enfermedades tales como leishmainiasis (Li
J., Hunter C.A_, & Farell J.P., 1999). Considerando los resultadas de este estudio
nosotros proponemos que TGFf produce inmunasupresidn lacal; como un

mecanismo que puede ayudar a difundir E granulfosus en el higado.

Tomando en cuenta los canacimientos del presente estudio, el TGF -, yla IL-
10 pueden inducir inmunosupresion in situ; este mecanismo puede ayudar a la
implantacidn en el higado de E. granulosus, adicionalmente la TGF-f regula
transcripcionalmente el switch a IgA (Park S.R., et al 2001), en nuestro estudio,
anticuerpos anti-E. granufosus IgA fueron detectados 8 semanas después de la
inoculacidn, nuestros hallazgos pueden sugerir que TGF-f regula la respuesta

inmune mediada por IgA en la enfermedad hidatidica (Figura 20).

Finalmente, 10s resultados presentes sugieren que E granufosus puede inducir
inmunosupresién in situ, por un mecanismo probablemente mediado por IL-10 y
TGFa y con estas bases podemos inferir, que el pardsito escapa al dano de la
respuesta inmune celular del huésped. Estas son algunas posibilidades que pueden

explicar la permanencia cronica 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 infeccion, el switch a
IgG e IgA ocurre hacia la octava semana.

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

6). El implante del quiste de E. granulosus parece bloquear la transcripcion de

citocinas inflamatorias IL-6 y TNFa 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 TGFp y por la
IL-10.
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ECHINOCOCCUS GRANULOSUS DOWN REGULATES THE HEPATIC EXPRESSION
OF INFLAMMATORY CYTOKINES IL-6 AND TNF-o. IN BALB/C MICE

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

Summary:

Hydolid diseass is coused by the melacesiode of Echinococcus
gronulesus. Differenl experimental models have been used fo
undersiard hydotid disease. In cumrenl studies BALB/c mice were
® sed 1o evaluote the hepatic response of I1-6 and TNFa tiggered
i 0, Echinococcus gronulosus. BALB/c mice were inlroperitoneally
# inlected wilh proloscoleces from E. gronulosus; hydatid cysts

& cppeored on the liver eight weeks after inoculation. The RNA

B carccied from hepotic sections was used for RT-PCR amplificotion
with primers for 16, TNFa, I1-10, TGFP and G,PDH. In sit

=} cyiokine expression wos ossessed by FISH. Complete parosile

8 <ysis on the liver surfoce were observed 16 weeks ofter infeciion;
2 conmols were negotive, The expression of IL-6 ond TNFa was
normal ot baseline ond declined progressively eight weeks after
nlacnion; in some onimols such expression wos abrogoted

8l 16 weeks ofier infaction. On the other hand IL-10 ond TGFB were
= increosed progressively. Contiols expressed the cytokines normally
5 Present results suggest thot E. gronulosus induces a local

i immurosupression probably medialed by Il-10 and TGFB;

B merefore it seems possible thal such o mechanism would ossis! the
# porosite in escoping the harmiul host cell-mediated response

KEY WORDS : hydand disease, inflommalory cyiokines, Lo mRNA, TNFa

mEA

ydatidosis is a parasitic disease caused by the
metacestode (protoscoleces) from fchino-
coceus (E. granulosus, E. multilocularis, E. oli-
garthrus and E. vogeli), which has a world wide dis-
tribution. Infection depends on sanitary conditions in
slaughters. Animal disease produces economic losses
by the destruction of infected organs from affected live-
stock (Torgerson & Dowling, 2001: Shamesh ef al .
1999 Carmona el al., 1999). In México, E. granulosus
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Résumé : ECHINOCOCEUS GRANMULOSUS DIMINUE L EXPRESSION
HEPATIQUE DES CYTOKINES INFLAMMATOIRES IL-6 ET TNFQ DE sO1RIs
DBALB/¢

'hydalidose est causée por le mélacesiode dEchirococcus

8 gronulosus. Difiérents modéles expérimentoux ont &% ulilizes pour
comprendre cette maladie. Nous utilisons le modée de souris
BAIB/c pour I'évaluation de la réaction hépatique 2a Il-6 e TINF-
a décienchée par Echinocaccus gronulosus les souris orit &

B8 nfeciées en intio-péritonéol avec des profoscolex dE. gronuicsus
B Aprés 16 semaines, lo covité obdominole o été irspectse ofin de

i repérer le développement possible de kysies hydc'diques cans es
tssus groce & des techniques histologiques. L'ARN. tolol ¢ éié
exnch de coupes de lissus hépaiiques el omplifié sor lo rechniove
8 RTPCR en uiilison des oligonucléotides spécitiques pour 110, TNF:
8 a 10, TGFf et G,PDH L'expression de cylckir; o é2
mesuree par lo technique de FISH avec sondes il. srescenves
d’ADN. les kysles du porosite onl 8lé vus 6 lo su~ace héocrique

