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TiTULO

EFECTOS DE LA PROTECCION MEDIADA POR LA PRODUCCION DE

INTERFERON gamma EN CELULAS BOVINAS ESTIMULADAS POR Neospora

caninum

PALABRAS CLAVE

Neospora caninum, inmunidad, interferon vy, citoquinas

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue analizar la respuesta inmune mediada por celulas en
la infeccién por Neospora caninum a través de la utilizacion de un modelo in vitro. Se
obtuvieron células esplénicas de bovinos seroloégicamente negativos a N. caninum'y
se estimularon con taquizoitos de la cepa NC-1 de N. caninum vivos (tratamiento
Gl), inactivados con formol y calor (tratamiento GF) y con productos de su lisado
(tratamiento GS), dejando células sin estimular como controles (GC). En los
sobrenadantes de estos cultivos se determind la concentracion de interferon gamma
(IFNy) mediante una prueba de ELISA comercial (Bovigam™), resultando en todos
los casos negativos con respecto al testigo provisto por el equipo. Se obtuvieron las
celulas esplénicas, se tineron con Giemsa y se observaron para la deteccion de
cambios morfoldégicos. Las células de los grupos Gl y GS mostraron cambios

compatibles con activacion celular, mientras que en las células del tratamiento GF no



se observaron cambios. Se incubaron cultivos de monocitos bovinos (BM) con los
sobrenadantes de los diferentes tratamientos de las células esplénicas, los que se
desafiaron con taquizoitos de N. caninum. En las células BM cultivadas con los
sobrenadantes de los tratamientos Gl, GS, y GF se observaron diferencias en la
multiplicacion del parasito. Las células se tineron para determinar el porcentaje de
areas de lisis en cada tratamiento con respecto al area total, utilizando el programa
Image Pro Plus. Los resultados fueron: tratamiento Gl 3,66 %, GF 7,98 %, GS 10,70
%y GC 16,67 %. Se observaron diferencias significativas entre los grupos (x? p<
0,001). Para determinar la produccion de IFNy en las células esplénicas cultivadas,
se obtuvo el ADN especifico a partir del ARN mensajero y se realizé la prueba de
RT-PCR. Los productos amplificados provenientes de las células de los tratamientos
Gl y GS revelaron bandas de 261 pb especificas. Se concluye que el lisado de
taquizoitos de N. caninum vehiculizado con un adyuvante adecuado seria una

alternativa eficiente para la inmunoprofilaxis de la neosporosis.

TITLE
Effects of the protection by gamma interferon production in Neospora caninum-

stimulated bovine cells.

KEY WORDS

Neospora caninum, immunity, y interferon, cytokines

ABSTRACT



The aim of this work was to analyse the cellular immune response to Neospora
caninum through an in vitro model.

Bovine spleen cells from cows serologically negative to N. caninum were cultured
and stimulated with live N. caninum tachyzoites (group Gl), formalin- heat-
inactivated tachyzoites (GF), and a tachyzoite lysate (GS). Uninfected cells were
used as a negative control. An ELISA test for IFNy (Bovigam™) was performed on
supernatants from N. caninum treated cells, with negative results in all treatments
respect to the standard provided by the kit. N. caninum stimulated and control spleen
cells were stained with Giemsa and typical activation morphology was observed in
cells from Gl and GS groups, while no change were observed in group GF.
Supernatants from each N. caninum treatment were placed on monocyte bovine cells
(BM) culturesand them were inoculated with live N. caninum tachyzoites.
Supernatant from cell groups Gl, GF and GS had a protective effect on BM cells.
Lysis plaque formation was evaluated on the BM cell monolayer using Image Pro
plus software. Significative differences were observed among groups (x* p< 0.001).

The lysis plaque percentage of each treatment was: Gl 3.66%, GF 7.98%, GS
10.70% and GC 16.67%. IFNy mRNA expression in spleen cells was evaluated by
RT-PCR, revealing IFNy expression in cells from group Gl, as well as in group GS. It

is concluded that tachyzoite lysate combined with an appropriate adjuvant may

provide a valuable tool for inmunoprofilaxis of the neosporosis.



