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RESPUESTA INMUNE A NEOSPORA CANINUM EN VAQUILLONAS INFECTADAS
NATURALMENTE Y VAQUILLONAS INOCULADAS CON ANTIGENO INACTIVADO
DURANTE EL 2° TERCIO DE LA GESTACION

RESUMEN

El objetivo del presente tfrabagjo fue comparar la respuesta inmune a
Neospora caninum de vaquillonas naturalmente infectadas y de vaquilionas
inoculadas con taquizoitos inactivados durante el 2° tercio de la gestacion.
Para ello se utilizaron 2 vaquillonas de raza Holando Argentino, 3 animales
naturalmente infectados provenian de madres seropositivas, y las 6 restantes
eran seronegativas de madres seronegativas. Cuatro de las 6 vaquillonas
seronegativas fueron inoculadas por via subcutdnea con un anfigeno de N.
caninum inactivado aplicado a las 13°, 15° y 17° semanas de la gestacion. El
inmundgeno formulado con taquizoitos inactivados contenia 45 miligramos
de profeina/5 mililitros de dosis en un adyuvante oleoso al 70% (13% de
Arlacel C, 85% de Marcol 52% y 2% de Tween 80). Similarmente, las 2 restantes
vaqguillonas seronegativas (controles negativos) fueron inoculadas con lisado
de monocitos bovinos no infectados en adyuvante oleoso. Simultdneamente,
se administrd un inmunomodulador compuesto por lipopolisacdaridos de
Eschericia coli (Ribozim RN-205) por via intramuscular a todas las vaqguillonas
inoculadas incluyendo las controles negativos. La respuesta inmune mediada
por anticuerpos fue evaluada mediante la prueba de inmunofiuorescencia
indirecta (IFl) y una prueba inmunoenzimdtica para deteccidn de isofipos 1y
2 de inmunoglobulinas G. La respuesta inmur]e mediada por células fue

caracterizada por la prueba de blastogénesis linfocitaria y una prueba



inmunoenzimatica para determinacion de IFN-y. Los titulos de anticuerpos
deferminados por inmunofluorescencia directa (IFl), aumentaron durante la
semana 15° de gestacion en los animales inoculados con taquizoitos
inactivados (inversa del titulo de anticuerpos promedio: 450 +252). Dichos
titulos séricos alcanzaron su mdximo valor durante la semana 23° (promedio:
16000 * 6400). Las vaquillonas infectadas naturaimente tuvieron un titulo
maximo de anticuerpos (promedio: 3467 £2.810) durante la semana 19° de
gestacion. Durante las semanas 17° a 25°, los titulos séricos resultaron mds
elevados en las vaquillonas inoculadas con taquizoitos inactivados que en las
vaquillonas naturaimente infectadas (P < 0,05). En las vaquillonas inoculadas
con taquizoitos inactivados se detectaron similares cantidades de
inmunoglobulinas G por ELISA. En 2 vaquillonas naturalmente infectadas, el
isotipo de inmunoglobulinas predominante fue IgGy; sin embargo, en la
restante vaquillona se observd una respuesta humoral con IgGy. Las
vaqguillonas controles permanecieron seronegativas en ambas pruebas
seroldgicas. Se observé linfoproliferacion sdlo en las vaquillonas naturalmente
infectadas durante la semana 19° de la gestaciéon (P <0,05). Las
concenfraciones de IFN-y fueron similares en animales naturalmente
infectados y en animales inoculados con taquizoitos inactivados (P >0,05). El
inmundgeno inactivado estimuld una respuesta inmune similar a la
observada en animales cronicamente infectados; sin embargo, queda el

interrogante si la presencia de respuesta humoral con predominio de IgG y



produccidon de IFN-y en las vaquillonas inoculadas con taquizoitos
inactivados fue mediada por una respuesta inmune Th1 o Th2.

Palabras clave: Bovinos, inmunologia, Neospora caninum, inmundgeno.
IMMUNE RESPONSE TO NEOSPORA CANINUM IN NATURALLY INFECTED HEIFERS
AND HEIFERS VACCINATED WITH INACTIVATED ANTIGEN DURING THE SECOND
THIRD OF THE GESTATION

ABSTRACT
The objective of this study was to compare the immune response to N.
caninum in naturally infected heifers and heifers immunized with inactivated
N. caninum during the second third of gestation. Nine Holstein heifers were
used in this study, 3 naturally infected heifers were born from seropositive
dams, and 6 seronegafive heifers were born from seronegative dams. Four
seronegative heifers were subcutaneously vaccinated with an inactivated N.
caninum tachyzoite preparation at week 131, 15t and 17 th of gestation. A
kiled whole N. caninum tachyzoite preparation containing 45mg of
protein/5ml of dose was formulated with 70% of mineral oil adjuvant (13% of
Arlacel C, 85% of Marcol 52 and 2% of Tween 80). Similarly, 2 seronegative
heifers (negative controls) were inoculated with mock infecied bovine
monocytes in oil adjuvant. All vaccinated heifers, including 2 negative control
heifers were simultaneously injected with an immunomodulator containing
lipopolysaccarides from Eschericia coli by intframuscular route (Ribozim RN-
205). The humoral immune response was investigated by using indirect

fluorescent antibody test (IFAT} and indirect ELISA for detecting isotype



specific antibodies. Cellular immune response was determined by specific
lymphocyte proliferation and IFN-y assays. N. caninum-specific antibody
response increased in immunized cattle by week 15" of the gestation (mean
reciprocal anfibody ftitres 450 £252), peaked at week 23 th (mean 16000
+6400). Maximum antibody response in naturally infected heifers was
observed at 19" week of gestation (mean: 3467 £2810). The overall mean
serum IFAT titres were significantly higher in immunized heifers compared with
that in naturally infected heifers from week 17 th to week 25 (P <0.05). Similar
amounts of IgGy and IgG2 were found in immunized heifers. Analysis of isotype
specific antibodies revealed a predominant 1gGz response in 2 infected
heifers and 1gG; response in the other one. Confrol heifers remained
seronegative through the study by IFAT and ELISA. N. caninum-specific cell-
mediated immune response was only increased in natural infected cattle by
week 19 th of gestation (P <0.05). Peripheral blood mononuclear cells from
immunized animals produced IFN-y similar concentrations of infected animais
(P >0.05). Killed immunogen induced a similar immune response to that found
in chronically infected cattle; however, remains to be determined if the
humoral immune response with predominant IgG, and IFN-y production in
vaccinated heifers was type Thl or Th2 mediated.

Keywords: Bovine, immunology, Neospora caninum, immunogen.



1. INTRODUCCION

La presente revision bibliografica tiene como objetivos: discutir diferentes
aspectos de la neosporosis bovina, recordar conceptos generales de
inmunidad y actualizar el conocimiento de la respuesta inmune generada

por la infecciéon por Neospora caninum en el ganado bovino.

1.1. Antecedentes de la neosporosis

La neosporosis fue descrita por primera vez en caninos como un
sindrome neuromuscular (Bjerkas y col., 1984) causado por un protozoo
intracelular denominado N. caninum (Dubey y col., 1988). Posteriormente se
la relaciond con la produccién de abortos en bovinos (Thilsted y Dubey,
1989). Experimentalmente se demostréd que el perro puede actuar como
hospedador definitivo de la enfermedad (McAllister y col., 1998; Lindsay y
col., 1999q). El primer aislamiento de N. caninum a partir de ooquistes
eliminados en la materia fecal de un perro naturalmente infectado (Basso y
col., 2001a) confirmo el rol espontdneo de esta especie en la naturaleza.
Oftras especies animales se comportan como hospedadores intermediarios
entre ellas equinos, caprinos, ovinos y ciervos (Dubey, 1999b). Asimismo, |a
exposicion a N. caninum ha sido demostrada, en buUfalos, camellos, felinos y
otros cdanidos salvajes (Dubey, 2003).

Actualmente la neosporosis es definida como una enfermedad
parasitaria que afecta caninos, bovinos, ovinos, caprinos, bufalos, ciervos y

equinos, causada por N. caninum (Dubey y Lindsay, 1996; Guarino y col.,



2000; Dubey, 2003). En bovinos, dicha enfermedad no sélo se comporta
como una enfidad abortigénica (Dubey, 1999b) sino también como un
sindrome que disminuye la produccion de leche y carne (Thurmond y Hietalq,
1997, Barling y col., 2000; Herndndez y col., 2001). La asociaciéon entre
infeccion y disminucion de la produccién de leche es motivo de controversia
debido a que ofros estudios no encontraron similares resultados (Hobson vy
col., 2002) o incluso la produccidon fue mayor en animales seropositivos
(Pfeiffer y col., 2000). En equinos, se describid otra especie causante de
meningoencefdalitis denominada Neospora hughesi (Marsh y col., 1996).
Aunque la enfermedad es causanfe de pérdidas reproductivas,
productivas y econdmicas en dreas ganaderas de todo el mundo (Dubey,
1999a). hasta el presente no existe tratamiento o inmundgeno capaz de
prevenir el aborto o la infeccidn en los bovinos (Dubey, 1999b; Anderson y

col., 2000; Reichel y Eliis, 2002; Dubey, 2003).

1.2. El agente etiolégico

N. caninum es un protozoo infracelular obligado, morfoldgicamente
similar a Toxoplasma gondii, y relacionado taxondmicamente a otros
protozoos formadores de quistes como Hammondia heydorni e Isospora
bigémina (Dubey y Lindsay, 1996, Dubey y col, 2002). Los estadios
parasitarios reconocidos en su ciclo son: taquizoito, bradizoito y esporozoito.

Los taquizoitos y bradizoitos se encuentran en hospedadores intermediarios,



mientras que los esporozoitos se eliminan en las heces del perro (Dubey y
Lindsay, 1996; McAllister y col., 1998).

Los taquizoitos tienen forma de media luna o globular, miden 3 a 7 pm
de largo por 1 a 5 um de ancho. Los bradizoitos tiene una replicacién mas
lenta que los taquizoitos y estdn contenidos en quistes tisulares de forma
redonda u oval. Asimismo, los bradizoitos miden hasta 107 ym y tienen una
pared de 4 um. Los taquizoitos y quistes ftisulares son intracelulares. Los
taqguizoitos han sido detectados en neuronas, macrdfagos, fibroblastos,
células endoteliales, miositos, células renales y hepatocitos.

Mediante microscopia electronica se reconocen organelas comunes a
otros protozoos pertenecientes al phylum Apicomplexa, tales como
micronemas, roptrias y gradnulos densos (Dubey y Lindsay, 1996). Los antigenos
asociados a proteinas de superficie y grdnulos densos de taquizoitos han sido
caracterizados designdndose su nomenclatura (Howe y Sibley, 1999} (Cuadro
1). Los quistes tisulares, han sido observados en el tejido nervioso y muscular
(Dubey y Lindsay, 1996, Peters y col, 2001). Por Ultimo, los ooquistes
eliminados en las heces del hospedador definitivo son esféricos o
subesféricos, miden 10 a 11 um, no tienen color y contienen dos esporocistos
con cuatro esporozoitos cada uno (McAllister y col., 1998). Los estados

entero-epiteliales en el perro no han sido descriptos hasta el presente (Dubey

y col., 2002).

1.2.1. Taxonomia



N. caninum es un protozoo perteneciente al phylum Apicomplexa y a la
familia Sarcocystidae (Dubey y Lindsay, 1996; Dubey y col, 2002). Su

diferenciacion con ofros coccidios ha sido claramente establecida (Dubey y

col., 2002).

1.2.2. Ciclo de vida

El ciclo de vida es heteroxeno feniendo como hospedadores
infermediarios a los rumiantes y probablemente a otros animales de sangre
caliente (Dubey y col., 2002; Dubey, 2003). El hospedador definitivo es el
perro (McAllister y col., 1998; Lindsay y col.,, 1999q; Basso y col.,, 2001q;
McGarry y col., 2003) aungque esta especie puede comportarse también
como hospedador intermediario (Dubey y Lindsay, 1996). Si bien existen
evidencias de exposicion natural y experimental a N. caninum en otros
canidos salvajes y aves (Lindsay y col., 1996; Buxton y col., 1997a; McGuire y
col., 1999; Lindsay y col., 2001; Schares y col., 2001), el riesgo epidemiologico
de estas especies es aun desconocido. Un esquema resumido del ciclo
parasitario de N. caninum es presentado en la figura 1.

La frecuencia con la cudl los perros pueden adquirir la infeccion en la
naturaleza es motivo de debate. En un trabajo experimental 9 perros de 2 a 4
anos de edad fueron alimentados con tejidos fetales bovinos naturalmente
infectados con N. caninum; pero sin embargo, los cdnidos no eliminaron
ooquistes en la materia fecal ni mostraron evidencias clinicas, serolégicas, o

histopatoldgicas de infeccidn por N. caninum (Bergeron y col., 2001a). En



contraste con estos hallazgos, perros alimentados experimentalmente con
placentas de vacas infectadas naturalmente, eliminaron ooquistes de N.
caninum aunque mantuvieron su condicidn de seronegativos y no se
enconird ADN en sus tejidos (Dijkstra y col.,, 2001a). Reciente informacién
demostré que perros que ingieren tejidos bovinos infectados eliminan
ooqguistes en forma mds eficiente que perros que ingieren tejidos infectados
de ratdn (Gondim y col., 2002). Por otro lado, la adicién de taquizoitos al
calostro bovino administrado a caninos no provocd seroconversion ni
eliminacién de ooquistes o infeccidn (Dikstra y col, 2001a]).
Independientemente de la presencia o ausencia de anticuerpos séricos,
todo perro debe considerarse como potencial fuente de infeccion para los
bovinos (Reichel y Ellis, 2002).

La infeccion en perros por ingestion de placentas de vacaos
naturalmente infectadas podria ser baja dado que la deteccidon de N.
caninum por la técnica de reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)
demostrd que sélo 2 de 16 especimenes resultaron positivos (Bergeron y col.,
2001b). Como contraparte, la exposicidon postnatal de los caninos estd
demostrada por el incremento de la seroprevalencia en perros de mayor
edad (Basso y col.,, 2001b) Asimismo, la seroprevalencia a N. caninum en
caninos pertenecientes a zonas rurales es mayor que aquella descrita para
perros de dreas urbanas (Barber y col., 1997; Sawada y col., 1998; Basso y
col., 2001b) probablemente debido a la estrecha relacién existente entre

esta especie y los bovinos (Paré y col., 1998; Wouda, y col., 1999). Por otro
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lado, la transmision vertical es probable en los caninos ocasionando
infecciones congénitas con manifestaciones clinicas de pardlisis severas
(Barbery Trees, 1998).

Aunque el ciclo de vida es indirecto, en los bovinos la principal via de
fransmision es la congénita (Anderson y col.,, 1997; Paré y col., 1996; Hietala y
Thurmond, 1999). Experimentalmente esta via ha sido demostrada en ovinos
(Dubey y Lindsay, 1990), caprinos (Lindsay y col., 1995), ratones (Cole y col.,
1995), caninos (Dubey y Lindsay, 1989a), felinos (Dubey y Lindsay, 198%9b),
porcinos (Jenseny col., 1998} y primates (Barry col., 1994q).

Si bien la transmision vertical de la infeccidn en bovinos es importante,
ello no explicaria debidamente el elevado niumero de hatos infectados. El
hecho de haberse determinado que los bovinos pueden tener
seroconversion por una exposicion postnatal (Paré y col., 1997; Hietala y
Thurmond, 1999; Dijkstra y col., 2001b) avalan la importancia de la transmisidn
horizontal (Thurmond y col.,, 1997), motivando intensa investigacion, el
descubrimiento de otras vias de infeccion postnatal. Por ofra parte, French y
col., (1999) demostraron mediante modelos matemdaticos, que la fransmisidon
vertical no es suficiente para mantener la infeccidén en una poblacién bovina
debido a que su eficiencia no es del 100%.

Aunqgue Uggla y col. (1998) describieron la infeccion experimental en
terneros adicionando taquizoitos a la leche, la eliminacion de estas formas
parasitarias a través de la gldndula mamaria bovina no se ha comprobado

aun. En el posparto o tras el aborto, la placenta con presencia de taquizoitos
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(Shivaprassad y col., 1989) podria servir como fuente de infeccién para ofra
vaca que la ingiera. Recientemente se demostré a través de un ensayo
experimental que dos terneros y dos vacas libres de N. caninum mantuvieron
dicha condicién luego de consumir placentas naturaimente infectadas
(Davison y col., 2001).

Aunque los ooquistes presentes en las heces de perros infectados
experimentalmente pueden ser infectivos a las 24 horas de ser eliminados
(Lindsay y col., 1999q), la infeccidn oral en terneros y vacas prefiadas sélo se
ha descripto en forma experimental (De Marez y col., 1999; Gondim y col,,
2002; Trees y col., 2002). Los ooquistes pueden contaminar el agua y comida
de los hospedadores infermediarios (Paré y col., 1998, Dubey, 1999b).
También se ha demosfrado que la proporcidn de bovinos seropositivos
aumenta cuando existen perros en |os establecimientos (Wouda y col., 1999).
En coniraste, se ha estimado que la frecuencia de la transmision horizontal
seria baja teniendo un rango de 0,9% (Hietala y Thurmond, 1999) a 1,9%
(Davison y col., 1999). También han sido mencionadas altas tasas de
seroconversion (47%), sin embargo no fueron asociadas a la presentacion de
abortos (Dijkstra y col., 2002). Luego de inocular experimentalmente ooquistes
por via oral se logré la infeccidon de vacas prefiadas pero no fue posible
inducir el aborto (Trees y col., 2002). En contraste, recientemente Gondim vy
col., (en prensa) han descripto no séio la transmisidon vertical mediante Ia
inculacion experimental por la via oral en bovinos sino también la induccidon

del aborto. Aunque diversos estudios asocian las formentas de abortos con la
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infeccion postnatal (Wouda y col., 1998; McAllister y col., 2000) la frecuencia
o probabilidad para que las infecciones horizontales ocasionen abortos
epidémicos han sido cuestionadas (Dijkstra y col., 2002; Trees y col., 2002).
Aunque los foros se comportan como hospedadores intermediarios y
existe informacidon acerca de infecciones naturales; se desconocen el rol
epidemiolégico o los efectos fisiopatoldgicos de N. caninum en los machos
bovinos (Moore y col., 2003a). Es poco probable que un toro transmita la
enfermedad horizontalmente a una vaca, sin embargo esta posibilidad aun
no ha sido investigada. La inoculacion experimental por via endovenosa (EV)
de taquizoitos vivos de N. caninum a fres foros ocasiond el desarrollo de
titulos seroldgicos sin signos clinicos ni lesiones genitales a la palpacién luego

de dos meses de observacion (Campero y col., 2002).

1.3. Patogenia de la neosporosis

Aunque la patogenia de N. caninum en el bovino es parcialmente
conocida, se cree que luego de la ingestidn de ooquistes, los esporozoitos
liberados en la luz intestinal son capaces de atravesar la mucosa intestinal y
acceder a los distintos tejidos a través de los sistemas linfatico y sanguineo. En
las células hospedadoras infectadas, se inician procesos de multiplicacién
mediante endodiogenia que ocasionan dafo celular con necrosis e
inflamacién, o se forman quistes tisulares capaces de persistir durante toda la
vida del animal. Los bradizoitos alojados en los quistes tisulares del SNC en

una hembra bovina gestante pueden reactivarse bajo ciertas influencias
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hormonales e inmunologicas originando parasitemia (Sawada y col., 2000;
Stenlund y col., 1999; Innes y col., 2002, Quinn y col., 2002). Luego de la
difusion hematdgena, los taquizoitos atraviesan la placenta ocasionando, de
acverdo a la edad de gestacion, la infeccidn y muerte del feto o el
nacimiento de un ternero congénitamente infectado (Williams y col., 2000).
Aunqgue se ha estimado que transcurren 3-4 semanas entre la infeccion fetal
y el aborto (Barry col., 1991; Dubey y col.,, 1992), la gestaciéon puede concluir
con el nacimiento de un tfernero infectado, que en caso de ser hembra,
transmitirad la enfermedad a su descendenciq, teniendo también alto riesgo
de abortar (Thurmond y col., 1997; Wouda y col., 1998).