1 © semaines oprés I'infection, tous les conirbles é:ant negonfs. les
cytokines inflommatoires sont apporves normalemer: chez les

§ onimoux non-infectés, mois Fexpression de I-6 e c2 TNFu

g orogressivement décling oras la huiiéme semairs chez 2;

i onimoux infectés. Chez un ceroin nombre Oe Ceus2i, les fucieus
§ -0 et TNFa ont dispary dés lo seiziéme semoine “ar canve, o
orésence de Il-10 et de TGFB a progressivemen: z.gumsnte, Nos
résuliots suggerent que E. gronulosus induit une immunos. sression
locole por le biois de 'll-10 et dv TGFB ; il est p2ssibie 2.2 oar
® e mécanisme, le parcsite se proldge des époniés imm_ - hres

& de 'zrganisme qui 'héberge

MOTS CLES : hyoandose. =yrokines inflammanires, 16 27 an TA =g A9

affects the porcine species and evemually hunuin
bemings (Mondragén & Tavizén, 1991).

Studies in animals demonstrated: first 2 MHC (major
histocompatibility complex) mediated immune res-
ponse against a broad range of hydatid antigens
(Godot et al., 2000); second a cytokine mediated gru-
nulomatous reaction in different organs such as liver,
lungs and other tissues. The role of cytokines L been
pantially studied. For example, the Th2 cvickine pro-
file 1s induced by carbohydrate moieties from £ gra-
nulosus. Such moieties are used by the parasite to
immunosupress host and spread locallv. This mecha
nism would maintain the infection (Dacmweters ef ol .
2001)

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




inflammatocy cytokines would be increased in patienr’s
sera with hepatic hydatidosis, a rapid decline after sur-
gical remaval is observed; in contrast, other patients
show a decrease during the late phase of hydatidosts.
The evident discrepancy between cytcekine variations
was elucidated by Dai & Gonstein (1999), who found
in a murine model, normal cytokine level wranscripts
during early stages of infection; nevertheless they were
down-regulated later by a nitric oxide-dependcnt
mechanism, suggesting that the inflammatory cytokine
protiles depend on the disease stage, in consequence
Thl cytakines seems to play a possible role against £.
granulosus (Touil-Boukoffs e af., 199/).

Qur studies attempt w define the role of major inflam-
matory cytokines TNFo and [L-6 by implanting £ gra-
redostes on mutine liver,

MATERIAL AND METHODS

PROTOSCOLECES ISOLATION

vdatid cysts from porcine liver were obnained
Hby dissection. Tissues were extensively washed
with PBS, tluid was aseptically collected and
protoscoleces were adjusted to 2000/dose in DMEM

with antibiotics (penicillin 100 U/ml, streptomyein
200 g mil).

EXPERIMENTAL INFECTIONS

BALB/C mice {n = 25), were intrapecitoneally itected
with 2000 protoscaleces using an insulin syringe/21
mm needle, in a 200 ml volume. Five animals/week
were sacrificed at the 0, 4™ 8% 12" 16% weeks. Livers
were examined and processed for histology, in situ
hybridization and the ENA was extracted for RT-PCR
amplification.

REVERSF-TRANSCRIPTION/ POLYMERASE CHaIN
ReaCTioN (RT-PCR)

Total RNA was extracted from several 4 pm liver sec-
tons; tissue was taken acar or distant 1o the parasite
implant Control hiopsies from healthy animals were
taken trom the amerior suface of the liver, RNA extra-
cvoon was caried out by acid guanidwum thiocya-
nate phenal/chiloroform methodd (TRIzol, GIBCO-BRL).
HNA wus measured at 260 nm by OD. For cDNA syn-
thesis. 250 ng of the total RNA was incubated with
200 uM &NTP and 0.7 uM of the backward primer,
mixed swrh S U220 pl of rlth/DNA polymerase (Gene
amp™ PCR system 9600). ‘Tlie reverse tanscripion was
npertoruied at 70° C For 1O min; the redclion was
stopperd by cooling on an ice bead After reverse
transenpuon, amplification of TNTa. 1L-0, 1L-10, TGFP
and GIPDH cINAS was carriedd out hy PCR by addi-
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tion of .15 uM of the forward primer. The reaction
tubes containing 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
minutes and 72° C for 1.4 min. At the end of the PCR
reaction, the samples were elecuopharesed in 0.8 %
agarose cootaining 0.5 mg/ml of ethidium bromide.
PCH produds were observed under UV light (Wang &
Mark, 1990). An electrophoresis documentation and
analysis system 120 by Kodak was used o measare
the relative cytokine transcript levels by comparing the
cytokine ratio: G;PDH densitometric units for infected
and non-infected animals. All controls and examined
wranscripts with densitometric values more than zero
for calculating weans. Significant differences betwesn
samples were determined by Student-t Test by Number
Cruncher Statistical Systems NCSS program.