La reactivacién de una infeccidn latente estaria asociada a un eficiente
mecanismo de fransmision vertical mas que a un proceso que desencadene
el aborto, al menos en rodeos endémicamente infectados (Anderson vy
col., 1997, Paré y col., 1997, Dannatt,1998; Stenlund y col.,, 1999). Como
contraparte, la exposicion a ooquistes desencadenaria tormentas de abortos

en animales no infectados previamente (McAllister y col., 2000).

1.4. Signos Clinicos

En vacas adultas, N. caninum ocasiona abortos entre el 3° y 9° mes de la
gestaciéon, con mayor frecuencia en el tercio medio(Anderson y col., 1991).
Se desconoce si N. caninum ocasiona mortalidad embrionaria; sin embargo,
se ha descripto que vacas seronegativas y seropositivas a la N. caninum

recibieron 1,7 y 2,2 dosis inseminantes para quedar prefadas,
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respectivamente (Stenlund y col., 1999). Asimismo, existen antecedentes de
vacas seropositivas que fueron descartadas precozmente por presentar una
bajo desempeno reproductivo (Thurmond y Hietala, 1996). Recientemente se
describié que tras la presentacion de abortos a N. caninum en un rodeo de
cria, el 20% de las vacas y el 14% de sus hijas no se prefiaron en el servicio
natural siguiente (Waldner y col., 2001). Estos hallazgos sugieren que vacas
seropositivas a N. caninum podrian ser subfértiles. En contraste McAllister y
col., (2000) mencionaron que vacas seropositivas, cronicamente infectadas,
fueron menos propensas a sufrir pérdidas reproductivas durante un brote de
abortos cuando se las compard con vacas infectadas recientemente.

El aborto puede producirse en un reducido numero de vacas o
involucrar hasta el 30% de los animales en un hato (Dubey, 1999b). El feto
muerto en el Utero puede ser reabsorbido, momificado, o expulsado con
avanzado grado de autdlisis. Mds comunmente ocurre el nacimiento de
terneros clinicamente normales pero cronicamente infectados. Aungque no es
patognomoénico, la momificacidn es un hallazgo frecuente habiendose
descripto en casos naturales (Wouda y col., 1998) y experimentales (Barr y
col., 1994b). Los ferneros infectados en el Utero pueden tener signos
neuroldgicos y bajo peso al nacimiento (Barr y col., 1993; Dubey vy Lindsay,
1996). El examen clinico puede revelar ataxia, disminucién del reflejo patelar
o falta de sensibilidad propioceptiva (Dubey, 199%9a); sin embargo, son

escasos los trabajos que describan esta forma de la enfermedad en
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neonatos. Eventuaimente pueden presentarse anormalidades congénitas

como exoftalmia o asimetria ocular (Campero y col., 1998).

1.5. Epidemiologia

La enfermedad ha sido diagnosticada en Europa, Africa, Australia,
Nueva Zelanda y América (Dubey, 1999a). Aungue la neosporosis afecta
tanto a razas de bovinos para leche como para carne, pudiendo resultar
expuestos el 100% de los rodeos (Dubey y Lindsay, 1996; Dubey, 1999a) son
escasos los informes de abortos por N. caninum en rodeos para carne
(Waldner y col., 1999; McAliister y col., 2000; Moore y col.,, 2003b). No
obstante, en 55 rodeos de cria pertenecientes a 5 estados ubicados al
noroeste de EE.UU. se reveld una seroprevalencia del 24% en los 2585 sueros
analizados presentando todos [os rodeos animales seropositivos (Sanderson y
col., 2000). Waldner y col., (1998) describieron en Canadd una
seroprevalencia a N. caninum que varid del 16 al 27 % en 8 rodeos para
carne. Quintanillo-Gozalo y col., (1999) en Espana, hallaron una
seroprevalencia a N. caninum del 18% en los 1712 bovinos evaluados
resultando positivos 119 de los 216 (55,1%) rodeos para carne.

El comportamiento epizodtico o enzodtico que tiene la enfermedad
podria reflejar la transmision postnatal en bovinos de un rodeo libre (Thornton
y col., 1994; Yaeger y col., 1994; Thurmond y col., 1997; Moen y col., 1998;
Patitucci y col., 1999) o la infeccion congénita de N. caninum a través de

sucesivas generaciones, respectivamente (Wouda y col., 1998). La
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manifestacion epizodtica de la enfermedad estd asociada a la presentacion
de “tormentas” de abortos (McAllister y col., 1996a; Moen y col., 1998;
Patitucci y col., 1999). Sin embargo, se ha sugerido que la infeccién
simultanea con el virus de la diarrea viral bovina (vDVB) o la inmunosupresion
por la ingestion prolongada de micotoxinas, podrian actuar como factores
desencadenantes del aborto a N. caninum en un hato enzodticamente
infectado (Murray, 1991; Agerholm y col., 1997; Wouda y col., 1998; Bjorkman
y col., 2000).

El potencial de N. caninum como zoonosis no ha sido fehacientemente
descartada. Existe evidencia seroldgica de exposicion de seres
humanos(Tranas y col., 199?) pero se desconocen sus implicancias clinicas.
En primates, la enfermedad fue reproducida experimentalmente

ocasionando abortos en hembras gestantes (Barry col., 1994q).

1.5.1. La situacién en el mundo

Aunque la neosporosis fue descripta hace sélo dos décadas atrds, los
avances en el conocimiento han sido satisfactorios, quedando por
investigarse aspectos relacionados a la prevencion y control (Dubey, 2003).
También es motivo de investigacion la frecuencia natural de la transmision
postnatal en el bovino o existencia de otras especies de hdbitos carnivoros
gue pudiesen comportarse como hospedadores definitivos de la
enfermedad (McGuire y col., 1999; Lindsay y col., 2001; McAllister y col., 2000;

Schares y col., 2001; Dijkstra y col., 2001b).
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Su amplia difusidn e importancia como agente causal de numerosas
perdidas reproductivas, productivas y econdmicas (Dubey, 1999b; Trees y
col., 1999) ha moftivado intensas investigaciones tendientes a prevenir y
controlar la enfermedad. Los aspectos inmunitarios involucrados en casos
naturales y experimentales de la neosporosis bovina han sido recientemente
recopilados (Hemphill y col., 2000; Nishikawa y col., 2002; Dubey, 2003). Sin
embargo, resulta de interés mejorar el conocimiento de la respuesta inmune
a N. caninum en los bovinos a los fines de desarrollar o evaluar un

inmunoégeno que prevenga la manifestacién y difusion de la enfermedad.

1.5.2. La enfermedad en Argentina

Los primeros trabagjos en el pais referidos a esta enfermedad
abortigénica permitieron identificar vacas con pérdidas reproductivas
serorreactoras a N. caninum (Venturini y col.,, 1995). Posteriormente, se
confirmo su presencia mediante inmunohistoquimica (IHQ) en tejidos fetales,
(Campero y col., 1998) y por inoculacion en ratones (Bacigalupe y col., 1998).
Otros relevamientos seroepidemioldgicos en las provincias de Santa Fe vy
Cordoba detectaron una prevalencia del 15 al 27,5% en 320 bovinos
lecheros, siendo positivos los 8 rodeos en estudio (Echaide y col., 1998). En
fetos provenientes de frigorificos, se encontrd que 20 de 82 (24%) y 1 de 22
(4,5%) especimenes de rodeos para leche y para carne, respectivamente,
tenian anticuerpos a N. caninum (Venturini y col., 1999). La distribucion de la

enfermedad ha sido parcialmente caracterizada estableciéndose que 52,9%
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de 17 rodeos para carne y 92,3% de 52 rodeos para leche tuvieron al menos
1 animal seropositivo (Moore y col., 2002). En dicho trabagjo se postuld que la
diferente situacion epidemiologica podia tener su explicacion en los sistemas
de produccion existentes. Aunque puede existir asociacidn entre la
prevalencia de N. caninum y el tipo de explotacidn considerado; el
potencial de dicho agente como efiologia de importantes pérdidas
reproductivas ha sido destacado en rodeos bovinos para carne (Moore y
col., 2003b). Investigando las causas de aborto en Argentina se involucrd a N.
caninum en 7,3% de 354 casos (Campero y col., 2003a).

Para una mejor caracterizacion de la situacion epidemioldgica regional
ofras técnicas seroldgicas deberian ser aplicadas. Trabajos realizados por
Echaide y col.,, (2002) compararon los resultados de un enzimo inmuno
ensayo indirecto (ELISA, del término sajon enzyme-linked immunoassay) con
la inmunofluorescencia indirecta (IFl), obteniéndose una buena
concordancia entre ambas técnicas.

Trabgjos tendientes a lograr el aislamiento de N. caninum a partir de
homogeneizados de SNC de fetos bovinos abortados han permifido
identificar quistes de N. caninum en el SNC de ratones (Mus musculus) y
meriones (Meriones unguiculatus) inoculados con tfejido cerebral de fetos
bovinos y terneros prematuros infectados (Venturini y col., 2000, 2001). N.
caninum ha sido aislada desde la materia fecal de un canino infectado
naturalmente demostrando el rol espontdneo de esta especie como

hospedador definitivo (Basso y col., 2001a).
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1.6. Impacto econdémico de la infeccién por N. caninum

N. caninum es reconocida como agente causal de importantes
pérdidas econdmicas en la industria de la carne y de la leche (Anderson y
col.1995; Dubey, 1999q; Trees y col., 1999; McAllister y col., 2000). Los eventos
que pueden originar tales pérdidas son: 1), aborto, 2) muerte perinatal, 3)
incremento en el descarte de vacas con pobre desempeno reproductivo, 4)
reducida produccion de leche y carne.

En Inglaterra se considera que se producen 6000 abortos anuales
debido a N. caninum vy, asignandole una pérdida de 800 ddlares americanos
por cada aborto, se pierden aproximadamente 4,8 millones de ddlares
(Brittain, 2000). En California, EE.UU., las perdidas anuales serian de 35 millones
de ddlares y en Australia 85 millones de ddlares en la industria lechera y 25
millones de ddlares para la produccidn de carne (Britfain, 2000). En rodeos
para leche de nuestro pais se han estimado las pérdidas en unos 80 millones
de ddlares por aio considerando el costo por abortos, la reposicion por
eliminacion de vientres seropositivos, el intervalo parto concepcion vy la
menor produccidon lactea de la vaqguilona en su primera lactancia

(Campero y Odedn, datos no publicados).

1.7. Diagndstico
La infeccidn por N. caninum puede demostrarse mediante la utilizacion

de pruebas inmunodiagndsticas, por técnicas histopatoldgicas, moleculares
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y de aislamiento (Dubey, 1999b). Dentro de las pruebas inmunodiagndsticas
estan: IFl, ELISA, aglutinacion directa, IHQ y electroforesis combinada con
inmunodeteccion (Western Immunoblot).

La IFl preserva la morfologia del pardsito y detecta antigenos de
membrana no existiendo reaccion cruzada con ofros protozoos
Apicomplexa (Dubey y col., 1996). Para diluciones séricas de 1:25 a 1:640, la
sensibilidad y especificidad de la prueba varia de 82,4 a 97% vy 85,7 a 90%
respectivamente (Atkinson y col., 2000). Sin embargo, se ha sugerido utilizar
una dilucion de 1:200 para maximizar la sensibilidad (Reichel y Drake, 1996).
Venturini y col. (1999) describieron la dificultad de encontrar sueros
verdaderamente negatfivos mediante pruebas seroldgicas de I,
aglutinacion directa y ELISA, proponiéndose una dilucion sérica de 1:25 para
demostrar la exposicion a N. caninum.

La prueba de ELISA ha sido ampliamente utilizada en el serodiagndstico
de la neosporosis. Entre 1os numerosos protocolos para ELISA que se han
desarroliado cabe mencionar aquellos que emplean exiractos de proteinas
obtenidos a partir de taquizoitos que fueron incluidas en complejos
inmunoestimuladores (Bjorkman y Lundén, 1998); ELISA de competicion con
antigenos inmunodominantes de 65 kDa (Baszler y col., 1996); la utilizacion de
taquizoitos formolados que preservan los antigenos de membrana (Williams y
col., 1997), o ELISA de avidez con inmunoestimuladores e incubacién con
urea que permite identificar animales con infecciones recientes o cronicas

(Bjorkman y col., 1999). También se ha desarrollado ELISA en leche,
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lograndose un 95% de correlacion al compararla con las muestras de suero
(Bjdrkman y col., 1997).

La aglutinacion directa es una prueba seroldgica relevante en el
diagndstico de la neosporosis (Romand y col.,, 1998). Aunque la técnica
descripta por estos autores incluye la inactivacién de la inmunoglobulina (Ig)
M mediante 2-mercaptoetanol, la temprana aparicion de la IgG en la
neosporosis bovina (Dubey y col., 1996) permite la utilizacion de esta prueba
para el diagndstico seroldgico. Sobre 67 sueros con titulos menores a 1:25 por
IFl, 56 fueron negativos y 11 resultaron positivos a la aglutinacion directa
utilizando una dilucién de 1:40 (Venturini y col., 1999). Compardndose la
técnica de aglutinaciéon directa e IFI, la sensibilidad y la especificidad que se
obtuvo fue 100% vs. 98% vy 97% vs. 99%, respectivamente (Packham y col.,
1998).

La utilizacion de electroforesis en geles de poliacrilamida bajo
condiciones desnaturalizantes con duodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) ha
permitido caracterizar los antigenos de N. caninum. Esta técnica resulta de
intferés para el mejoramiento de los métodos diagndsticos y para seleccionar
los antigenos mds inmunogénicos. Marks y col., (1998) describen que
antigenos de 30 kDa obtenidos a partir de taquizoitos de N. caninum
separados mediante SDS-PAGE estimularon la proliferacion “in vifro” de
linfocitos T CD4+ (CD: por el término en inglés cluster differentiation, grupo de
linfocitos identificados por anticuerpos monoclonales que reconocen und

sola proteina en la membrana celular} pertenecientes a 4 terneros infectados
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experimentalmente con N. caninum. Por oto lado, la prueba de
electroforesis € inmunodeteccion aplicada en fluidos fetales resultd mds
sensible y especifica que la IFl, obteniéndose ademds, una buena
concordancia con los resultados obtenidos por técnicas histopatolégicas e
inmunohistoquimicas (Séndgen y col., 2001). Utilizando PAGE se ha descripto
como varia el reconocimiento antigénico en diferentes estadios de infeccidn
de ratones inoculados experimentalmente (Tomioka y col., 2003). Dichos
autores demostraron que un antigeno de 36-38 kDa fue reconocido por el
suero de ratones en los estadios tempranos post-inoculacion o durante el
recrudecimienfo de una infeccidn latente. Por ofro lado, un antigeno de 43
kDa fue consistentemente reconocido durante todos los estadios de
infeccidon excepto el periodo temprano post-inoculacién. Finaimente un
antigeno de 65 kDa se reconocid durante todos los estadios de infeccién
aunque existid alta variabilidad entre animales. El anfigeno de 43 kDa
también fue reconocido por anticuerpos séricos de 8 vacas naturalmente
infectadas proponiéndose que este Ultimo antigeno deberia ser utilizado en
reacciones serologicas (Tomioka y col., 2003). Este haliazgo contrasta con
dos trabajos (Baszler y col., 1996; Alvarez-Garcia y col., 2002}. Mientras Baszler
y col., (1996} postularon al anfigeno de 65 kDa en el reconocimiento de
bovinos infectados con N. caninum, Alvarez-Garcia y col., {2002} enfatizan
que antigenos de 17-18 kDa podrian resultar de interés en el diagndstico de

las infecciones por N. caninum.
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La histopatologia de tejidos bovinos fetales resulta una técnica
diagndstica relevante en las infecciones de N. caninum (Dubey, 1999a). El
diagndstico presuntivo de aborto por N. caninum puede emitirse ante la
presencia de lesiones como meningoencefdlitis necrotizante multifocal
(MENM), miocarditis, miositis, nefritis, hepatitis, neumonia y adrenalitis focales
no supurativas {Anderson y col., 2000).

La IHQ readlizada sobre tejidos fetales formolados con lesiones
his’fopo’fo.légiccs compatibles, permite la identificacion de N. caninum con
alta especificidad, adquiriendo valor diagndstico relevante (Dubey, 199%9b;
Anderson y col.,, 2000). Aunque su sensibilidad es baja, probablemente
debido a los escasos pardsitos presentes en tejidos autolizados, resulta una
técnica diagndstica vigente (Anderson y col., 2000). Algunos investigadores
han cuestionado el valor diagndstico de la técnica IHQ describiéndose
resultados positivos en fetos no abortados y terneros nacidos (O'Toole y
Jeffrey, 1987; Barry col., 1991; 1993; Bryan y col., 1994). Thurmond y col. (1999)
proponen que el valor diagnoéstico de la IHQ para la neosporosis es mayor en
rodeos con brotes de abortos por disminuir la proporcion de falsos positivos.
La informaciéon precedente sugiere la necesidad de ubicar a la IHQ en el
contexto adecuado, considerando otras variables {anamnesis, clinica,
serologia, etc.) que contribuyen al diagndstico.

En el diagndstico de la neosporosis bovina, el impacto de la técnica de

PCR ha sido notable permitiendo esclarecer ciertos aspectos

epidemioldgicos. En un estudio realizado sobre 83 fetos bovinos abortados, se
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encontraron 24 (29%) cerebros positivos a N. caninum por PCR (Gottstein y
col., 1998). El examen histopatoldgico de estos casos positivos a N. caninum
por PCR reveld que 18 de los fetos presentaron lesiones compatibles con
infeccion por protozoo. Sélo 6 de 24 (25%) casos positivos por PCR tuvieron
anticuerpos demostrados por IFl y ELISA (Goftstein v col.,, 1998). En otro
estudio donde se correlacionaron diferentes pruebas diagndsticas, se
enconfro que en 6 de 8 fetos bovinos con lesiones histopatoldgicas
compatibles a N. caninum y negativos a la IHQ, fueron positivos por PCR
(Baszler y col., 1999a). Debido a la alta eficiencia que tiene N. caninum para
transmitirse en forma vertfical, 10s resultados positivos por PCR deberdn estar
siempre asociados a problemas reproductivos y utilizacion de ofras técnicas
diagndsticas no sélo para identificar dicho protozoo sino también para
descartar otras causas de aborto.

El primer aislamiento de N. caninum fue logrado a partir de material del
SNC obtenido de un perro infectado (Dubey y col, 1988) y el primer
qislamiento a partir de un feto bovino abortado fue comunicado por Conrad
y col., en Cdlifornia (1993). Posteriormente, se lograron ofros aislamientos en
regiones ganaderas de fodo el mundo (Dubey, 2003). Asimismo, se ha
aislado N. caninum del SNC perteneciente a una vaca adulia infectada
naturaimente que abortd por dicho protozoo (Sawada y col., 2000). El
aislamiento en cultivos celulares a partir de fetos bovinos es dificultoso
debido a la severa autdlisis de las células del hospedador, el bajo niumero de

pardsitos presentes y a la alta probabilidad de contaminacion (Conrad y
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col., 1993). Se propone inicialmente, inocular tejido cerebral de feto bovino a
ratones, con la finalidad de multiplicar y concentrar los taquizoitos
aumentando las probabilidades de aislamiento (Yamane y col., 1998).
Taquizoitos de N. caninum han sido cultivados “in vifro" con monocitos
bovinos, céelulas endoteliales de arteria cardiopulmonar bovina, células de
rindn bovino, fibroblastos humanos, células VERO (células renales de mono
verde africano) y otras lineas celulares. En esta etapa de su crecimiento "in
vifro”, el pardsito mantiene la infectividad para los animales. Se han
mantenido taquizoitos activos en cultivos celulares durante 8 anos sin perder
infectividad para ratones. La criopreservacion de taquizoitos en nitrogeno
liquido es una alternativa vdlida sin pérdida de la infectividad para los
cultivos celulares (Dubey y Lindsay, 1996). El cultivo "in vitro" de bradizoitos se
ha logrado con menos eficacia aungue mediante la adicion de éxido nitrico
(ON) a cultivos de querafinocitos murinos se indujo la transformaciéon de
taquizoitos a bradizoitos (Vonlaufen y col., 2002).

El protozoo puede mantenerse "“in vivo" mediante inculacidon de
meriones los cuales son altamente susceptibles. Los taquizoitos pueden
multiplicarse en las células peritoneales de los meriones y asi ser fransferidos
mediante indculos sucesivos (Gondim y col., 1999). Aunque los quistes
tisulares pueden ser generados por inoculacion parenteral de ratones
inmunodeprimidos (McGuire y col., 1997), utilizando meriones se ha logrado

una mayor eficiencia (Gondim y col., 2001).
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1.8. Tratamiento y prevencion

Existe informacidon acerca de la sensibilidad "“in vitro” de N. caninum a
ciertos antimicrobianos (Lindsay y col., 1994). Utilizando sustancias efectivas
contra la malaria derivadas de una hierba llamada Artemisia annua se logrd
disminuir la multiplicacién in vitro de taquizoitos de N. caninum (Kim y col,
2002). Similares resultados se lograron a partir de un producto purificado
desde Altermaria brassiciicola denominado depudecin (Kwon y col., 2003).
Sin embargo, es escasa la informacidén acerca de tratamientos "in vivo" para
bovinos. Se ha informado que utilizando foltrazuril y ponazuril, los cuales son
derivados de una droga llamada triazinona utilizada en el tfratamiento de las
coccidiosis en mamiferos, se logrd disminuir las lesiones cerebrales de terneros
inoculados experimentalmente (Gofttstein y col., 2001). Actualmente no existe
tratamiento en los bovinos que los libere de la enfermedad (Anderson y col.,
2000).

La prevenciéon de la enfermedad en los bovinos mediante el uso de
vacunas es motivo de investigacion. La informacion existente serd
presentada mdas adelante en esta revision bibliografica.

La transferencia embrionaria (TE) es una técnica adecuada para evitar
la fransmision vertical de la enfermedad (Thurmond y Hietala, 19995;
Baillargeon y col., 2001). Permite obtener terneros libres de infeccidn a partir
de embriones originados de donantes seropositivas a N. caninum con alto
valor genético, cuando sean transferidos a receptoras seronegativas

(Baillargeon y col.,, 2001). El desempeno reproductivo de vaquillonas
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obtenidas mediante TE, las cuales eran hijas de madres positivas, fue mejor
qgue aquel de vaguillonas nacidas naturalmente de las mismas madres
(Campero y col., 2003b). Por otro lado, existe riesgo de aborto y transmision
congénita al realizar dicha técnica en receptoras seropositivas (Baillargeon y
col., 2001).

A los fines de evitar la infeccidn postnatal de los bovinos se ha
recomendado impedir el acceso de los perros a las fuentes de aguqg,
pasturas, galpones y silos donde se almacene dlimento {Dubey, 1999b;
Anderson y col.,, 2000). Es importante también recolectar y eliminar fetos
abortados y placentas para evitar la infeccidon de los caninos (Thurmond vy
Hietala, 1995).

Dada la amplia distribucidon de esta enfermedad en los bovinos se han
sugerido ademds diferentes medidas de manejo, a saber: 1) reponer
animales seronegativos eliminando convenientemente los animales
seropositivos a la enfermedad, 2) evaluar seroldgicamente todo animal que
ingrese al establecimiento, 3) controlar el desempeno reproductivo del rodeo
a los fines de detectar pérdidas de prenez y/o fetos momificados, 4) en
establecimientos donde se readlice TE deberdn ufilizarse receptoras

seronegativas a la enfermedad.

1.9. Respuesta inmune y vacunas confra la neosporosis

1.9.1 Conceptos generales sobre inmunidad



28

El procesamiento de antigenos ocurre a través de dos rutas diferentes:
1} la via exdgena: el antigeno se origina en el exterior de la célula y es
incorporado mediante endocitosis; 2) la via enddgena:. el antigeno es
sintetizado en el interior de la célula (Tizard, 1996; Carrol y col., 2001; Pauinock
y col., 2001).

Las células presentadoras de antigeno tienen en su superficie moléculas
de naturaleza proteica llamados anfigenos del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH). Este CMH constituye un conjunto de genes que
codifican para proteinas de superficie celular propias de cada individuo.
Estas profeinas del CMH han sido clasificadas como proteinas clase | o |l
(Tizard, 1996).

Los antigenos enddgenos despues de la fragmentacién se unen a
proteinas clase | del CMH. Las proteinas clase | se encuentran en la superficie
de las células nucleadas y participan en la destruccidon de células infectadas
y células tumorales (Ezekowitz y col., 2001). Los antigenos unidos a proteinas
clase | activan principalmente a las células T citotdxicas llamadas células
CD8* (Paulnock y col., 2001).

Por otro lado las proteinas clase | del CMH se encuentran en células B,
macréfagos y células dendriticas facilitando la cooperacion mediada por
células CD4*. Estas células T (CD4*) que reconocen al antigeno que se asocia
con una molécula clase Il del CMH tienen la funcion de desarrollar una
actividad cooperadora con secrecidén de linfoquinas (Carrol y col., 2001;

Paulnock y col., 2001). De esta manera, las células T se dividen en dos
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subpoblaciones unas que son CD4* CD8- llamadas células cooperadoras que
promuevan la respuesta inmunitaria, y las CD4 CD8* con actividad
citotoxica.

Las interleuquinas (IL) son mediadores solubles de naturaleza proteica y
bajo peso molecular que permitan la interaccién o regulacién de las células
involucradas en la respuesta inmune (Tizard, 1996). En general, no se unen al
antigeno ni tampoco son especificas del antigeno. Las células que las
producen y sus principales blancos se resumen en el Cuadro 2.

Aunque se han reconocido por lo menos 90 diferentes actividades
mediadas por interleuquinas, aqui sdélo se mencionardn aquellas que han
sido involucradas con aspectos inmunes en la neosporosis bovina: la IL-1 es
un factor de iniciacién esencial para la respuesta inmunitaria y para la
inflamacion, activa células Ty promueve la liberacién de otras interleuquinas.
La IL-2 induce la proliferacion de células Ty B activadas, promueve la sintesis
de inmunoglobulinas por las células B y estimula la proliferacion vy
citotoxicidad de células T y células NK (del término en inglés: natural kilter);
también induce la produccién de interferén gamma (IFN-y). La IL-12 tiene
efectos bioldgicos multiples en células T y células NK intensificando su
actividad citotdxica e induciendo la producciéon de IFN-y. Los interferones
son glucoprofeinas gue se producen en respuesta a una estimulacion
inmunitaria. Se reconocen fres clases de IFN: a, B, y producidos

principalmente por macréfagos, fibroblastos y células T, respectivamente;
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aungue el IFN-y es también producido por células NK (Tizard, 1996; Murtaugh
y col., 1996).

Para inducir una respuesta inmune éptima, ademds del antigeno y del
CMH, se requieren una firme unidn entre la célula Ty la célula presentadora.
Esta unidn requiere moléculas de adhesidn como las integrinas o CD2* y
CDS58*, y ofro conjunto de seiales derivadas de la IL-1. Por otro lado, la IL-1 es
la molécula estimuladora mds importante y es liberada por las células
presentadoras de antigeno. La respuesta de una célula T cooperadora
(CD4*) al estimulo realizado por la IL-1 y por un anfigeno, es la expresion de
receptores de IL-2. Los receptores a su vez, responderdn a la IL-2 secretada
por la misma célula, y como consecuencia inducirdn la mitosis de la célula T
cooperadora (Tizard, 1996).

Existen dos poblaciones de células T cooperadoras que se distinguen a
través de las interleuquinas que secretan en respuesta a un antigeno. Estas se
denominan células T cooperadoras 1 (Th1) (h: del término inglés helper) y
células T cooperadoras 2 (Th2). Estas subpoblaciones responden de manera
preferencial al antigeno presentado por diferentes células presentadoras de
antigeno. Las células Th2 responden de manera o6ptima al antigeno
presentado por células B, mientras que las células Thl, en contraste,
responden de manera éptima al antigeno presentado por macréfagos. Asi,
la respuesta Th1 se relaciona con la inmunidad mediada por células (IMC) y
la respuesta Th2 con la inmunidad mediada por anticuerpos (IMA). El tipo de

antigeno, su procesamiento y presentaciéon determinan la naturaleza de la
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respuesta de células T cooperadoras (Tizard, 1996; Carrol y col., 2001;
Paulnock y col., 2001).

Las células Th1 producen IL-2, IL-3, IL-12, IFN-y, linfotoxina y promueven la
proliferacién celular. Aungue no estimulan de manera especifica la
formacion de anticuerpos, la produccion de 1gG; (la IgG en los bovinos se
divide en dos isofipos IgGy e 1IgGy) estd asociada con este tipo de repuesta.
En algunas circunstancias, las células Th1 pueden ser citotdxicas y suprimir la
secrecion de anticuerpos (Tizard, 1996; Carrol y col., 2001; Paulnock y col.,
2001).

Las células Th2 secretan IL-3, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10. Las células Th2 también
estimulan la proliferacion de células B y la secrecién de inmunoglobulina
policlonal, pero no son citotdxicas. Por ofro lado, la IgGy estd asociada a la

respuesta Th2 (Tizard, 1996; Carrol y col., 2001; Paulnock y col., 2001).

1.9.2. Aspectos de la respuesta inmune observados durante la gestacion

La madre gestante adapta su metabolismo y sistema inmune
proporcionando un medio homeostdtico y nutrientes al “concepto”
(placenta, fefo y fluidos). Asimismo, la prefez estd condicionada por
mecanismos de tolerancia o rechazo. Factores ambientales externos
(infecciones o estrés) pueden desequilibrar el balance madre-concepto
ocasionando el aborfo. Los mencionados mecanismos de tolerancia (locales
y sistémicos) y los mecanismos de rechazo durante la preiez fueron

recientemente revisados (Thellin y Heinen, 2003).
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Los efectos sistémicos son logrados por dos tipos de interacciones: 1)
entre el sistema inmune y ciertas hormonas; y 2) entre antigenos fetales y
células circulantes maternas (Thelin y Heinen, 2003). Por ejemplo: la
progesterona originada en la placenta tiene efectos inmunosupresores (Siiteri
y Stites, 1982). A su vez, la hormona de crecimiento de origen placentario
modula la respuesta inmune (Thellin y col., 2000). Por ofro lado, los antigenos
fetales son capaces de inducir cierto grado de anergia en células maternas
circulantes (Thellin y Heinen, 2003).

Localmente, los antigenos del CMH clase | son reducidos a su minima
expresion en el sincicio-trofoblasto (Thellin y col., 2000}. En humanos, otros
antigenos bloquean la actividad citolitica de las células NK (Moreau y col.,
1998). El sincicio-trofoblasto produce una enzima que cataboliza el
triptéfano, aminodcido que es requerido para ia activacion de linfocitos
(Munn y col., 1998). La placenta produce una sustancia, llamada anexina 2,
la cual inhibiria la linfoproliferacion y la produccién de anticuerpos (Aarli y
Matre, 1998). La respuesta inmune Th2 favorecida por los alios niveles de
progesterona mantiene la prefiez mediante la produccidén de IL-4, IL-5, IL-6, IL-
? e IL-10 y reduccidn de la produccidon de moléculas pro-inflamatorias como
IL-12 e IFN-y, las cuales son perjudiciales para la vida fetal (Raghupathy, 1997;
Clark y col., 1999).

Uno de los mecanismos mds importantes de rechazo del feto involucra
un desbalance enfre la respuesta Th1/Th2 a favor de la respuesta Thl vy

produccién de IFN-y y ofras citocinas asociadas a este tipo de respuesta (Hill
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y col., 1995, Raghupathy, 1997). La IL-2, IL-3, y IL-12 promueven actividades
citoliticas en macréfagos y NK, activan la protrombina facilitando 1a

coagulacién y la frombosis y estimulan la produccidén de inmunoglobulinas

que activan la cascada del complemento.

Este desbalance entre Thl/ Th2 puede producirse por infeccidon o estrés.
Las infecciones que promueven una respuesta Thl alteran el sincicio-
trofoblasto. Mdas aun el IFN-y es capaz de actuar directamente sobre este

tejido induciendo abortos espontdneos (Clark y Croitoru, 2001).

1.9.3. Aspectos inmunes en las infecciones por N. caninum

La respuesta inmune generada en las infecciones parasitarias varia
segun el tipo de pardsito. Los pardsitos multicelulares que viven en el espacio
extracelular inducen una respuesta Th2 con produccion de IL-4, IL-5, IL-6, IL-9,
IL-10, IL-13, 1gG1 e IgE (Tizard, 1996). Como confraparte, los protozoos
intracelulares estimulan una respuesta inmune Thl dominada por la
produccion de IL-12, IFN-y, FNT e IgGa. Estas Ultimas citocinas activan vias que
generan radicales libres y ON los cuales son letales para dichos pardsitos
(Hunter y Reiner, 2000).

En la neosporosis bovina, se desconoce si el fipo de respuesta inmune
generada por la ingestion de ooquistes es similar a la lograda por inoculacién
de taquizoitos ya sean, inactivados (Andrianarivo y col., 1999; 2000) o vivos
(Andrianarivo y col., 2001; Innes y col., 2001a; Wiliams y col., 2003). Mds aun,

existiian diferencias entre las respuesta inmunes generadas por infeccion
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prenatal y postnatal (Wiliams y col., 2003). El conocimiento de estas
diferencias resulta de importancia para el desarrollo de las medidas de
control (McAllister, 2001; Williams y col., 2003).

Existen evidencias acerca de la variacion de antigenos existente entre
los estadios de taquizoitos o bradizoitos. Estos dos estadios pueden ser
identificados por IHQ utilizando anticuerpos dirigidos contra un antigeno
inmunodominante propio de los taquizoitos denominado NcSAG1 (Fuchs y
col., 1998), o anticuerpos contra un antigeno de los bradizoitos llamado
BAGS, el cudal fiene reaccidn cruzada con bradizoitos de T. gondii (McAllister
y col., 1996b). Asimismo, los antigenos pueden variar segun el origen de los
taquizoitos. Taquizoitos procedentes de cultivos “in vitro" tuvieron antigenos
de superficie de 40, 38 y 19 kDa; sin embargo, en taquizoitos presentes en
tejidos infectados evidenciados mediante IHQ, sélo estaba presente el
antigeno de 38 kDa (Schares y col., 1999). Asimismo anfigenos de 36-38 kDa
encontrados en la superficie de los taquizoitos no han sido detectados en 10s
bradizoitos (Fuchs y col., 1998; Schares y col., 1999). Por otro lado, antigenos
de 43 kDa asociados a proteinas de superficie con funcidén de adhesidon e
invasion, estan presentes en ambos estadios (Fuchs y col., 1998).

Diversos antigenos, tales como SAGI, SRS2, GRA2, GRA6 o GRAY, 1os
cuales han sido asociados a los grdnulos densos, micronemas y otras
proteinas de superficie de los taquizoitos, serian capaces de inducir una

respuesta inmune de proteccidn (Jenkins, 2001). Diversos clones de ADN
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pertenecientes a estos anfigenos han sido descriptos y permitirdn el

desarrollo de vacunas a sub-unidades (Jenkins, 2001).

1.9.3.1. Inmunidad mediada por anticuerpos

Las infecciones naturales y experimentales de animales logradas a partir
de taquizoitos u ooquistes de N. caninum han permitido la caracterizacion
de la IMA (Conrad y col., 1993; De Marez y col., 1999). Los niveles de IgG, e
IgG2 resultaron mayores en animales infectados que en los coniroles (De
Marez y col., 1999). Por ofro lado, la elevacion de IgM fue sélo fransitoria
regresando a los niveles de preinfeccion. Finaimenfe, no se detectaron
diferencias en las concentraciones séricas de IgA (De Marez y col., 1999). En
animales experimental y naturalmente infectados, la avidez de la IgG tiende
a incrementarse con el curso de la infeccion, permitiendo la identificacion
de animales créonica o recientemente infectados (Bjérkman y col., 1999).

Se ha postulado que el desarrollo de anticuerpos especificos
probablemente limita la parasitemia o facilita la lisis de los taquizoitos
extracelulares (Hemphill, 1999). La disponibiidad de numerosas cepas de
ratones con carencia de mecanismos inmunes especificos, Ias cuales han
sido logradas por la presencia de defectos genéticos producto de
cruzamientos dirigidos, ha permito la comprensidon de |la respuesta inmune en
la neosporosis. Ratones deficientes de células B y de anticuerpos, murieron
presentando lesiones de encefdlitis necrotizante multifocal cuando fueron

inoculados con N. caninum, sin embargo el grupo de ratones control no
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tuvieron lesiones histopatoldgicas ni manifestaron signos clinicos (Eperon y
col., 1999). En otro estudio donde se investigd el rol de las células T utilizando
ratones BALB/c, se concluyd que células CD4+ CD8 promovieron |a
produccion de anticuerpos especificos, los cuales resultaron de importancia
en la proteccion durante estadios avanzados de la enfermedad (Tanaka y
col., 2000).

Diferentes estudios realizados en ratones han descripto que luego de la
infeccion por N. caninum los anticuerpos predominantes son del isotipo 1gG2
siendo bajos o nulos los niveles de IgG (Long vy col., 1998; Eperon y col., 1999).
Se observé un aumento de mortalidad en ratones con elevada proporcion
IgGi: 1gGa, los cuales habian sido tratados con anfi-IFN-y. Asimismo, los
ratones tratados con IL-12 recombinante mostraron una disminucidon en las
lesiones causadas por N. caninum y también en la relacién de IgG : IgG2
(Baszler y col., 1999b). Estos hallazgos son coincidentes con lo informado en
bovinos experimentalmente infectados, en los cuales existid una respuesta
dependiente de células cooperadoras Thl asociada a la produccidon de
IgG2 (Williams y col., 2000). Sin embargo, similares niveles de 1gG: e 1gGa
fueron encontfrados luego del desafio experimental con taquizoitos vivos
(Andrianarivo y col., 2000). Mds aun, mayores niveles de IgG, fueron
inducidos luego de la inmunizacién con taquizoitos inactivados combinados

con un copolimero no particulado como adyuvante (Andrianarivo y col.,

2000).
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1.9.3.2. Inmunidad mediada por células

Los mecanismos dependientes de la IMC son relevantes para controlar
un parasito infracelular obligado como N. caninum, especialmente por su
habilidad para evadir la respuesta inmune (Hemphill, 1999).