OLIGONUCLEQTIDES

The following aligonucleotides were used in PCK: 1L-
6 forward 3-ATG AAG TTC CTC TCT GCA AGA GAC

-3, backward 9'-CAC TAG GTT TGC CGA GTA GA'L

CTC-3'. TNFa forward $-TTC TGT CTA CTG AAC TTC
GGG GTG ATC GGT CC-3'. backward 5-GTA TGA
GAT AGC aaa TCG GCT GAC GGT GTG GG-37, (L-
10 forward 3-CTG GAA AGA CCA AGG TGT CTA C-
¥, backward 5-GAG CTG CTG CAG GAA TGA TGA-
¥ (Galdiero et @/, 1999). TGFb forward ¥-TCA CCC
GCG TGC TAA TGG TGG ACC GC-3, backward 5-
ACA CCT TCC ATT CTC TTG AGC TGS G-3' (McGaha
er al, 2001) and G,PDH (house keeper gene) forward
5-TGA AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTCG GC-3" urwl
baclkeward 5 -CAT GTA GGU CAT GAG G1C CAC CAC-
3 (Clontech).

FLUORESCENT Iv st HysripizaTion (FISH)

Cytokines and the house-keeping mRMNAs were
derected in mouse liver using ¢DNA probes prepared
by PCR as follows: a mouse library constructed in a
g1 lambda phage (Clontech, Pulo Alio CA) and spe-
cific primers. were used for (ONA awplitication b
thermacycler, and PCR products were internally
lahelled with Fluare-Green 1Oligo colouwr Kit RPN 34011
Amersham) as previously described (Fraire-Velazque.
er i, 1999). Tissue sectiuny were pre-hybtidized nid
0.02 HCI, permeabilized with 0.01 % Triton X-100/ P15,
Fluaresccni probes were adjusted 10 50 ng/ml ot hybn-
dization buffer/formamin {1 1). applied on rissues and
incubated ar 90° C for three nunutes, then hvbridized
at 37° C for tvo hours, the slides were finally mounted
and ¢valuated under epifluorescence microscopy (B-
MAX 40 Olvupus). niages were processed using the
NIH 3 image program.
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RESULTS

ANIMAL INFECTIONS

ydatid c¢ysts were macroscopically ohserved an

the liver surface eight weeks after inaculation.

By the 16" week well developed cystic struc-
mires were identified; frequently two-four cysts were
clumped. By microscopy, & discrete inflammartory reac-
tion by mononuclear cells and macrophages infilua-
ting the hepalic tissue was abserved one month 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. After three months, the cysts exhibited
the parasite laminar and germinal membranes and the
host adventitial membrane. Four months after nfection,
clusters of protoscoleces were evident in the germinal
layer (Fig. 1). Additionally, 16 weeks after inoculation,
the inflammatory reaction atong implant area was
decreased.

INFLAMMATORY CYTOKINES ARE EXPRESSED
IN THE LIVER

All samples were normalised with the G3PDH conuols.
Cytokine genes were normally expressed in oon-
infected animals; such expression was used for base-
line values. Eight weeks after tnfection, the IL-6 and
INFo expression decreased progressively near of para-
site implant. Some animals abrogated the hepatic IL6
and TNFo transcription 16 weeks after infection. In
sharp contrast, a progressive increase of IL-10 and
TGEP was observed. On the other hand, the hepatic
expression of all cytokines from a remate area of the
cyst implant behaved in a similar manner 10 the
conuals. These duaa suggest dhat the parasite implant

down-regulates the inflammatory cytokines (Fig. 3 and
Table 1). -

DOWN-REGULATION OF IL-6 aND TNFC. DEPENDS
ON PARASITE [MPLANT

To answer the question whether down-regulation was
kacal or generalized throughout the liver, we next exa-
mined by FISH the differences in cytokine expression
between sites close or distant 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 cyst
was cbserved cight weeks after infection. Futher-
more, the transcription was abrogated near (o the
implant area 16 weeks after infection. On the other
hand, IL-10 and TGHB were positive in the cyst implan-
tation area. Non-involved tissues were faintly positive
for both IL-6 and TNFa, while 1L-10 and TGF had
nomal expressions. The G,PDH house-keeping gene
was positive and behaved similadity in all the tissues
(Table II and Fig. 2).