La IMC qgue involucra a los linfocitos T cooperadora con la produccion
de IFN-y, IL-12 e IL-2 estd asociada con la resistencia a T. gondii (Gazzinelli y
col., 1994). Experiencias "in vifro" demostraron que el fratamiento de células
con IFN-y recombinante inhibid la multiplicacion intracelular de N. caninum
(Innes y col., 1995). Ante la estimulacion con antigeno de N. caninum lisado,
las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de bovinos
infectados proliferaron y produjeron IFN-y entre los 4 y 8 dias post inoculacion
(Lundén y col., 1998). Aunqgue el cultivo primario de células de cerebro
bovino es altamente susceptible a la infeccidn por N. caninum, la infeccién
puede ser inhibida por adicion de IFN-y y FNT (Yamane y col., 2000).

También ha sido informado que un grupo de antigenos de bajo peso
molecular de taquizoitos de N. caninum (£ 30 kDa) estimularon la
proliferacion “in vitro" de linfocitos T CD4* obtenidos a partir de terneros
experimentalmente infectados (Marks y col., 1998). En ese mismo trabagjo la
proliferacién celular fue acompaiada por incremento en la concentracién
de IFN-y (Marks y col.,, 1998). Mds aun, tratando células con el sobrenadante
de células CD4* que respondieron a antigenos de N. caninum se logro inhibir
la multiplicacion del pardsito (Hemphill y col., 2000). Cuando se infectaron

terneros por la via oral, las CMSP cultivadas “in vitro" respondieron al
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antigeno de N. caninum a los 7 dias después del desafio. Este tipo de
respuesta resulté evidente en CMSP, células de bazo y células de los ganglios
mesentéricos, inguinales, y bronquiales hasta 2,5 meses después de la
infeccion (De Marez y col, 1999). Recientemente, se ha postulado que los
mecanismos dependientes de linfocitos citotdxicos serian  posibles
candidatos para impedir la transmisién vertical en bovinos (Staska y col.,
2003).

Experimentos realizados con ratones han permitido caracterizar no sélo
la IMC sino también la dindmica de las citocinas durante las infecciones por
N. caninum. La susceptibilidad de estas especies puede ser aumentada
mediante la neutralizacién de IL-12 e IFN-y (Khan y col., 1997). La produccidn
de IL-12 y luego IFN-y, resulta un hallazgo constante luego de las infecciones
experimentales (Eperon y col., 1999). Durante otro trabgjo experimental en
ratones, el IFN-y limitd la infeccion por N. caninum (Lundén vy col., 2002}; sin
embargo la IL-12 no fue capaz de impedir el progreso de la enfermedad
(Baszler y col., 1999b). Por ofro lado, se ha establecido que la susceptibilidad
de ciertas cepas de ratones se asocia con altos niveles de IL-4 (Long y col.,
1998; Baszler y col., 1999b). Posteriores frabajos han mencionado que la
neufralizaciéon de la IL-4 no reduce la transmisidn vertical en ratones
inoculados experimentalmente. Sin embargo, la neutralizacion de la IL-4
sumado a la inoculacidén de una cepa no virulenta de N. caninum y posterior
desafio con una cepa virulenta, logré reducir la transmision vertical en

ratones (Long y Baszler, 2000). Este evento se acompandé ademds por el
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incremento en los niveles de IFN-y y disminucidn en la produccion de IgG. La
IL-10, tambien involucrada en la respuesta Th2, a sido asociada a la
deplecion de IFN-y presente en ratones susceptibles a N. caninum (Khan vy
col., 1997). Un interesante estudio que analizé el rol del IFN-y, FNT, IL-10, pB-2-
microglobulina y la sintetasa de ON, avala que el IFN-y es una citocina
relevante gque influencia el curso de la infeccion por N. caninum en ratones
(Ritter y col., 2002).

La informacidén acerca del rol de las citocinas en respuesta a las
infecciones por N. caninum en bovinos es escasa. No obstante, algunos
estudios (Williams y col., 2000; Andrianarivo y col., 1999; 2000; 2001; Trees y
col., 2002) indican que los mecanismos asociados a la respuesta Th1 con
produccién de IFN-y e 1gG; seria la adecuada para controlar la infeccidn. Es
necesario establecer si este tipo de respuesta resulta negativa durante la
prefez. La modulaciéon de las citocinas podria ser un mecanismo esfratégico
para la prevenciéon de la transmisidon vertical y el aborto.

Finalmente, resulta de interés el rol del ON, metabolito originado a partir
de nitrédgeno y producido por macrofagos activados, tiene diversas
funciones entre las cuales se mencionan la inmunosupresion y la destruccion
de pardsitos intracelulares (Tizard, 1996; Ezekowitz y col., 2001). La adicidn de
un inhibidor del ON a células del bazo de ratones infectados estimuld la
respuesta IMC especifica e inespecifica (Khan y col., 1997). En contraste,
ratones deficientes en oxido nitrico sintetasa, enzima que produce ON, son

suscepftibles a N. caninum (Tanaka y col., 2000).
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1.9.3.3. Inmunidad, gestacion e infeccion por N. caninum

Las infecciones por pardsitos Apicomplexa tienen efectos nocivos para
la prefiez (Brabin y Brabin, 1992). Sin embargo, existen dos posturas
controversiales que explican la fisiopatologia de aborto causado por
protozoos infracelulares. Primero, la prefiez favorecida por una respuesta Th2
compromete la resistencia al pardsito ocasiondndose parasitemia e
infeccion transplacentaria. Segundo, una eficiente respuesta Thl hacia el
pardsito podria comprometer la prefiez (Quinn y col., 2002). Estas hipdtesis
son ilustradas en la figura 2. No obstante, podria existir una tercera posibilidad
donde ocurran los dos eventos siendo uno consecuencia del otro. Es decir,
durante el 2° tercio de prefiez habria un ambiente favorable para el pardsito
(respuesta Th2); el cual podria reactivarse; y luego, la resultante respuesta
inmune materna (respuesta Th1) perjudicaria la unidén placenta-feto.

Los posibles mecanismos por los cuales Leishmania major o Plasmodium
falciparum causan abortos estdn sustentados en los desbalances entre la
respuesta inmune Th1 y Th2 a favor de la primera (Quinn y col., 2002). T. gondii
tiene un efecto adverso sobre la prefiez, sin embargo la infeccidon estd
relacionada al momento de la gestaciéon. Este pardsito no es transmitido
congeénitamente en mujeres y ovejas cronicamente infectadas (Roberts y
col., 2001); sin embargo, especies de roedores como Mus musculus y
Apodemus sylvaticus transmiten el protozoo en forma vertical cuando

poseen quistes fisulares {Owen y Trees, 1998). Roberts y col., (2001} proponen
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que la madre puede controlar la infeccion durante el 1° trimestre debido a
que tiene una respuesta Th1 bien establecida siendo bajos los niveles de
progesterona y la respuesta Th2. En contraste, la transmisién vertical ocurre
durante el 3° trimestre cuando los altos niveles de progesterona asociada a
la respuesta Th2 son incapaces de controlar el protozoo.

Los mecanismos inmunes generados en las infecciones por N. caninum
parecen estar involucrados en la fisiopatologia del aborto (Buxton y col.,
2002; Innes y col., 2002; Quinn y col., 2002); sin embargo muchos interrogantes
permanecen aun sin esclarecer. Es dificil distinguir los abortos ocasionados
por infecciones primarias de aquellos resultantes de la reactivacion del
pardsito en bovinos preiados cronicamente infectados (Sager y col., 2003).

Durante un brote de abortos ocasionado por N. caninum, las vacas
cronicamente infectadas resulfaron menos propensas a sufrir pérdidas
reproductivas que vacas infectadas recientemente siendo bagja la avidez de
la IgG en este Ultimo grupo (McAllister y col., 2000). En contraste, se ha
mencionado que la baja avidez de anticuerpos no necesariamente estd
asociada con una reciente infeccidn por N. caninum aunque puede ser un
indicador de riesgo de aborto. (Sager y col., 2003).

Investigando la dindmica de anticuerpos en vacas infectadas con N.
caninum a lo largo de la gestaciéon, Paré y col., {1997) describieron que
aqguellos animales con altos titulos séricos hacia el final del periodo de
gravidez parian terneros clinicamente normales pero congénitamente

infectados. Sin embargo, cuando los titulos séricos se incrementaban durante
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la mitad de la gestacidén existian altas probabilidades que se produzca el
aborto (Paré y col., 1997; Guy y col., 2001). Adicionalmente, en otros estudios
se postuld que la respuesta inmune de vacas prenadas infectadas
naturalmente es buen indicador de la parasitemia existiendo una elevacion
en la concentfracion de anticuerpos 4-5 meses antes de |la paricién (Stenlund
y col., 1999; Guy y col., 2001).

La fransmision vertical de N. caninum en ratones fue parcialmente
reducida (Long y Baszler, 1998). Un grupo de ratones infectados con una
cepa atenuada de N. caninum y tratados con anticuerpos anti-IL-4 tuvieron
una bagja tasa de transmisidn congénita al ser desafiados con N. caninum
durante la prefiez. La transmisidn vertical pudo también ser reducida con una
dosis de taquizoitos lisados aplicada antes de la infeccidn experimental
(Liddell y col., 1999). Otros estudios mostraron que la inoculacidn de
diferentes cepas de N. caninum prevenia la muerte cuando las dosis letales
eran posteriormente aplicadas en ratones no gestantes (Atkinson y col.,
1999). Sin embargo, pocos ratones fueron pretejidos cuando se usé una cepa
inactivada para prevenir la infeccion letal {Lindsay y col., 1999b). Inoculando
dosis causantes de encefdlits en ratones se evalud la proteccidn
desarrollada con diferentes preparados de inmundgenos de N. caninum
(Lundén vy col., 2002). En dicho estudio, el grupo de ratones con mayor tasa
de mortalidad y con escaso infilirado inflamatorio mononuclear en las

severas lesiones cerebrales presentaron una respuesta Th2 (Lundén y col.,

2002). Como contraparte, la vacunacién con una proteina recombinante de
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micronemas de N. caninum, la cuadl estuvo asociada a una respuesta
humoral Th2 con IgG., logré reducir la infeccion cerebral en ratones (Cannas
y col., 2003). Asimismo, se logré reducir la tasa de transmision vertical en
ratones inmunizados con vacunas recombinantes expresando la proteina
NcGRA7 (Liddell y col.,, 2003). El desarrollo de vacunas recombinantes es
promisorio en la neosporosis boving, sin embargo el éxito de esta tecnologia
ha resultado condicionado en infecciones por pardsitos Apicomplexa (Brake,
2002). No obstante, la estrategia de utilizar vacunas recombinantes
heterdlogas aumentaria la proteccidn en ofras enfermedades causadas por
coccidios (Brake, 2002).

Se ha sugerido que los estrogenos placentarios incrementados durante
la mitad de la gestacion bovina tendrian efectos negativos sobre la IMC
favoreciendo tanfo la reactivacidn de bradizoitos como asi también la
parasitemia (Stenlund y col., 1999). Como contraparte, otros autores
atribuyen un efecto inmunosupresor debido a los elevados niveles de
progesterona existentes desde los primeros meses de la gestacion hasta
semanas antes del parto {Innesy col., 2001aq).

La transmision congénita de N. caninum en ratones estd relacionada
con el momento de la gestacién en que la madre es infectada (Cole y cal,,
1995; Long y Baszler, 1996). Cuando los ratones son infectados antes de la
prenez o en la prefiez temprana, los taquizoitos de N. caninum no fueron
detectados en placenta o en ftejidos fetales (Long y Baszier, 1996). Sin

embargo, N. caninum es detectada en placenta y en el tejido muscular y
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nervioso cuando los ratones son infectados en la mitad de la gestacidn (Long
y Baszler, 1996). Estos resultados coinciden parcialmente con lo descripto por
Williams y col., (2000) en bovinos. En ese esfudio, las vacas infectadas antes
de la prefez no transmitieron la enfermedad a su descendencia. Las vacas
infectadas en el 7° mes de gestacion parieron terneros vivos congénitamente
infectados. Por Ultimo en el grupo de vacas infectadas durante el 3° mes de
gestacion, murieron 5 de 6 fetos (Williams y col., 2000).

Cuando hembras bovinas gestantes fueron infectadas con N. caninum
a los 70, 140 y 210 dias de gestacion, una solida respuesta IMC se determind
en los animales desafiados a los 70 dias (Hemphill y col., 2000). Todos los
terneros nacidos de estas vacas resultaron seronegativos y no hubo
evidencia de respuesta IMC. Sin embargo, los terneros nacidos de hembras
desafiadas alos 140 y 210 dias de gestacion fueron seropositivos y existio una
respuesta IMC positiva detectada en CMSP, células del bazo y células de
ganglios hepdaticos, mesentéricos y retro-faringeos. Estos resultados sugieren
qgue la IMC de vacas prefiadas desafiadas durante el 1° tercio de la
gestacion protegen de la infeccion fetal. Como contraparte, la infeccion
fetal tendria lugar durante el 2° y 3° tercio siendo factible el aborto y el
nacimiento de terneros congénitamente infectados, respectivamente
(Hemphill y col., 2000).

Como ya fue mencionado previamente, durante la prefiez los niveles de
IFN-y son necesariamente bajos en la interfase madre-feto porque de otra

manera pueden causar daino y aborto (Raghupathy y col 1997). La
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alteracion de este mecanismo debido a la infeccidn por N. caninum,
acompaiada por incrementos en los niveles de IFN-y ha sido postulada
como mecanismo fisiopatoldgico del aborto (Wiliams y col., 2000; Innes vy
col., 2002). Otros autores sostienen que la limitada produccion de IFN-y en
respuesta a la presencia de IL-10 secretada por las células del trofoblasto,
impedirian el control de la multiplicacién de N. caninum durante la prefiez
(Hemphill y col., 2000). Asimismo la reactivacion de los bradizoitos desde los
lugares de latencia podria deberse al descenso de los niveles de IFN-y
(Hemphill y col., 2000). Se deberian interpretar cuidadosamente los ensayos
experimentales y los eventos naturales. La inoculacidn experimental de
taquizoitos son la causa del incremento en los niveles de IFN-y. En contraste;
estos niveles de IFN-y podrian ser bajos durante un determinado momento de
la gestacion de vacas naturalmente infectadas siendo el motivo de la
parasitemia y el aborto.

La maduracion del sistema inmune fetal es ofra variable de
consideracion para comprender la patogénesis del aborto o de las
infecciones congénitas. En los bovinos, el tipo de placenta sindesmocorial
ocasiona que el feto permanezca libre de Igs maternas durante la gestacion,
situacion que se revierte cuando el neonato recibe calostro (Brambell, 1958).
Sin embargo, el feto bovino alcanza un estado de inmunocompetencia a
partir de los 90-110 dias de gestacién siendo capaz de responder al estimulo

de un antigeno (Schultz, 1973).
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Estudios realizados en fetos bovinos infectados experimentalmente con
N. caninum a los 159 y 169 dias de gestacion, evidenciaron que la IMC
determinada por pruebas de linfoproliferacion y produccion de IFN-y fue
variable entre los fetos (Andrianarivo y col., 2001). En dicho trabajo, no existid
correlacion entre la respuesta celular y la severidad de las lesiones fetales
[Andrianarivo y col., 2001). Se encontrd que la produccidén de citocinas e IFN-
y estuvo asociada a una respuesta celular tipo 1 en 4 de los 5 fetos en
estudio  (Andrianarivo 'y col, 2001). Ademds, una respuesta
predominantemente tipo 2 fue indicada por la presencia de IgG especifica
a N. caninum. Se sugirid que un desbalance entre las respuestas celulares 1y
2, a favor de la fipo 2, con produccion de IL-4, ocurrid en los fetos que
tuvieron limitada capacidad para resolver la infeccidn (Andrianarivo y col,,
2001).

Existe controversia con respecto a la funcidn de los macréfagos
placentarios, los cuales han sido involucrados en la resistencia a N. caninum
(Hemphill y col., 2000). Aunque el numero de macréfagos presentes en la
interfase materno fetal se incrementa notablemente en el 3° tercio de la
prenez (Schiafer y col., 2000}, durante dicho periodo es comun el nacimiento
de terneros congénitamente infectados (Williams y col., 2000). La placenta y
los procesos inflamatorios en la interfase materno-fetal constituyen
importantes componentes que merecen ser estudiados en las infecciones
por N. caninum. Estos procesos inmunes localizados explicarian la

fisiopatologia de la infeccidon transplacentaria {Maley y col., 2003).
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Resumiendo, luego que una hembra bovina ingiera ooquistes o sufra
una reactivacion de una infeccidén latente, los factores que influencian la
infeccion fetal serian: modo de infeccidn de la madre, momento de la
gestacién, respuesta inmune materna, respuesta inmune del feto y los
procesos inflamatorios en la interfase materno-fetal (Figura 3} (Williams y col,,

2000).

1.9.4. Perspeclivas para la vacunacién en la neosporosis bovina

Si bien las pérdidas reproductivas pueden presentarse mds de una vez
en gestaciones subsiguientes, las tasas de repeticion del aborto por
neosporosis son relativamente bajas (< 5%) (Anderson y col., 1995; Wouda vy
col., 1998). Este hecho sugiere la existencia de mecanismos inmunes contra el
aborto (McAllister y col., 2000) alentando, el desarrollo de inmundgenos que
prevengan dichas pérdidas reproductivas.

La comprensién y conocimiento de la respuesta inmune a la infeccion
por N. caninum ayudarian en el desarrollo de una vacuna contra la
enfermedad. Asimismo deberian considerarse los objetivos de la vacunacion
ya gque en la neosporosis bovina podria desearse prevenir tres eventos: 1) la
infeccion; 2) la transmision vertical; y 3) el aborto. Sin embargo, a la fecha, la
correlacion enfre la respuesta inmune, resistencia a la infeccidén, prevencién
de Ia transmision congénita y el aborto en el bovino, no han sido

completamente determinadas.
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La existencia de una vacuna viva atenuada de T. gondii (Toxovax®)
para controlar la toxoplasmosis ovina (Dubey, 1994; Buxton e Innes, 1995)
alienta el desarrollo de inmundgenos con iguales caracteristicas para la
neosporosis bovina. La vacunacion de ovejas prefiadas con Toxovax® no
protege del aborto ante el desafio con N. caninum (innes y col., 2001b).
Tampoco la vacunacion con N. caninum protege a los ratones cuando el
desafio es realizado con una cepa virulenta de T. gondii (Lindsay y col., 1998).
Por otro lado, cuando se infectaron ovejas con N. caninum durante la mitad
de la gestacion, aquel grupo de animales que habia sido desafiado antes de
la prefez tuvo un 50% de fetos vivos (Buxton y col., 1997b). Asimismo, el
aborto inducido experimentalmente con taquizoitos de N. caninum en
bovinos fue evitado inoculando dicho protozoo antes de la prefez (Innes y
col., 2001q).

Habria ventqgjas y desventajas al usar una vacuna viva o una vacuna
inactivada en la neosporosis bovina. Al utilizar una vacuna viva, el protozoo
replicaria dentro de las células ocasionando que el anfigeno parasitario sea
presentado con antigenos del CMH clase 1 quedando satfisfecha la
estimulacion de linfocitos T CD8*, los cuales son importantes en [os
mecanismos de proteccion (Kaspar y Khan, 1998). Al aplicar una vacuna
inactivada, por ejemplo taquizoitos de N. caninum se estaria estimulando el
procesamiento de un antigeno exdégeno. Por el contrario, en la enfermedad
natural se generaria el procesamiento de antigenos enddégenos por ser N.

caninum un pardsito intracelular obligado siendo de esta manera disimil la
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respuesta celular generada. Sin embargo, queda por dilucidarse si una
vacunqa, aun siendo inactivada no protege contra el aborto en rodeos
naturaimente expuestos. Mds aun, existen graves desventajas al usar una
vacuna viva existiendo posibilidad de ocasionar infeccidn crénica y
transmision vertical persistente.

La seguridad e inocuidad de una vacuna inactivada deberia
compensarse con el desarrollo de un apropiado adyuvante con adecuado
sistema  de liberacidbn que garantice una buena respuesta inmune.
Choromanski y Block (2000) han descripto que un inmundgeno inactivado
genera altos titulos de anticuerpos séricos siendo inocuo y seguro. Una
vacuna inactivada con Havlogen como adyuvante (NeoGuard®) ha sido
recientfemente aprobada por el Departamento de Agricultura de los EE.UU.
Un laboratorio privado (Intervet) describe en su boletin técnico que la
vacuna es segura para su uso en bovinos prefiados sanos. En uno de sus
ensayos, vaquillonas prefiadas vacunadas con 2 dosis a los 56 y 77 dias de
gestacion en forma subcutdnea (SC) fueron posteriormente desafiadas con
un indculo intramuscular a los 95 dias de gestaciéon. El grupo de 18 animales
sin inmunizar fuvo una tasa de abortos del 22%. Las 18 vaquillonas
inmunizadas fuvieron terneros vivos y sanos. Como contrapartida, otro
trabajo demostrd que aquel inmundgeno no previene la transmision vertical
de N. caninum en bovinos (L. Purtle y col., citado por Innes y col., 2002).
Recientemente, los efectos de la vacunacién fueron evaluados en novillos

engordados en corrales. Después de la vacunacién existid un aumento
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tfransitorio del consumo y ganancia diaria de peso en el grupo tratado.
Asimismo, no hubo diferencia en el rendimiento, peso vivo o peso y calidad
de lares (Barling y col., 2003).

Los niveles inmunitarios alcanzados por la vacunacion podrian
comprometer la interfase materno fetal. El rol perjudicial del sistema inmune
guedd parcialmente demostrado en un estudio donde ratones
experimentalmente inoculados presentaron una alta tasa de abortos,
aungue N. caninum no fue observada en los tejidos fetales (Long y Baszler,
1996). Altos niveles de IFN-y fueron inducidos por la vacunacion con
taquizoitos inactivados y 2 de 7 vaquillonas perdieron la prefez antes del
desafio experimental; sin embargo dichas péerdidas reproductivas no fueron
asociadas al inmundégeno (Andrianarivo y col., 2000). En aquel estudio, los
animales fueron vacunados a los 35 y 63 dias de gestacion cuando la
respuesta Th2 estd alin debilitada. Ante esta circunstancia, podria resultar
apropiado inmunizar los animales cuando la respuesta Th2 se encuentra
solidamente constituida. Por ofro lado, la mayoria de los abortos por N.
caninum en casos de campo ocurren durante el segundo tercio de la
gestacion siendo este un periodo critico y de aparente susceptibilidad
(Dubey, 1999a). Durante este periodo los animales seronegativos
nafuralmente expuestos tuvieron mayor riesgo de aborto que aquellos
animales seropositivos (McAllister y col.,, 2000). La estimulacién inmune

durante el segundo tercio de la gestacién en animales seronegativos podria
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ser una medida de prevencion a los fines de evitar brotes de abortos en

animales sin previa exposicion al protozoo.

Es necesario comprender los mecanismos inmunoldgicos capaces de
controlar la infeccién por N. caninum sin comprometer el normal transcurso
de la prenez. Estudios no solo experimentales (Innes y col., 2001b) sino
también de campo (McAllister y col.,, 2000) avalan la presencia de
mecanismos inmunes que protegen confra el aborto en animales
cronicamente infectados. Mds aun y como ya fue mencionado en esta
recopilacion, se ha observado que Ia repeticion de abortos es un raro evento
(Anderson y col., 1995, Wouda y col., 1998). Si bien se ha logrado inducir el
aborto cuando la inoculacidn experimental se realizd en vacas libres de
infeccidon (Williams y col., 2000; Innes y col., 2001q), dicho evento no fue
observado cuando el desafio se realizd a las 10 semanas de gestacion en
vacas naturaimente infectadas (Wiliams y col, 2003). Un inmundgeno
inactivado capaz de inducir una respuesta inmune comparable a la
observada en animales cronicamente infectados podria resultar de interés
para evitar el aborto sin tener los riesgos de Ias vacunds vivas.

Sobre la base de los antecedentes previamente expresados se propone

la siguiente hipdtesis y objetivos:

HIPOTESIS

“La respuesta inmune celular y humoral generada por la inoculacidn de

taquizoitos inactivados de N. caninum en vaquillonas durante el 2° tercio de
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la gestacion es similar a la observada en vaquillonas naturalmente

infectadas”.

OBJETIVOS
1) Desarrollar un inmundgeno de N. caninum;
2) Comparar la IMC e IMA entre bovinos inoculados con
taquizoitos de N. caninum inactivados y bovinos cronicamente

infectados.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Origen de los animales

Se utilizaron vaquillonas virgenes de un rodeo lechero de raza Holando
Argentino, libre de brucelosis y tuberculosis, del INTA Balcarce. El promedio
de produccion anual de leche en dicho rodeo oscila entre 15 a 17 litros por
animal. El servicio se realiza con toros aptos y de sanidad probada en los
meses de abri-mayo-junio y septiembre-octubre-noviembre. Los intervalos
parto-concepcion y parto-parto son adecuados (promedio: 65 y 360 dias,
respectivamente) sin embargo, la tasa de abortos anual es 6-10%.

Estudios previos e informacion epidemiolégica disponible permiten
establecer que la neosporosis s& comporta en el rodeo como una entidad
endémica desde el ano 2000. La prevalencia actual del hato discriminando
enfre vacas adultas, vaquillonas y terneras es del 24, 14 y 20%,
respectivamente. Asimismo, se han identificado abortos esporadicos
causadas por N. caninum mediante pruebas seroldgicas y tecnicas

histopatoldgicas aplicadas en fluidos y tejidos de fefos abortados.

2.2. Animales y diseno experimental

Un grupo de 26 vaguillonas nacidas enfre septiembre del 2000 vy
septiembre 2001 fueron monitoreadas serologicamente mediante |Fl cada 30
dias durante 12 meses previos al servicio determindndose que é de ellas eran

seropositivos con titulos > a 1:200 (Reichel y Drake, 1996). De igual forma, se
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investigd la serologia materna resultando seropositivas sélo las madres de las
6 vaquillonas mencionadas anteriormente.

Un mes preservicio, las vaquillonas fueron inmunizadas con una vacuna
inactivada (Poligen base, BIOGENESIS®, Argentina) de herpesvirus bovino tipo
1 (HVB-1) y vDVB tipos 1 y 2 aplicada en 2 dosis con intervalo de 21 dias en
forma SC. Todas las vaquillonas resultaron seronegativas a T. gondii mediante
la técnica de microaglutinacion (Desmonts y Remington, 1980).

Considerando pardmetros reproductivos para ganado lechero las 26
vaquillonas fueron sometidas a examen clinico, ginecologico y pelvimetria
(Campero y col., 1995). Veintiuna de las 26 vaquillonas resultaron aptas para
servicio. Finalmente, las vaquillonas fueron sincronizadas mediante ung
prostaglandina sintética (cloprostenol; Estrumate, COOPERS®, Alemania)
aplicada en 2 dosis de 2ml por via IM y 11 dias de intervalo. inmediatamente
luego de la 2° dosis de prostaglandina se realizé el servicio a corral durante 7
dias con 6 toros de raza Hereford reproductivamente aptos y libres de
brucelosis, fuberculosis y enfermedades venéreas. Las vaquillonas y toros
fueron alojados en 3 corrales formando grupos de 7 hembras y 2 machos
cada uno.

Los animales permanecieron alojados en dichos corrales recibiendo
agua a voluntad y una racién compuesta por silo de plata entera de matz,
pellets de girasol, urea y nicleo vitaminico mineral a razén de 11,4 kgs de

materia seca administrados una vez por dia.
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A los 45 dias de iniciado el servicio a corral, se evidencié mediante
ecografia que 9 animales estaban prefados. Tres de las 9 vaquillonas eran
seropositivas por IFl (Cuadro 3). Asi, se formaron tres grupos experimentales:

Grupo 1: 3 animales infectados naturalmente (seropositivas por IFl e hijas
de madres seropositivas);

Grupo 2: 4 animales inoculados con taquizoitos inactivados de N.
caninum;

Grupo 3: 2 animales controles inoculados con un lisado de monocitos
bovinos (MB).

El periodo de estudio se extendid desde la semana 13° a la 25° de
gestacion aproximadamente. La viabilidad fetal fue comprobada mediante
ecografia y palpacidn transrectal cada 30 dias hasta finalizar el ensayo.

Asimismo, al finalizar la gestacion se registrd el nacimiento de 1os mismos.

2.3. Cepa de N. caninum e inmundégeno

Para elaborar el inmundgeno se utilizd una cepa patébgena de N.
caninum (NC-1) (Dubey y col., 1988) gentiimente cedida por la Dra. Cecilia
Venturini, Laboratorio de Inmunoparasitologia, Facultad de Ciencias
Veterinarias, UNLP.

Los taquizoitos de N. caninum se multiplicaron en cultivos celulares (MB)
mantenidas en atmdsfera con 5% de CO2 y medio RPMI-1640 (SIGMA; St.
Louis, EE.UU.) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), N-2-

hidroxietilpiperazina-N "2 sulfonato de etanol (HEPES), L-glutamina (10ug/ml),
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penicilina-estreptomicina (10pug/ml) y anfotericina B (20ug/ml). A partir de la
inoculacién con taquizoitos, la monocapa de células se mantuvo en medio
suplementado conteniendo 2% de SFB. Veinticuatro a 48 horas antes de
efectuarse la cosecha de taquizoitos, el medio de cultivo fue descartado
cambidndose por medio sin suero. Los taquizoitos fueron cosechados
durante su fase intracelular cuando un 80% de células de la monocapa
estuvieron infectadas. El medio de cultivo fue descartado y una solucién
salina tampdn estéril (SSTE) fue agregada (Apéndice 1). Las células fueron
desprendidas mediante el uso de un raspador estéril. La suspensidon de
celulas confeniendo el antigeno fue recolectada en tubos para centrifuga
efectudndose un lavado en SSTE (Andrianarivo y col., 1999).

El material recolectado fue pasado estérimente a través de jeringas y
agujas de 21 a 27 G de didmetro para liberar los taquizoitos infracelulares.
Este material fue centrifugado a 2000g durante 10 minutos elimindndose el
sobrenadante  (SBN) y resuspendiéndose nuevamente en  SSTE.
Posteriormente, el anfigeno fue parcialmente purificado de restos celulares
utilizando filtros estériles de 5 um de porosidad (Millipore, MILLEX®; Bedford,
MA 01730, EE.UU.). La purificacién fue parcial debido a que los taquizoitos no
fueron totalmente separados de los restos y proteinas con tamanio menor a $
um pertenecientes a MB. Finalmente, se ajustd una concentracién de 1.35 x

108 protozoos/ml de inmundégeno mediante el recuento en cdmara de

Neubauer.
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Los taquizoitos fueron inactivados utilizando bromoetilenamina binaria
(BEI) (SIGMA; St. Louis, EE.UU.) a una concentracion final de 0,01M por un
periodo de 96 hs a 4° C seguido por neutralizacidén con 1M de tiosulfato de
sodio. El BEl ha sido existosamente utilizado para inactivar taquizoitos de N.
caninum (Andrianarivo y col. 1999) y su mecanismo de accidn seria, al igual
que en los virus, un efecto negativo sobre los Gcidos nucleicos y preservacion
la forma de las proteinas antigénicas (Bahnemann, 1990). En este trabagjo, la
inactivacion de la suspension de faquizoitos fue comprobada mediante la
inoculacién del material inactivado en cultivos celulares, los cuales fueron
controlados durante un mes sin observarse infeccidon o proliferacion
parasitaria.

Utilizando una alicuota de la suspensidn inactivada de taquizoitos (y
también del lisado de MB, el cual se prepard e inactivé en forma similar) se
determind la concentraciéon protéica del antigeno mediante un kit comercial
(Micro BCA® Protein Assay, PIERCE; EE.UU.) (Apéndice 2). La concentracion
de la suspension inactivada de taquizoitos y del lisado de MB fue 30mg/mly

23mg/ml, respectivamente.

2.4. Adyuvante

El adyuvante oleoso de INTA formulado con 13% de Arlacel C, 85% de
Marcol 52 y 2% de Tween 80 fue utilizado en la preparacion del inmundgeno
constituyendo el 70% de la preparaciéon final. Dicha emulsidn fue utilizada

para obtener una importante produccién de anticuerpos contra el antigeno
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de interés (Allison y Byars, 1986). Asi, cada dosis de inmunégeno quedd
constituido por 1,5 ml de la suspensidn acuosa con taquizoitos inactivados y
3,5 mi de adyuvante, los cuales fueron posteriormente homogeneizados por
agitaciéon credndose una emulsion estable. El lisado de monocitos bovinos no

infectados para el grupo control negativo fue preparado similarmente.

2.5. Inmunomodulador

Se utilizé un inmunoestimulante inespecifico formado por lipo-
polisacdridos (LPS) y fracciones ribosomales de cepas no patogénicas de
Escherichia coli (Ribozim RN-205, NEOMAR®, Argentina). Los LPS aumentan la
expresion de antigenos del CMH clase | y Il sobre la superficie de células
presentadoras de antigeno (Otsuka y col., 1991) ocasionando una eficiente

respuesta inmune a determinados antigenos (Romera y col., 1999; Zamorano

y col., 2002).

2.6. Dosis y metodologia de aplicacién

Los grupos experimentales 2 y 3 fueron inoculados con taquizoftos
inactivados de N. caninum y un lisado de MB respectivamente, en tres dosis
de 5 ml por via SC en la tabla del cuello alternando los sitios de aplicacién (1°
dosis en la zona cervical alta, lado izquierdo; 2° dosis en la zona cervical alta,
lado derecho; 3° dosis en la zona cervical bagja, lado izquierdo) las cuales se

aplicaron a las 13° 15° y 17° semanas de gestacidn aproximadamente

(Figura 4).
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La respuesta granulomatosa causada por la inyeccidn del inmundgeno
o el lisado de MB fue observada y palpada a las 2 semanas post-inoculacién
clasificGndose arbitrariamente como leve (hasta 2,5 cm de didmetro),
moderada (enfre 2,5y 5 cm de didmetro) y severa {(>5 cm de didmetro).

Los animales de los grupos experimentales 2 y 3 fueron ademads
inoculados con el inmunomodulador por via IM en la zona glitea a la dosis

de 3 mi siguiendo las recomendaciones del laboratorio elaborador.

2.7. Muestreos
2.7.1. Obtencién de muestras para serologia, prueba de linfoproliferacién y
produccién de IFN-y

Se obtuvieron muestras de sangre con y sin anticoagulante mediante
puncion yugular a intervalos regulares de 2 semanas durante el 2° tercio de
la gestacidn. Los muestreos se realizaron a las 13° (tiempo 0); 15° (tiempo 1);
17° {tiempo 2}; 19° {tiempo 3); 21° ({tiempo 4); 23° (tiempo 5) y 25° (tiempo 6}
semanas de gestacion, aproximadamente (Figura 4).

Las muestras de sangre para serologia se recolectaron en tubos de
vidrio sin anticoagulante para posterior realizacion de pruebas de IFl (Dubey
y col., 1988) y ELISA indirecto para determinacion de isotipos de Ig {IgG e
IgG2) (Williamsy col., 1997, Andrianarivo y col., 2000).

Para la redlizacion de la prueba de linfoproliferacién y produccién de
IFN-y se obtuvieron muestras de sangre entera con heparina estéril

(PARSONS®, Argentina). El anticoagulante se diluyd en SSTE (1.5) utilizGndose
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10ul de heparina diluida por cada ml de sangre. Debido a que los animales
se encontraban localizados aproximadamente a 400 kildmetros de distancia
del lugar donde se realizé el cultivo de linfocitos {Centro de Investigacion en
Ciencias Veterinarias, INTA, Castelar), el tiempo transcurrido entre la
extraccion de las muestras de sangre y el inicio de los mismos fue 8 horas

aproximadamente.

2.7.2. Obtenciéon de muestras de suero de los ferneros nacidos de las
vaquillonas involucradas en el ensayo

A los fines de obtener suero para redlizar la prueba de IFl se
recolectaron muestras de sangre de los terneros nacidos. Dichos muestreos,
realizados una vez por mes, se iniciaron después de que los terneros tomaron

calostro y se prolongaron hasta los 6 meses de edad.

2.8. Evaluacién de la respuesta humoral
2.8.1. Obtencion del antigeno de N. caninum para las pruebas de IFl y ELISA
indirecto anti-isotipos

El cultivo y cosecha de taquizoitos para preparar el antigeno para |Fl
fueron realizados en forma similar a la obtencién del inmundgeno (ver 2.3.).
Sin embargo, luego de la cosecha se redlizd el recuento de protozoos
mediante cdmara de Neubauer llevdndose a la concentracidon de 107
taquizoitos/ml. Luego, se depositd 5ul de la suspensidn con taquizoitos sobre

los orificios de los portaobjetos (con 15 orificios de 3 mm de diGmetro cada
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uno) para inmunofluorescencia (ICN®; EE.UU.). Se recolectd la gota
antigénica y se dejd una pelicula humeda para facilitar el secado a
temperatura ambiente (TA). El anfigeno fue fijado sumergiendo los
portaobjetos en metanol durante 1 minuto y almacenado a -20° C hasta su
utilizacion (Dubey y col., 1988).

El antigeno para la prueba de ELISA se obfuvo a partir de taquizoitos
cultivados en células VERO (células renales de mono verde africano)
crecidas en aerobiosis a 37° C en Minimun Essential Medium (MEM, Gibco
BRL, EE.UU.), suplementado con 10% de SFB, L-glutamina (10ul/ml), penicilina-
estreptomicina (10ul/ml) y anfotericina B (20ul/ml). A partir de la inoculacidn
con taquizoitos, la monocapa de células se mantuvo con MEM
suplementado con 3% de SFB. Después de 72 hs. post-inoculacion se
reemplazé por medio sin suero. La cosecha fue redlizada cuando hubo un
50% de lisis en la monocapa celular. La purificacién parcial del antigeno se

logré como fue mencionado para el inmundgeno (ver 2.3.).

2.8.2. Prueba de IFi

Los sueros problema fueron diluidos en SSTE (pH 7,2) suplementada con
1% de albumina sérica bovina (ASB) (Sigma, A3059) (Apéndice 3). Se
efectuaron diluciones séricas al doble hasta titulo final comenzando con
1:25. Luego las muestras fueron expuestas al anfigeno e incubadas en
cdmara humeda durante 40 minutos. Posteriormente, los portaobjetos se

lavaron con SSTE (pH 9.2) (Apéndice 4) en agitador magnético durante 10
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minutos. Posteriormente, se agregd un conjugado de inmunoglobulina de
conejo anti-lgG -IgG2 bovina marcado con fluoresceina (SIGMA; St. Louis,
EE.UU.), se incubd por 40 minutos y se efectud un Ultimo lavado con SSTE (pH
9.2). Los portaobjetos fueron montados en glicerol y examinados en un
microscopio de epifluorescencia (Nikon Fluophot, 40 X 1,3) (Dubey y col,

1988). En fodos los casos se utilizaron controles positivos y negativos (VMRD,

Inc.; Pullman, EE.UU.).