DISCUSSICN

he present studies were carvied out 10 determing

whether hepatic noplantation of £ granudosus

madifies fn sit the TNFa and [L6 expression.
The main results of the current investgarion indicate
that inflammatory cytokines are down-regulated in the
liver by E. granulosus; in theory, the priming effect of
Th, cytokines such as IL-10 would contribute 10 this
reduction. The presence of E granwlosus in the liver
would clicit hepatacyte regenermtion with a subsequent
increase of [L-10; such an increase would shut-down
the TNFa transeription (Rai ef al., 1997). Based on pre-

Cytokine Base line Wweek 4 week 8 week 12 Week 106
G kDH 93 =13 377 12 43+ 34 309 0t 49 MR o35
L% 373+ 9.4 37+ 69 343 x G4 216 £ 226 a4 2 A
TG 373+ 41 256 ¢ 5 303 & 45 66 2 12 CER Yo
iL-10 337 £ 495 345 + 33 344 + A4 374 ot SW EvEE % o
TGHp 377 ¢+ HO 3532 5.6 34 £ 10 335 ¢ 7Y EYE Y

“sSignitican differences wich GLIPDH by Studdent t-Test.

Tablz [ - Cyiokine expression in liver by RT-FCR

L& TNFa 19 TGFP G,PDH
Weeks L6 aon- TNFQ non 010 non. TIGFH non G,MDH nun-
of infection  involved involved involved Invalved involved itnvolved involved involved inveolved  involved
V] Tisifive Pasitive [easinvve 1Psfrive Positive Fuine Bositive Fuint Posiive Positive
18] Negnitive Faing Memtive Fairn Pasilive Pasive Posiuve Pasitive Pasilne Poiine
Fahile 11 - Cywrkine exprexson in invadlvexl d non-dnvolved ht_'putik tssue CFINHD
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Fig. 1.- A Pruta‘,f&'olwcs from E. granulosus showing their rostellum.
B Mouse liver, one month after inoculation showing a discrete inflam-
matory reaction by mononuclear cells and macrophages infiltrating the
hepatic ussue. Cells were organized forming a granuloma. C. Two
months after infection, an incipient cyst with adventitial and geminal
layer. D. Three months after infection, the cysts exhibited the para-
site lanunar and germunal membranes and the host adventitial layer
£ Four months after infection, the germmunal layer appeared with clus-
ters of protogscoleces

Fig £ — FISH A Representative mouse liver section in situe hybnidized
with DNA probes showing absence ol mTNFae around the cyst of
E granulosus 16 weeks alter inoculation. B, Additionally another sec-

ton staned with H & E shows a poor inflammatory reaction along

mpiant area
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Weeks 0 4 8 12 16

Fig. ,/ Agarose gel electrophoresis with the ¢ytokine RT-PCR ampli-
fication products. In the bottom the G3PDH house keeping gene,
above u representative panel of cytokines showing a progressive
down-regulation of TNFu and [L-6 and up-regulation of IL-10 and

TGFP

sent results, we infer that IL-10 and TGFp down-regu-
late TNFa and [L-6 during the late phase of the disease.
A inhibitory signaling pathway induced by the IL-10
was previously reported in alveolar and unilocular
echinococcosis (Wellinghausen er al., 1999; Demartieis
ef al., 2001). IL-10 produces a lower degree of immu-
nosuppression in unilocular disease that is more loca-
lised, in contrast to alveolar echinococcosis where the
immunosuppression and the metacestode growth is
higher and depends on a 14-3-3 protein which has an
effect of tumor 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
(Kubao et al., 1996; Xu et al., 1998). The Plgp hepa-
totoxins are capable of decreasing the transcription of
IL-6 and TNFa and the expression of CD4 and CD8
in thymocytes. Plgp decreases the metabolic activity
of peritoneal macrophages and Kupffer cells. As result,
this TNFa source is 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 (1L-4 and 1L-13).
Additionally, the antigen B inhibits the PMN chemo-
taxis. This effect is neither due to cytoskeleton impair-
ment, nor o toxic effect (Rigano et al., 2001). The
nature of such inhibition is not yet determined
However, it is possible that IL-4, IL-10 and IL-13 would
affect the chemotaxis. by reduction of certain chemo
kKines (Pearlman er al., 1997; Takayama el al., 2001
2001)

he multifunctional cviokine TGFP, possesses a wide

. 74
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vinetv ot immunological effects including the sup-

(2. 9 00U

pression of lymphocyte response against antigens and
mitogens; TGFP can induce immunosuppression and
parasite evasion by inhibiting IFNY and the TNFx
(Holter et al., 1994). This mechanism is observed in
other parasitic diseases such as leishmainiasis (Li et al.,
1999). Considering the findings of the present studies,
we were able 10 propose that TGFf induce local
immunosuppression; such a mechanism would help 1o
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 arrays 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 £ granulosus would
induce in sifu immunosuppression. Probably such a
mechanism is mediated by IL-10 and TGFP and would
support the hypothesis that the parasite escapes the
harmful host cell-mediated response.
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