2.8.3. Prueba de ELISA

Se utilizé una técnica de ELISA indirecta para la determinacidon de
isotipos de IgG (Wiliams y col, 1997, Andrianarivo y col., 2000) con
modificaciones: se qjustd una concentracidn de 107 protozoos/ml y luego, 50
Ml de SSTE conteniendo 5 x 105 taquizoitos fueron depositados en cada pocillo
de placas Immulon 18 (DYNATECH, EE.UU.). Los pocillos Al, Bl, fueron
controles blancos sin antigeno. Los pocillos C1 a H1 fueron sensibilizados con
una solucion conteniendo fragmentos de células VERO libres de infeccidn
obtenidos segun descripcidon previa (2.3.). Las placas se incubaron a 4° C
durante foda ia noche. Posteriormente se agregaron a cada pocillo 50 pl de
una SSTE con 4% de formol incubdndose las placas durante 10 minutos a TA.
Se lavd con SSTE adicionada con 0,05% de Tween 20 (SSTE/Tween) y se
agregd a cada pocillo 100 yl de SSTE/Tween conteniendo 1% de suero

normal de conejo (SNCo). Luego las placas fueron mantenidas a -20° C

hasta su uso.
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Para la prueba, las placas fueron descongeladas, lavadas y bloqueadas
por 1 h. con SSTE/Tween conteniendo 5% de SNCo. Los sueros fueron diluidos
en SSTE/Tween a fitulos dobles desde 1:25 hasta titulo final. Los sueros diluidos
fueron agregados en alicuotas de 100 pl utilizando un Unico pocillo para
cada dilucién. Las placas se incubaron durante 2 hs. a 22° C y luego fueron
lavadas nuevamente con SSTE/Tween. Posteriormente a cada muestra
problema se adicionaron 100 pl de un anticuerpo monoclonal (Ac-Mo) anti-
IgGi 0 1gG2 bovina (SEROTEC®; Oxford, Inglaterra) segin el caso. Las placas
se incubaron durante Th. a 22° C y se lavaron nuevamente con SSTE/Tween.
Luego se agregaron 100 pl de un anticuerpo de cabra anti-ratén conjugado
con peroxidasa (SIGMA; St. Louis, EE.UU.) incubdndose por 1h. a 22° C. Se
realizd el Ultimo lavado con SSTE/Tween y se reveld la unién de antigeno-
anficuerpo utilizando 2,2'-azino-bis  (3-etilbenzotiazolin  sulfonato) (ABTS)
(SIGMA; St. Louis, EE.UU.) diluido en solucidn de citrato {pH 5) con H2O2 como
substrato (Apéndice 5). Las densidades opticas (DO) obtenidas se registraron
utilizando un lector de ELISA (LABSYSTEMS MULTISKAN®, Plus; Finlandia) a 405
nm.

El titulo serolégico final de cada suero problema fue establecido
considerando aquella DO gue estuviese en el rango del promedio de los
sueros confroles negativos mds 3 desvios estdndar. El titulo seroldgico final de
cada suero para 1gGy e 1gG; fue transformado al logio de la inversa de la
dilucién. La relacion entre IgG; : 1gG2 fue expresada como un indice entre el

logio para IgGi/logio para IgG2 (Romera y col., 2001).
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2.9. Evaluacion de la inmunidad mediada por células
2.9.1. Preparacién del antigeno para las pruebas de linfoproliferaciéon y
deferminacién de IFN

Se produjeron 1 x 107 taquizoitos en MB, los cuales fueron lavados en
SSTE, parcialmente purificados mediante filfrado y concentrados por
centrifugacion como se menciond anteriormente (ver 2.3.). Los protozoos se
suspendieron luego en 2mi de H2O bidestilada; la suspension obtenida fue
congelada y descongelada en fres oportunidades para lograr Ia
fragmentacion y ruptura de los taquizoitos. Ademds, esta solucion fue
sonicada durante 6 ciclos de 30 segundos cada uno a 4° C (Sonicador
Modelo W-375; Heat Systems-Ultrasonics, INC, EE.UU.). A los fines de
determinar la ruptura completa de los taquizoitos, dicha suspension fue
examinada al microscopio 6ptico a objetivos de 10x y 45x. H lisado fue
clarificado centrifugando a 10000g por 30 minutos. Se obtuvo la fraccidn
soluble en agua (FSA) y se determind la concentracion protéica utilizando la
metodologia anteriormente mencionada (ver 2.3.). El antigeno fue
almacenado en alicuotas de 50 pl a -80° C hasta su uso (Innes y col., 1995).
Similarmente se prepard una FSA a partir de cultivos de MB, la cual se utilizd

como confrol negativo en las pruebas de linfoproliferaciéon y determinacion

de IFN-y.
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2.9.2. Prueba de linfoproliferacion

Se utilizd la técnica descripta por Williams y col., {2000) con menores
modificaciones. Las muestras de sangre entera de los animales infectados
naturalmente, inoculados con taquizoitos inactivados y controles se
recolectaron en jeringas de 20ml con heparina estéril para luego volcarse en
tubos de centrifuga de 50ml. Se centrifugaron a 1000g durante 20 minutos a
4° C, se recolectd la capa de leucocitos los cuales fueron resuspendidos en 3
ml de SSTE. La resuspension se colocd sobre 4 ml de un gradiente de
separacion comercial (densidad 1,077 g/mi) (Linfoprep®, NYCOMED PHARMA
AS; Oslo, Noruega) en tubos cénicos de 15 ml. Luego se centrifugo a 2100g
duranfe 30 minutos a 20° C. Se recolectd la banda de leucocitos y se
resuspendid en medio RPMI con 5% de SFB. Asi, se realizaron 3 lavados,
centrifugando a 1000g durante 10 minutos a 4° C. Finalmente las CMSP
fueron resuspendidas en 1Iml de RPMI conteniendo 10% de SFB vy
suplementado con L-glutamina, HEPES, 2-mercaptoetanol, piruvato vy
penicilina-estreptomicina. Las CMSP se colorearon con una solucion de azul
tripan al 5% en SSTE y se contaron en cdmara de Neubauer. Luego se
realizaron las diluciones correspondientes para ajustar una concentracidon de
2.5 x 105 células/100ul/pocillo. Los leucocitos se cultivaron en placas
(Nunclon®, EE.UU.) de 96 pocillos formdndose 4 grupos: a) no estimuladas, b)
estimuladas con mitégeno Concavalina A (SIGMA; St. Louis, EE.UU.), ¢)

estimuladas con lisado de taquizoitos de N. caninum, d) lisado de MB. Se
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utilizaron tres pocillos para cada uno de estos grupos y para cada animal.
Las placas se incubaron por 5 dias en estufa a 37° C y 5% de COa2. Luego de 5
dias de incubacion se adicionaron 20 pl de timidina [H3] por pocillo. Las
placas se incubaron por 18 hs. para luego cosechar (Cosechador, Skatron,
UK) vy leer en contador de centelleo (LKB, Wallac, 1219 Rackbeta). Los
resultados se obtuvieron como cuentas por minuto (c. p. m.) considerando el
promedio de los tres pocillos asignado a cada grupo (no estimuladas,
estimuladas con Concavdlina A, con lisado de taquizoitos de N. caninum, o
lisado de MB). Finalmente, los resultados se expresaron como indice de
estimulacion (IE: promedio de las ¢. p. m. del cultivo de leucocitos estimulado
con lisado de taquizoitos de N. caninum/promedio de las c. p. m. del cultivo
de leucocitos estimulado con lisado de MB).

Similarmente se extrajeron y cultivaron CMSP para medir la produccion
de IFN-y en el SBN. Se qjustd la concentracidon de células (1,5 x 106
células/100ul/pocillo) y se utiizd placas fondo en U (Nunclon®, EE.UU.).
Ademds, 100yl de SBN fueron descartados transcurridas 24 horas
agregdndose medio de cullivo fresco. Las placas se incubaron durante 4
dias mds, y luego cada SBN se recolectd y congeld para posterior

determinaciéon de la produccidén de IFN-y por ELISA (Williams y col., 2000).

2.9.3. Prueba de ELISA para la determinacion de IFN-y
Se utilizaron placas Immulon 18 (DYNATECH, EE.UU.) sensibilizadas

durante 12 hs. con un Ac-Mo anti-IFN-y bovino (gentilmente cedido por la
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Dra. Patricia Zamorano, Instituto de Virologia, INTA, Castelar), el cual fue
utilizado a la dilucion de 1:2500. Las placas fueron posteriormente lavadas 5
veces con SSTE. Se redlizd el "blogueo” con 120 uyl de RPMI-1640
suplementado con 10% de SFB durante 2 hs. a TA. Luego se adicionaron 100
ul del SBN de los cultivos a probar utilizdndose un pocillo por determinacién.
Después de ser incubadas durante 4 hs. a TA y 12 hs. mds a 4° C, las placas
fueron lavadas 6 y 4 veces con HO destlada vy SSTE/Tween,
respectivamente. Se agregd 100 pl por pocillo de un anticuerpo de conejo
anti-IFN-y bovino diluido (1:200} (producido por la Dra. Patricia Zamorano) en
ASB al 1%. Luego las placas se incubaron durante 1 h. a TA. Las mismas fueron
lavadas 4 veces con SSTE/Tween. Entonces, se agregaron 100 pl de un
anticuerpo de cabra biotinilado anti-lgG de conejo (1:6000) (Kirkegaard Perry
Laboratories, KPL 2mg; Gaithersburg, Maryland, EE.UU.) diluido en ASB al 1%.
Las placas se incubaron durante 1 h. a TA. Nuevamente se lavd 5 veces con
SSTE/Tween y se agregaron 100 pl de estreptavidina- fosfatasa alcalina
(1:1200) (Kirkegaard Perry Laboratories, KPL; Gaithersburg, Maryland, EE.UU.).
Las placas fueron incubadas durante 1 h. a TA vy los Ultimos 5 lavados fueron
redlizados con SSTE. Finalmente se agregaron 100 pl de p-nitrofenil fosfato
disédico (SIGMA; St. Louis Mo 63178; EE.UU.). Las placas se leyeron a 405 nm
transcurridos los 5, 25 y 35 minutos.

Las concentraciones de IFN-y fueron calculadas usando una curva

estdndar obtenida a partir de diluciones de IFN-y recombinante (Novartis).
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Las concentraciones de IFN-y recombinante usado para establecer la curva

estandar fueron 0,001; 0,01; 0,1; Tng/ml.

2.10. Andlisis estadistico

Las respuestas séricas, IE y produccion de IFN-y fueron andlizadas
mediante andlisis de la varianza para medidas repetidas en el tiempo
utilizando el procedimiento MIXED del SAS® (Littell y col., 1998). Los datos
fueron transformados a logio previo al andlisis estadistico. Las diferencias se

consideraron significativas para valores de P <0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. Respuesta inmune mediada por anticuerpos
3.1.1. Serologia: titulos de anticuerpos especificos anti-N. caninum

Los fitulos de anticuerpos a N. caninum a través del 2° tercio de la
gestacion fueron variables en las vaqguillonas infectadas naturalmente
observandose un aumento significativo a la 19° semana de gestacion (P
<0,05) (Figura 5). Este aumenio (promedio: 3467 * 2810) se produjo por
incrementos en el titulo de anticuerpos de los animales 27 y 116 los cuales
pasaron de 1:800 a 1:3200 y 1:6400, respectivamente (Figura é y Cuadro 4). El
titulo seroldgico permanecié estable durante la 19° semana en el animal 120,
sin embargo se incrementd en la 21° semana de gestacion (Figura 6 vy
Cuadro 4). La dindmica sérica continud estable durante las semanas 21° a
25° sin observarse diferencias significativas (P >0,05), sin embargo los titulos
sericos fueron relativamente altos en los animales 27 y 116 y bagjos en el
animal 120. (Figura 6 y Cuadro 4).

Después de la inoculacion con taquizoitos inactivados, las cuatro
vaqguillonas  seronegativas  desarrollaron  una  respuesta  especifica
demostrable por la técnica de IFl. Los titulos de anticuerpos a N. caninum a
través del 2° tercio de la gestacién fueron variables en las vaquillonas
inoculadas con taquizoitos inactivados existiendo interaccidon entre
fratamiento y tiempo (P <0,05) (Figura 5). Los fitulos serolégicos se
incrementaron paulatinamente (promedio 450 £ 252) durantfe la 2° semana

posterior a la 1° dosis de inmundgeno (15° semana de gestacion). Después
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de la 2° dosis de inmundgeno (17° semana de gestacidn), los titulos
seroldgicos siguieron en aumento (promedio 7200 + 4027) con diferencias
significativas respecto a los titulos seroldgicos alcanzados después de la 1°
dosis (P <0,0001). Aungue el nivel de anticuerpos siguid incrementandose
después de la 3° dosis (promedio 14400 + 8053) para alcanzar su mdximo
durante la semana 23° de la gestacién (promedio 16000 + 6400); los titulos
serologicos no presentaron diferencias dentro del grupo inoculado con
taquizoitos inactivados durante las semanas 17° a 25° (P >0,05). Los niveles de
antficuerpos descendieron (promedio 11200 * 3200) hacia el final del
experimento (semana 25° de la gestacion) (Figuras 5y 7).

Los titulos seroldgicos alcanzados (promedio 450 + 252) durante la 2°
semana posterior a la 1° dosis de inmundgeno (15° semana de gestacion) no
tuvieron diferencias significativas con aquellos encontrados en el grupo de
vaquillonas infectadas naturaimente. A partir de la 19° semana de gestacion,
la respuesta inmune humoral de los animales infectados naturalmente vy
aquella de los animales inoculados con taquizos tuvieron diferencias
significativas (P <0,01) siendo mds altos los titulos de anticuerpos anti-N.
caninum en el Ultimo grupo de animales. Finalmente, las vaquillonas de

grupo 3 permanecieron seronegativas a N. caninum durante todo el

experimento.

3.1.2. Isofipos de inmunoglobulinas
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En las vaquillonas infectadas naturalmente se observaron dos tipos de
respuestas séricas caracterizadas por predominio de IgG2 en los animales 27
y 120; y presencia de IgG: en el animal 116 (Cuadro 5 y Figuras 8, 9 y 10).
Aungue el indice IgG : 1gG2 fue inferior a 1 durante las semanas 13°, 19°, 21°,
23° y 25° en los animales 27 y 120, hubo similares titulos de isotipos de IgG en
las 15° y 17° semanas de la gestacion (Cuadro 5 y Figuras 8 y 10). Una
marcada respuesta humoral con presencia Unica de IgG; se encontrd en el
animal 116. Este constituyd un hallazgo constante durante todo el periodo
experimental alcanzando un indice IgG : IgG2 méximo de 5 en la semana
21° de la gestaciéon (Cuadro 5y Figura 9).

En los animales inoculados con taquizoitos inactivados existid una
respuesta humoral mixta encontréndose ambos isotipos de IgG (Figuras 11,
12, 13y 14). Los indices de I1gG : IgG2 variaron desde 1,2 a 0,9 después de las
1°, 2° y 3° dosis de inmundgeno (15°, 17° y 19° semanas de la gestacion,
respectivamente) (Cuadro 5). Sin embargo, se observd una disminucion de
dicho indice durante las semanas 21°, 23° y 25° en los animales 31, 55y 72
(Cuadro 5). En el animal 42 la produccidn de IgG; e IgG2 fue similar teniendo
un indice igual a 1 en las semanas 21°, 23° y 25° de la gestacion (Cuadro §).

Después de la inoculacion con el lisado de MB, los animales controles
negativos presentaron minimos aumentos en las DO cuando los sueros eran
depositados en hoyuelos sensibilizados con células VERO (datos no

presentados). Por ofro lado, los sueros de animales inoculados con antigeno
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de N. caninum se comportaron como los sueros de animales inoculados con

lisado de MB cuando fueron enfrentados con antigeno de células VERO.

3.2. Respuesta inmune mediada por células
3.2.1. Proliferacién de las células mononucleares de sangre periférica

Previo a la inoculacion no hubo diferencias en la respuesta de
linfoproliferacion especifica a N. caninum entre animales infectados
naturalmente y animales inoculados con taquizoitos inactivados (P >0,05).
Asimismo no hubo diferencias entre tratamientos durante el periodo
experimental (P =0,068). Sin embargo, se observaron interaccion entre
tratamiento y tiempo (P =0,01), y diferencias significativas a través del tiempo
(P =0,003) debidas a una respuesta de proliferacion especifica a N. caninum
durante la semana 19° en el grupo de animales infectados naturalmente
(Figura 15). Esta diferencia se debid a indices de estimulacidon de 4,2y 9,1 en
los animales 27 y 116, respectivamente (datos no presentados). Las variables
tratamiento y tiempo no presentaron diferencias significativas para el grupo
de animales inoculados con taquizoitos inactivados y animales controles

negativos (P >0,05) (Figura 15).

3.2.2. Produccién de IFN-y
3.2.2.1. Niveles de IFN-y en CMSP estimuladas con lisado de N. caninum
Las concentraciones de IFN-y producidas por las CMSP de vaqguillonas

infectadas naturalmente, inoculadas con taquizoitos inactivados y controles
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negativo presentaron diferencias significativas (P <0,05) siendo bajos los
niveles de IFN-y en el grupo experimental 3 (Figura 16). Sin embargo, no hubo
efecto del fratamiento a través del tiempo (P >0,05), v los niveles de IFN-y
producidos en el grupo 2 previo a la inmunizacidén no tuvieron diferencias
con aqguellos de animales infectados naturalmente (P >0,05). Esta
circunstancia se debid a la produccidn de 133,3 y 40,7 ng/ml de IFN-y en los
animales 42 y 72 durante la semana 13°, respectivamente (Figura 18).

Los niveles promedio de IFN-y producidos por las CMSP del grupo de
vaqguillonas infectadas naturaimente fueron constantes durante el periodo
experimental (P >0,05). Sin embargo, el promedio mayor de produccion de
IFN-y se observé durante la semana 21 (promedio 325 ng/ml £99,8) (Figura
16). Por ofro lado los niveles individuales de produccidén de IFN-y resultaron
variables en las vaquillonas infectadas naturalmente (Figura 17). Durante las
semanas 15°y 19° no se observd produccidén de IFN-y en las CMSP del animal
120 (Figura 17).

En el grupo de vaquillonas inoculadas con taquizoitos de N. caninum
inactivados existieron variaciones individuales en los niveles de produccidon
de [FN-y (Figura 18). Sin embargo, las 4 vaquillonas produjeron IFN-y desde la
2° dosis de inmundgeno (semana 17° de gestacion) hasta el final del ensayo
en la semana 25° de gestacion. El nivel promedio maximo de produccién de
IFN-y (567,3 ng/ml £107,5) en vaquillonas del grupo 2 se alcanzd durante la
semana 19° de la gestacién (Figura 18). La produccion de IFN-y disminuyd

paulatinamente hacia la semana 25° de la gestacién en el grupo de
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vaquillonas inoculadas con taquizoitos inactivados, sin embargo dichos
niveles no presentaron diferencias significativas a través del tiempo (P >0,05).

Se observd produccion ocasional de IFN-y ante la estimulacidon con
lisado de N. caninum en las CMSP pertenecientes al grupo de vaquillonas
control negativo durante las semanas 17°, 21° y 23° (Figura 16). El animal 6
produjo 49,5y 66,9 ng/ml de IFN-y en las semanas 17° y 23°, respectivamente.

El animal 21 produjo 14,5y 9,2 ng/ml de IFN-y en la semana 21°y 23°.

3.2.2.2. Niveles de IFN-y en CMSP estimuladas con lisado de MB

La produccion de IFN-y en CMSP estimuladas con MB no presentd
diferencias significativas entre grupos (P >0,05). Sin embargo, se observaron
diferencias a través del tiempo (P <0,05) (Figura 19). Ocasionalmente se
observaron variaciones individuales encontrandose valores de [FN-y
incrementados en animales pertenecientes a los grupos de vaquillonas

infectadas naturales e inoculadas con taquizoitos inactivados (datos no

presentados).

3.2.2.3. Niveles de IFN-y en CMSP estimuladas con Concanavalina A
La produccion de IFN-y por las CMSP estimuladas con Con A no tuvo

diferencias significativas entre los grupos experimentales o a través del

tiempo (P >0,05) (Figura 20).

3.3. Reacciones granulomatosas post-inoculacion
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Las reacciones granulomatosas post-inoculacién son presentadas en el
Cuadro 6. Aungue se observaron reacciones granulomatosas moderadas @
severas en la mayoria de los casos, las mismas fueron siempre duras y firmes

al tacto.

3.4. Viabilidad fetal al culminar el experimento.
Los fetos de todas las vaquillonas presenfaron signos de viabilidad
durante el 7° mes de gestacion. Se apreciaron reflejo podal positivo,

abundantes fluidos placentarios y buen desarrollo de cotiledones.

3.5. Nacimiento de los terneros y serologia por IFI.

Ocho de nueve terneros nacieron clinicamente sanos. Un ternero, hijo
de la vaquillona numero 31 perteneciente al grupo 2, murié por distocia. Los
titulos serologicos del resto de los terneros son presentados en la figura 21.
Mientras que los terneros nacidos de la vaquillonas naturalmente infectados
presentaron ftitulos 21:200, los terneros hijos de las vaquillonas inoculadas con
taquizoitos inactivados de N. caninum vy los terneros hijos de las vaquillonas

del grupo 3 no tuvieron anticuerpos especificos a la dilucidon sérica de 1:25.
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4. DISCUSION

Para desarrollar o evaluar un inmundgeno que prevenga la
manifestacion y/o difusidn de la neosporosis bovina es necesario mejorar el
conocimiento de la respuesta inmune a N. caninum (Dubey 2003; Williams y
col.,, 2003}). En la actudlidad existen evidencias acerca de la memoria
inmunologica desarrollada después de una exposicion natural (McAllister y
col., 2000; Wiliams y col., 2003) o experimental a N. caninum (Innes y col.,
2001a). McAllister y col. (2000) mencionaron que durante un brote de abortos
debidos a N. caninum, todas las vacas expuestas previamente al protozoo
tuvieron menor riesgo de abortar que vacas del mismo hato que sufrieron
una infeccidon postnatal reciente. Vacas inoculadas experimentalmente con
taquizoitos viables de N. caninum previo a la concepcion no transmitieron el
protozoo en forma vertical al ser posteriormente desafiadas a los 140 dias de
gestacion (Innes y col., 2001a). Recientemente, Wiliams y col., {2003)
demostraron que 5 vacas créonicamente infectadas desarrollaron
mecanismos inmunes confra el desafio experimental realizado con
taquizoitos vivos inoculados por via EV durante la 10° semana de gestacion
pariendo terneros clinicamente normales aunque congénitamente
infectados. En el presente estudio, la respuesta inmune generada por la
inoculacidén con taquizoitos de N. caninum inactivados alcanzd niveles
similares a la observada en vaquillonas ges’roni‘es infectadas naturaimente
con N. caninum. El desarrollo de un inmundégeno gue induzca un estado de

proteccion similar al descripto en animales crénicamente infectados
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(McAllister y col., 2000; Williams y col., 2003) podria resultar de interés para
prevenir el aborto en hembras gestantes expuestas a N. caninum por primera
vez.

Se ha investigado la respuesta inmune utilizando faquizoitos inactivados
de N. caninum empleando diferentes adyuvantes (Andrianarivo y col., 1999).
La formulacién combinada con un adyuvante sintéfico llamado Polygen
(copolimero no particulado) estimuld la produccion de anticuerpos y IFN-y,
los cudles resultaron similares a los ocasionados por la infeccion experimental
(Andrianarivo y col., 1999). Sin embargo, dicha preparacidn no evitd la
muerte fetal ocasionada por inoculacidn EV de taquizoitos vivos de N.
caninum en vaquillonas gestantes (Andrianarivo y col., 2000). Aunque las
vaqguillonas inoculadas con taquizoitos inactivados en el transcurso de esta
investigacidén desarrollaron titulos de anticuerpos elevados y niveles de IFN-y
similares a los observados durante el 2° tercio de la gestacidn de animales
naturalmente infecfados, la eficiencia de los probables mecanismos de
profeccion inmune generados no fueron evaluados en el presente trabagjo.

La fisiopatologia del aborto por N. caninum ha sido parcialmente
explicada, sugiriéendose que la reactivacion de pardsitos en animales
persistentemente infectados o la incapacidad para controlar al protozoo en
animales con una infeccidn reciente serian debidos a la inmunomodulacion
existente en el 2° tercio de la gestacién, la cual estd asociada a bajos niveles
de IFN-y (innes y col., 2002; Quinn y col., 2002). Sin embargo, ante una 2°

exposicion natural (McAllister y col., 2000) o experimental {Innes y col., 2001a),
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los animales previamente expuestos a N. caninum desarrollarian mecanismos
inmunes que protegen del aborto aun durante el 2° tercio de la gestacion. En
el presente trabajo se evalud la respuesta inmune en animales naturalmente
infectados y animales inoculados con taquizoitos inactivados durante un
periodo de la prenez donde normalmente existe una inmunomodulaciéon
fisioldgica con una respuesta predominantemente Th2 (Raghupathy, 1997;
Clark y col., 1999). En el presente experimento, la respuesta inmune
especifica a N. caninum en animales inoculados con taquizoitos inactivados
no sélo ocasiond titulos de anticuerpos elevados sino fambién niveles de IFN-
y similares a los observados durante el 2° tercio de la gestacion en animales
naturaimente infectados.

Los mecanismos de proteccion dependientes de la IMA han sido
parcialmente estudiados en la neosporosis. Trabajos realizados en ratones
deficientes de células B y de anficuerpos fueron susceptibles ante la
inoculaciéon con N. caninum demostrando la importancia de los anticuerpos
especificos (Eperon y col., 1999). Asimismo, la proteccion durante estadios
avanzados de la enfermedad en ratones se asocid a la funcidn de células
CD4+ CD8 que promovieron la produccién de anticuerpos (Tanaka y col.
2000). En los bovinos, el aumento del titulo de anticuerpos es un buen
indicador de la reactivacion parasitaria durante la gestacion de animales
cronicamente infectados aunque puede asociarse indistintamente al aborto
o nacimiento de terneros infectados congénitamente (Stenlund y col., 1999;

Guy y col., 2001; Williams y col., 2003). En este trabajo, dos de las vaquillonas
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naturalmente infectadas (27 y 116} manifestaron un claro aumento del titulo
de anticuerpos durante el 2° tercio de la gestaciéon (Cuadro 4 y Figura 6), lo
cual pudo estar asociado a una reactivacion parasitaria. Por otro lado, el
mantenimiento constante de los titulos seroldgicos durante la gestacion,
como fue observado en este estudio en la restante vaquiliona naturalmente
infectada (120) (Cuadro 4 y Figura 6), puede observarse en hembras
seropositivas que paren terneros seronegativos (Guy y col., 2001).

Se ha postulado que el desarrollo de anticuerpos especificos
probablemente limita la parasitemia o facilita la lisis de los taquizoitos
extracelulares (Hemphill, 1999). Mas aun, considerando la brevedad del
estado extracelular de N. caninum en los hospedadores intermediarios, se ha
sugerido que el rol de los anticuerpos tendria relevancia como mecanismo
de proteccién (Hemphill y col., 2000). El titulo de anticuerpos generado por la
inmunizacién con antigeno de N. caninum inactivado utilizando una
estrategia de inoculacién con 3 dosis a intervalos de 4 semanas y detectado
mediante [Fl resultd relativamente bajo variando de 747 a 1813 (inversa de la
dilucion) (Andrianarivo y col., 1999). Mas aun, una de las formulaciones que
ocasiond bajos titulos séricos falld ante el desafio experimental de hembras
gestantes con taquizoitos inoculados por las via EV e IM observandose
fetopatia y muerte fetal (Andrinarivo y col., 2000). En este trabajo, los niveles
de anticuerpos generados por la inmunizacion con 3 dosis a intervalos de 2
semanas fueron superiores a los observados en animales infectados

naturalimente alcanzdndose un titulo mdximo promedio de 16000 (inversa de
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la dilucidn). Como contraparte, Choromanski y Block (2000) utilizaron un plan
de vacunacién con 2 dosis a intervalo de 28 dias alcanzando titulos maximos
de anticuerpos de 1:40960 aun 28 dias después de la 2° dosis. Por otro lado es
confradictorio el hecho de que Choromanski y Block ({2000} usando
adyuvantes similares (Havlogen y Bay R-1005) a los ufilizados por Andrianarivo
y col., (1999) hayan enconfrado tales diferencias en los niveles de
anticuerpos inducidos. En la neosporosis bovina, la proteccidn asociada al

desarrollo de altos fitulos serolégicos deberd ser motivo de investigacion

futura.

Diferentes estudios readlizados en ratones han mencionado que el
desarrollo de anticuerpos asociados a una disminucidn de las lesiones
patolégicas o mortalidad causadas por la inoculacion de N. caninum son
predominantemente del isofipo IgG2 siendo bajos o nulos los niveles de IgG;
(Long y col., 1998; Baszler y col., 1999b; Eperon y col., 1999). En inoculaciones
experimentales realizadas con faquizoitos vivos de N. caninum en bovinos, la
respuesta humoral se caracterizd por elevados niveles de IgG2 (Williams y
col., 2000). Aunque la produccion "in vifro” de IgG: e IgG2 en los bovinos estd
regulada por la produccion de IL-4 e IFN-y, respectivamente (Estes y col.,
1994; 1995), se ha sugerido que la produccién de IgG2 en el bovino podria
estar regulada por otras factores distintos del IFN-y (Tuo y col., 2000}. Mas adn,
en ofro desdafio experimental con taquizoitos vivos de N. caninum, se
observaron variadas respuestas inmunes con predominio de 1gG,, predominio

de IgG2 o incluso similares niveles de IgG e IgGa, las cuales no tuvieron
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asociasion con la produccion de IFN-y (Andrianarivo y col., 2001). En las
infecciones naturales, la relacidon entre isotipos de IgG fue también variada.
Vacas que parieron terneros sin infeccion, vacas vacias, y también una vaca
que abortd, no tuvieron diferencias en los niveles de IgGy e IgGsz; sin
embargo, vacas que parieron terneros congénitamente infectados
presentaron alfos titulos de 1IgG2 (Guy y col., 2001). En el presente trabajo, 2
vaquillonas infectadas naturalmente (27 y 120), cuyos terneros resultaron
seropositivos a los 6 meses de edad, manifestaron una respuesta con
predominio de 1gG2 siendo inferiores a 1 los indices de 1gG; : IgG, para la
mayoria de las deferminaciones; sin embargo la restante vaquillona
naturalmente infectada (116), cuya progenie fue tambien seropositva, fuvo
un indice IgG; : IgG2 igual a 5 con escasa a nula produccion de I1gGa.
Asimismo, ese animal (116) manifestd una marcada elevacion de
anticuerpos circulantes en la semana 19 de la gestacidn (Figura 6). Como
contraparte, similares niveles de 1g9G e IgG; fueron asociados a un aumento
significativo en el tfitulo de anticuerpos en la vaca que abortd en la semana
17 de la gestaciéon (Guy y col., 2001).

Permanece audn por investigarse si la respuesta humoral deseada para
limitar las infecciones por N. caninum en los bovinos debe ser con predominio
de un isotipo de IgG o mixta. La inmunizacién asociada a una respuesta Th2
no previene la encefdlitis en ratones desafiados experimentalmente (Lundén
y col., 2002). Por ofro lado, se logré reducir la infeccidn cerebral en ratones

utilizando una vacuna recombinante, la cual estimulé una respuesta humoral
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Th2 con produccion de IgG, (Cannas y col., 2003). En el presente estudio y
en coincidencia con Andrianarivo y col., (2000), las vaguillonas inoculadas
con taquizoitos inactivados administrados por via SC presentaron una
respuesta mixta con tendencia a producir mas 1IgG que IgGas. Sin considerar
el efecto de los diferentes adyuvantes utilizados en ambos estudios, podria
sugerirse que la naturaleza del inmundgeno (inactivado y producido fuera
de hospedador) y la via de inoculacién (SC) utilizados en este experimento,
condicionaria parciaimente la respuesta inmune con el isotipo de IgG
acompanante. En contraste, durante una primo infeccion postnatal, la via
de infeccion natural es oral y los taquizoitos se multiplican en las células del
hospedador (Dubey y Lindsay, 1996; Anderson y col., 2000). Tales diferencias
podrian explicar los hallazgos asociados a la produccién de I1gG e IgG2 en
animales infectados naturalemente y animales inoculados con taquizoitos
inactivados. Por ofro lado, es oportuno mencionar que la respuesta inmune
generada por la inculacién de taquizoitos inactivados y caracterizada por
niveles niveles de IgG) no evitd la muerte fetal cuando las vaquillonas
prefadas fueron desafiadas durante la 13° semana de gestacidon
(Andrianarivo y col., 2000).

Los mecanismos dependientes de la IMC que involucra a los linfocitos T
con la produccién de IFN-y, IL-12 e IL-2 estdn asociados con la resistencia a
N. caninum (innes y col., 1995; Lundén y col., 1998; Marks Y col., 1998;
Yamane y col., 2000). En el presente estudio, la informacidn obtenida a partir

de la prueba de linfoproliferaciéon fue limitada. Solo se observo
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linfoproliferacion ante la estimulaciédn con antigeno de N. caninum durante
la semana 19° de gestacion en 2 de los animales naturalmente infectados.
Este hallazgo contrasta con lo informado por Guy y col. (2001), quienes
describen que la respuesta de la blastogénesis fue constante en animales
infectados naturaimente sin observarse diferencias durante la gestacion.
Aunque las CMSP de animales inoculados con taquizoitos inactivados en el
presente trabagjo no tuvieron respuesta proliferativa ante la estimulacidn con
antigeno de N. caninum, dicha respuesta fue observada en los cultivos
estimulados con concanavalina A. En ofro trabajo de investigacion donde se
analizd la respuesta de linfoproliferativa en hembras bovinas infectadas
experimentalmente se menciona un marcado descenso de los IE durante Ias
semanas 18° a 22° de la gestacion, no sélo como respuesta especifica ante
el antigeno de N. caninum sino también ante la estimulacion con un
eficiente mitdgeno como la concanavalina A (Innes y col. 2001b). Esta
circunstancia podria estar asociada a la inmunomodulacién dependiente de
los mecanismos hormonales existente durante la mitad de la gestacion (innes
y col., 2002) y explicarian parciaimente la falta de respuesta observada
durante el periodo analizado en el presente estudio (desde la 13° a 25°
semanas de gestacioén). Por otro lado, Andrianarivo y col., (1999) observaron
gue sélo uno de los cuatro adyuvantes utilizados desarrolld un IE similar al de
los animales infectados experimentalmente. Mas aun, los mismos autores
mencionaron que uno de los adyuvantes cuya composicidn era una

emulsion de aceite mineral en agua, similar al adyuvante utilizado en este
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estudio, tuvo indices de estimulacion significativamente menores que los
observados en animales experimentalmente infectados (Andrianarivo y col,,
1999).

Experimentos realizados con ratones han permitido caracterizar que la
produccion de IFN-y limita la infeccidén por N. caninum (Khan y col., 1997;
Baszler y col., 1999b; Eperon y col., 1999; Lundén y col., 2002; Ritter ycol,,
2002). También en los bovinos, los mecanismos asociados a la respuesta Thl
con produccion de IFN-y e IgG2 serian los adecuados para controlar la
infeccidon por N. caninum ({Williams y col., 2000; Andrianarivo y col., 1999;
2000; 2001; Trees y col., 2002). Niveles de produccion de IFN-y constantes han
sido informados cuando CMSP  obtenidas de animales infectados
naturalmente fueron cultivados “in vitro” (Guy y col., 2001, Wiliams y col,,
2003). Similar hallazgo fue observado en el presente estudio durante el 2°
tercio de la gestacidon en animales infectados naturaimente pese a que no
se detectd produccion de IFN-y en un animal sélo esporddicamente. Los
niveles de IFN-y producidos en hembras bovinas gestantes infectadas
naturalmente que parieron terneros libres de infeccién o congénitamente
infectados no presentaron diferencias significativas, sin embargo mayores
niveles de I[FN-y fueron observados en aquellas que parieron ferneros
seronegativos (Guy y col.,, 2001). En este estudio y en coincidencia con lo
informado por Guy y col., {2001), las vaquillonas infectadas naturalmente

cuyas crias resultaron seropositivas a los 6 meses de edad, produjeron niveles
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constantes de IFN-y, los cuales pudieron ser insuficientes para evitar la
infeccidn transplacentaria.

En este trabajo, no existieron diferencias significativas en los niveles de
produccion de IFN-y entre el grupo de animales infectados naturalmente y
los animales del grupo 2 previo a la inoculaciéon, dicha circunstancia pudo
deberse a la produccion inespecifica después de la estimulacidn con
anfigeno de N. caninum. Este hallazgo coincide con lo informado por
Andrianarivo y col., {1999}, quienes mencionaron respuestas inespecificas
dependientes de la IMC, las cuales podrian ser explicadas considerando que
el antigeno utilizado y su forma de preparacidn podria contener epitopes
compartidos con otros coccidios.

Andrianarivo y col., (1999} informaron que utilizando taquizoitos
inactivados en un adyuvante sintético (Polygen) se logrd estimular una
produccion de IFN-y similar a la encontrada en animales infectados
experimentalmente. En el presente trabagjo se logré inducir cantidades de
IFN-y similares a las obtenidas por los mencionados autores con la utilizacion
de Polygen. Asimismo, los niveles de IFN-y producidos luego de la
inmunizacion empleada en esta investigacién no presentaron diferencias
significativas con los niveles producidos por las CMSP extraidas de vaquillonas
naturaimente infectadas, los cuales estarian asociados a los mecanismos de
proteccidon contra el aborto causado por una 2° exposicion a N. caninum

(Williams y col., 2003).
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Las infecciones asociadas a una respuesta Thl pueden alterar la
homeostasis del sincicio-trofoblasto ocasionando el aborto (Raghupathy,
1997; Clark y col., 1999). M&s aun, el IFN-y es capaz de actuar directamente
a dicho nivel induciendo abortos espontdneos (Clark y Croitoru, 2001). Esta
circunstancia fue claramente observada en ratones experimentalmente
inoculados, los cuales presentaron una alta tasa de abortos, aunque N.
caninum no fue detectada en los tejidos fetales (Long y Baszler, 1996). Al
vacunar animales a los 35 y 63 dias de gestacion, 2 de 7 vaquillonas
perdieron la prefez anfes del desafio experimental y los andlisis de
laboratorio no revelaron la causa del aborto [Andrianarivo y col., 2000). En
aqguel experimento, altos niveles de IFN-y fueron inducidos por la vacunacién
con taquizoitos inactivados cuando la respuesta Th2 estd aun debilitada. Mds
aun, los altos niveles de IFN-y explicarian el aborto causado por N. caninum
durante el 1° tercio de la gestacion en los bovinos (innes y col., 2002). En el
presente trabagjo, los animales fueron inoculados con taquizoitos inactivados
durante el 2° tercio de la gestacién cuando la respuesta Th2 asociada a la
prefez esta solidamente constituida; no obstante los niveles de IFN-y
inducidos resultaron similares a los informados por Andrianarivo y col., (2000).
Por otro lado, una vacuna comercial aplicada en vaquillonas prefiadas
inmunizadas con 2 dosis a los 56 y 77 dias de gestaciéon en forma SC resultd
indbcua y redujo la tasa de abortos; sin embargo se desconocen los niveles de

IFN-y ocasionados por la vacunacién (L. Purtle y col., citado por Innes y col.,

2002).
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En el presente estudio resultd dificil caracterizar la respuesta inmune
inducida por la inoculacidn de taquizoitos inactivados en términos del
balance Th1/Th2. La presencia de IFN-y indicaria un respuesta inmune Th1l; sin
embargo los bajos niveles de IgG; y predominio de IgG estarian sugiriendo
una respuesta Th2 (Tizard, 1996; Carrol y col., 2001; Paulnock y col., 2001).
Andrinarivo y col., (2000) en coincidencia con lo encontrado en el presente
trabagjo, informaron que luego de la inmunizaciéon se indujo una respuesta
inmune caracterizada por la presencia de IFN-y e 1gG,. Ademds uno de los
animales naturalmente infectado tuvo una respuesta humoral caracterizada
por la sola presencia de IgG,, aungque también produjo altos niveles de IFN-y
(Cuadro 5, Figuras 9 y 17). Las mds diversas situaciones, entre ellas la
presencia de IFN-y e IgG; fueron encontradas luego de la inoculacion
experimental de taquizoitos vivos por Andrianarivo y col., (2001), quienes
mencionaron la complejidad de la respuesta inmune en las infecciones por
N. caninum.

En el presente trabagjo, la formulacion conteniendo taquizoitos de N.
caninum mds el adyuvante oleoso y el inmunoestimulante inespecifico con
LPS de E. coli fueron simultdneamente inoculados en las vaquillonas
previamente seronegativas. El inmunomodulador que genera la expresion de
antigenos del CMH clase | vy |l sobre la superficie de células presentadoras de
antigeno (Otsuka y col., 1991), fue utiizado con éxito contra el HVB-1 y
estimuld el desarrollo de una sdlida inmunidad mediada por células y por

anticuerpos (Romera y col., 1999; Zamorano y col., 2002). Sin embargo, los
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beneficios de la utilizacidn de Ribozim RN-205 en el presente trabajo no
fueron esclarecidos debido al bgjo nUmero de animales utilizados, lo cual
impidid formar un grupo experimental inmunizado con taquizoitos de N.
caninum formulados con adyuvante oleoso pero sin la utilizacion simultdnea
del mencionado inmunoestimulante inespecifico. Por otro lado, en este
ensayo no fue determinado si la utilizacidn del adyuvante oleoso ocasiond
altos titulos de anticuerpos y niveles de IFN-y. Sin embargo, escaso desarrollo
de anticuerpos, pobre estimulacion de la IMC y bajos niveles de IFN-y fueron
obtenidos al utilizar una vacuna formulada con un aceite mineral
metabolizable [(Montanide) (Andrianarivo y col., (1999). Los efectos
individuales o combinados del adyuvante oleoso y el Ribozim-205 en la
formulacién de vacunas contra N. caninum deberian ser motivo de futuros
trabajos experimentales.

Las reacciones post-inoculacion derivadas de la utilizacidn de antigenos
inactivados de N. caninum formulados con el mencionado adyuvante
oleoso y aplicadas en dosis de 5 ml por la via SC resultaron moderadas a
severas en las vaquillonas del presente estudio. Este hallazgo difiere de lo
informado por Andrianarivo y col., (1999), quienes ulilizando similares
volumenes en la formulacién de las dosis y la misma via de aplicacion,
mencionan la falta de reacciones adversas en el sitio de inoculacion.
Esporddicamente, leves reacciones postvacunales fueron observadas por
Choromanski y Block (2000) luego de utilizar Havlogen como adyuvante. Las

reacciones adversas resultantes del adyuvante utilizado en este experimento
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deberian ser consideradas en futuros trabajos sugiriéndose el empleo de
otros adyuvantes que no afecten la respuesta inmune y no tengan los
mencionados efectos secundarios.

Finalmente, es necesaria la comprension de los mecanismos de
proteccion en la neosporosis bovina para el desarrollo de inmundgenos que
prevengan la manifestacion de aborto, la transmision vertical y/o la
infeccién. La complejidad del ciclo parasitario, la excelente adaptaciéon del
pardsito al huésped vy las variadas formas de infeccidn posibles limitan la
correcta evaluacion de los inmundgenos de N. caninum en bovinos. En este
trabagjo de tesis, pudo observarse que los niveles de anticuerpos especificos
totales y la produccién de IFN-y en animales inoculados con taquizoitos
inactivados y animales infectados naturalmente fueron similares durante el 2°
tercio de la gestacién. Sin embargo, los mecanismos inmunes inducidos por
la inoculacion de taquizoitos inactivados podrian ser distintos de aquellos
desarrollados en infecciones naturales siendo variable el grado de

proteccioéon lograda.
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5. CONCLUSIONES

En el presente trabajo de tesis se desarrollé un inmundgeno con
taquizoitos inactivados de N. caninum que inoculados en animales
seronegativos ocasiond una respuesta inmune permitiendo comparar la IMA
e IMC desarrolladas con aquellas observadas en bovinos crénicamente
infectados.

La respuesta inmune humoral y celular generada por la inoculacion de
taquizoitos inactivados en vaquillonas Holando Argentino durante el 2° tercio
de la gestacién resultd igual o superior en términos de la generacion de
anticuerpos especificos y produccion de IFN-y a la observada en animales
similares cronicamente infectados. Sin embargo, la ausencia de una
respuesta de blastogénesis positiva y el diferente perfil de IgG ocasionados
por la inmunizacién con taquizoitos inactivados de N. caninum sugeririan que
los mecanismos inmunes desencadenados son diferentes de aguellos

observados en animales infectados naturalmente.



Cuadro 1: Antigenos de taquizoitos de N. caninum

Designacion Peso molecular (kDa) Locdlizacion
recomendada Estimado Aparente celular
SAGI 28,20 29/36b Membrana ext.
SRS2 34,1 35/43 Membrana ext.
GRA7 23,0 33 Grdanulo denso
GRA6 19.0 37 Granulo denso
NTP3/NTPasa-1 66,3 67 Granulo denso

91

a Masa molecular de la proteina basada en la secuencia de amino-

Acidos.

b Masa molecular de la proteina basada en la migracion sobre SDS-

PAGE; condiciones de no reduccidn / reduccion.

Adaptado de Howe y Sibley, 1999.
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Cuadro 2: Interleuquinas: origen y lugar de accion.

Tipo Origen: Principales blancos

IL-1- Macréfagos Células T, B

IL-1-B  Macréfagos Células T, B

IL-2 Células T, células NK Células T, B

IL-3 Células T Células hematopoyét. y madres
IL-4 Células T Células T, B, mastocitos
IL-5 Células T Células B, T

IL-6 Fibroblastos, células T Células B

IL-7 Células estromales Linfocitos inmaduros

IL-8 Macréfagos Células T, neutrdéfilos

IL-9 Células T Células T, mastocitos
IL-10 Células Th2, células B Células Th1, macréfagos
IL-11 Células estromales Células B

IL-12 Células B linfoblastoides Células T, células NK

Adaptado de Tizard, 1996
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Cuadro 3: Identificaciéon, fecha de nacimiento y serologia de las vaquillonas
y sus madres (Titulo seroldgico >1:200 por IFl). La asociacién del estado
seroldgico de las madres y sus hijas, y la presencia de anticuerpos especificos

fueron considerados como evidencia de infeccidon a N. caninum.

Vagquillonas Madres
Fecha de
Grupo IFl
Identificaciéon nacimiento Identificacion IFl
experimental (21:200)

(mes y ano)

] 27 Sep-00 Positiva 58 Positiva
| 116 Sep-01 Positiva 247 Positiva
1 120 Oct-00 Positiva 75 Positiva
2 31 Mar-01 Negativa 117 Negativa
2 472 Mar-01  Negativa 207 Negativa
2 55 Sep-00  Negativa 10 Negativa
2 72 Sep-00  Negativa ] Sin dato*
3 6 Feb-01 Negativa 108 Negativa
3 21 Mar-01  Negafiva 118 Negativa

* Animal ausente en el hato al momento de la evaluacién.
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Cuadro 4: Titulos de anticuerpos especificos anti-N. caninum (expresados
como inversa de la dilucién) durante las semanas 13° a 25° de la gestacion

en vaquillonas infectadas naturalmente y vaquillonas inoculadas con

taquizoitos inactivados.

N° de Semanas de gestacion
animal 13° 15° 17° 19° 21° 23° 25°
27 800 1600 800 3200 1600 1600 3200

Grupo 1* 116 400 400 800 6400 3200 3200 3200

120 400 800 800 800 1600 800 800

31 0 400 12800 25600 12800 12800 6400

42 0 200 6400 6400 12800 25600 12800
Grupo 2**

55 0 400 6400 12800 12800 12800 12800

72 0 800 3200 12800 12800 12800 12800

*Grupo 1: vaqguillonas infectadas naturalmente.

*Grupo 2: vaquillonas inoculadas con taquizoitos inactivados de N. caninum.
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Cuadro 5: Indice de IgG1/IgG2 durante las semanas 13° a 25° de la gestacion

en vaquillonas infectadas naturaimente y vaquillonas inoculadas con

taquizoitos inactivados.

N° de Semanas de gestacion

animal 13° 15° 17° 19° 21° 23° 25°

27 08 10 0.9 0.7 0.8 0.7 0.6
Grupo 1* 116 2,3 3.5 4,4 4,7 5,0 4,4 4,4

120 0.6 1.0 1,0 0.8 0,8 0.7 0.8

31 0 1,0 1,0 0,9 0,9 0,9 0,7

42 0 1,2 0,9 1,1 1,0 1,0 1,0
Grupo 2**

55 0 1,2 1,2 1,1 1,0 0,9 0,8

72 0 1,2 1.1 1,1 1,0 0,9 0,8

*Grupo 1: vaqguillonas infectadas naturaimente.
**Grupo 2: vaguillonas inoculadas con taquizoitos inactivados de N. caninum.
*** Indice de IgG:/IgG2 obtenido a partir de la transformacion a log.io de la

inversa de la dilucién cuya DO era mayor a aquella de los controles

negativos + 3DE.
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Cuadro 6. Reacciones granulomatosas observadas y palpadas a las 2

semanas post-inoculacion en vaquillonas de los grupos experimentales 2y 3.

Reaccién Reaccién Reaccién
N° de animal

post 1° dosis post 2° dosis post 3° dosis

31 Severa Moderada Leve
Grupo 2** 42 Severa Moderada Moderada
55 Severa Leve Severa
72 Severa Severa Severa
é Severa Moderada Severa
Grupo 3***
21 Leve Leve Moderada

**Grupo 2: vaquillonas inoculadas con taquizoitos inactivados de N. caninum.

***Grupo 3: vaquillonas inoculadas con adyuvante oleso mas lisado de MB.
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No infectado

Adaptado de McAllister, 2004

Figura 1: Ciclo de vida del pardsito
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/, Prenez viable

Respuesta Th2 Citocinas
> asociadas
a la prenez

\A La infeccién no puede
ser controlada

INMUNIDAD MATERNA

/ Prenez no viable

Citocinas
asociadas
Respuesta Thi a la infeccidon

I

Infeccidn controlada

Adatado de Quinny col., 2002

Figura 2: La respuesta inmune materna Th1 durante la prenez es capaz de
conftrolar el parasito pero puede ser negativa para la vida fetal. En cambio,
una adecuada respuesta inmune materna Th2 durante la prenez favorece la

vida fetal pero es ineficiente en el control de la infeccidn parasitaria.
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—a— |[MA-Parasitemia

(situacion "a")
—a— IMA-Parasitemia

(situacion "b")
—e —|MC

------ Inmunidad fetal

......

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Meses de gestacion

Figura 3: Esquema de la inmunidad materna y fetal durante la gestacién
bovina: En la neosporosis bovina la dindmica sérica es un buen indicador de
la parasitemia: se ilustran dos situaciones "a" y “b": la parasitemia ocurre
durante el 2° y 3° tercio de la gestacién, respectivamente. Se ilustra ademdas
la depresion de la IMC producida por el ambiente hormonal y las linfoquinas
de origen fetal. Finalmente, se muestra la maduracién del sistema inmune

fetal.
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VACUNACIONES
1° 2° 3°
dosis dosis dosis
MUESTREOS
'IO 20 30 40 50 60 70
13 15 17 19 21 23 25
Semanas de gestacion

Figura 4: Cronograma de toma de muestras y momento de la aplicacién del

inmundgeno durante la gestacidon de las vaquillonas.
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—o— Grupo 2: Vag. Vacunadas
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Titulo serolégico
(inversa de la dilucion)

—a—Grupo 3: Vaqg.Control Neg.

5000 -

1315 17 19 21 23 25
AA A
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Figura 5: Titulos de anticuerpos especificos anti-N. caninum por IFl en
vaquillonas infectadas naturalmente, vaquillonas inoculadas con taquizoitos
inactivados y vagquillonas controles durante la 13° a 25° semana de

gestacion. La 1°, 2° y 3° aplicacidén del inmundgeno son indicadas por

flechas.
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— —— —Vaquillona 116
3000

....... Vaquillona 120

2000 A

1000 -

Titulo seroldégico (inversa de la dilucién)

Semanas de gestaciéon

Figura 6. Titulos de anticuerpos especificos anti-N. caninum por IFl en
vaquillonas infectadas naturalmente durante las semanas 13° a 25° de la

gestacion.
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Figura 7: Titulos de anticuerpos especificos anti-N. caninum por IFl durante la
13° a 25° semana de gestaciéon en vaquillonas inoculadas con taquizoitos
inactivados. La 1°, 2° y 3° aplicaciéon del inmundgeno son indicadas por

flechas.
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Figura 10:
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Figura 8, 9 y 10: Dindmica sérica de IgG e IgG2 durante las 13° a 25° semanas

de gestacidon en animales infectados naturalmente.
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Figura 12:
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Figura 13:
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Figura 14:
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Figura 11,12, 13y 14: Dindmica sérica de IgG e IgG2 durante la 13° a 25°

semanas de gestacién en animales inoculados con taquizoitos inactivados.
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M Grupo 1: Vaq. infect. Natural.
8 A B Grupo 2: Vag. Vacunadas

A Grupo 3: Vaq.Confrol Neg.

Indice de estimulaciéon

Semanas de gestacion

Figura  15: Respuesta proliferativa de las CMSP de vaquillonas infectadas
naturalmente, vaquillonas inoculadas con taquizoitos inactivados vy
vaquillonas del grupo control negativo expresada como Indice de
estimulacion (promedio de las c. p. m. del cultivo de leucocitos estimulado
con lisado de taquizoitos de N. caninum/promedio de las c. p. m del cultivo
de leucocitos estimuiado con lisado de MB) durante las semanas 13° a 25° de
la gestacion. La 1°, 2° y 3° aplicacién del inmundgeno son indicadas por

flechas.
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Figura 16: Produccion de IFN-y por CMSP estimuladas con lisado de N.
caninum en vaquillonas infectadas naturalmente, vaquillonas inoculadas con
taquizoitos inactivados y vaquillonas controles durante la 13° a 25° semana
de gestacion. Los valores representan el promedio de produccion IFN-y
expresados en ng/ml £1 DE. La 1°, 2° y 3° aplicacién del inmundgeno son

indicadas por flechas.
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Figura  17: Produccién de IFN-y por CMSP estimuladas con lisado de N.
caninum en vaguillonas infectadas naturalmente durante la 13° a 25°

semana de gestacion.
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Figura  18: Produccion de IFN-y por CMSP estimuladas con lisado de N.
caninum en vaquillonas inoculadas con taquizoitos inactivados durante la
13° a 25° semana de gestacién. La 1°, 2° y 3° aplicacion del inmundgeno son

indicadas por flechas.
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Figura 19:
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Figura 20:
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Figuras 19 y 20: Produccion de IFN-y por CMSP estimuladas con lisado de
MB vy concanavalina A, respectivamente, en vaquillonas infectadas
naturalmenfe, vaquillonas inoculadas con taquizoitos inactivados de N.
caninum y vaquillonas controles durante la 13° a 25° semana de gestacion.

Los valores representan el promedio de produccion IFN-y expresados en

ng/ml 1 DE.
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Figura 1521: Titulo de anticuerpos especificos anti-N. caninum en terneros
desde el nacimiento hasta los 6 meses de edad. Los valores representan el

logaritmo en base 10 de la inversa de la dilucion.
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APENDICE 1

Solucién salina tampén (pH 7,2) 10x

NaxHPO4 + 12H0 2899
KH2PO4 29
NaCl 80 g
KCl 29

Agua bidestilada c.s. p. llitro
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APENDICE 2

Para la determinacidon de la concentracidon de proteinas se siguieron las
instfrucciones recomendadas por la empresa elaboradora (Micro BCA®
Protein Assay, PIERCE; EE.UU.). Brevemente,

1. Se mezclaron los reactivos A, By C.

2. Se adicionaron partes iguales de la mezcla de reactivos y muestras a
determinar {diluidas 1:10, 1:100, 1:1000 en SSTE) en los pocillos de una
placa de ELISA fondo plano,

3. Seincubd la placa durante 30 minutos a 37°C, y luego se dejd enfriar.

4. Seleyd la placa a 562 nm.

5. .Las concentraciones proteicas de las muestras fueron estimadas

mediante una curva obtenida a partir de las DO de diluciones seriadas

de ASB.
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APENDICE 3

Inmunofluorescencia indirecta (IFl)

Buffer para dilucion de suero (pH 7,2)

NaHPO4 1,199
NaH2PO4 0.22 g
NaCl 8,559
AlbUumina sérica bovina 10,0 g

Agua bidestilada C.s.p. 1litro
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APENDICE 4

Inmunofluorescencia indirecta (IFi)

Buffer para lavado (9,0) solucién stock 4x*

NaxCOs3 11,49
NaHCO3 33,6 g

NaCl 8549

Agua bidestilada c.s. p. llitro

*Diluir al usar 1 parte de tampdn pH 2,0 en 3 de agua bidestilada.



APENDICE 5
ELISA indirecto anti-isotipos IgG-IgG2

Solucién de acido citrico (pH 5)*
Acido citrico

Agua bidestilada

* Ajustar el pH con NaOH 1N y mantener 4° C.

ABTS solucién madre*

ABTS 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin sulfonato)

Solucidén de dcido citrico

*Almacenar a 4° C en envase oscuro

Solucion de uso
Solucidén madre de ABTS
Solucidén de acido citrico (pH & )

H202 (30 volumenes)

N
&

0,96g
C.s.p. 100 ml

0,22¢g

10ml

300ul
10ml

10

0

150