1. Introduccion

Bjerkas y col., en el aino 1984, informaron el hallazgo de un esporozoo formador de
quistes que era el causante de meningoencefalitis y miositis en cachorros
provenientes de tres camadas de una perra de raza Boxer (1). Aunque el parasito
era similar a Toxoplasma gondii, los perros no tenian anticuerpos para este parasito.
La pared de los quistes observados en el encéfalo de los cachorros era mas gruesa
que la de T. gondii y, a diferencia de éste, el protozoo no fue infectante para ratones.
Estudios ultraestructurales posteriores demostraron que el parasito era diferente a
los protozoos conocidos hasta el momento (2).

En 1988 Dubey propuso incluir al parasito en un nuevo género. Neospora, siendo
Neospora caninum la especie tipo (3). Ese mismo ano, a partir de tejidos
provenientes de cachorros con sintomas similares a los descriptos por Bjerkas,
Dubey y col. realizaron el aislamiento del parasito en cultivos celulares y
reprodujeron la enfermedad mediante la inoculacién experimental de perros con
taquizoitos del cultivo. Ademas, se desarroll6 una prueba para el diagnéstico
serolégico de la infeccion. Tanto en el cerebro de los cachorros como en el de
ratones inoculados con tejido nervioso de los mismos se encontraron quistes de
pared gruesa (4).

En 1998 McAllister y col. comprobaron que los perros eran hospedadores definitivos
de este parasito, cuando demostraron los ooquistes en materia fecal de perros
experimentalmente infectados con quistes provenientes de ratones (5). En el afo

2001, en Argentina, Basso y col. realizaron el primer hallazgo de ooquistes de N.



caninum en materia fecal de caninos infectados naturalmente, denominando a la
cepa aislada NC-6 Argentina (6).

En 1989 Thilsted y Dubey informaron el hallazgo de organismos similares a N.
caninum en tejidos de fetos bovinos abortados en Nuevo México, EE.UU., y fueron
los primeros en considerar a este parasito como causa de aborto en bovinos (7).
Posteriormente se demostré que la neosporosis era una de las principales causas de
aborto en bovinos en California (8, 9). A nivel mundial numerosos trabajos informan
sobre la prevalencia de esta parasitosis en bovinos de los diferentes paises, y su

asociacion con abortos y otras pérdidas econdémicas (10, 11, 12, 13, 14, 15).

1.1 Biologia de Neospora caninum

El ciclo biolégico de N. caninum es de tipo heteroxeno. Los hospedadores definitivos
reconocidos hasta el momento son los perros (Canis familiaris) y los coyotes (Canis
latrans) (5, 6, 16). Los bovinos son hospedadores intermediarios del parasito, en los
que puede causar abortos y otras perdidas econdémicas. También se ha asociado
esporadicamente este protozoario con enfermedades en otras especies domésticas,
como ovinos (17), cabras (18) y caballos (19), todos ellos actuando como
hospedadores intermediarios. Se encontré evidencia de infeccién natural, ademas,
en ciervos, rinocerontes, bufalos, camellos, coyotes, liebres, zorros y mapaches.
Experimentalmente se han podido infectar ratones, ratas, perros, zorros, cabras,
gatos, ovejas, coyotes, cerdos, meriones, conejos, primates no humanos y bovinos

(20, 21). N. caninum puede ser transmitido a través de la placenta en los



hospedadores, tanto definitivos como intermediarios, y |la via vertical se ha propuesto
como la principal ruta de transmision en el ganado bovino de algunos paises (21).

Se conocen tres estados del parasito: los taquizoitos, los bradizoitos y los
esporozoitos. Los taquizoitos y los bradizoitos se encuentran en los tejidos de los
hospedadores, tanto intermediarios como definitivos, mientras que los esporozoitos
se ubican dentro de los ooquistes eliminados en las heces por los hospedadores
definitivos.

N. caninum presenta la estructura tipica de los protozoos del Phylum Apicomplexa.
Los taquizoitos, con forma de gajo de naranja, miden aproximadamente 2 x 6 g y
tienen un nucleo central. Poseen un complejo apical formado por microtubulos
subpeliculares, conoide, anillos polares anteriores y posteriores, 6 a 16 roptrias con
contenido electro-denso, y numerosos micronemas. Otras organelas son: una
mitocondria tubular, el complejo de Golgi, ribosomas y reticulo endoplasmico.
Pueden infectar un amplio rango de células, incluyendo células neurales,
endoteliales, miocitos, hepatocitos, células renales, macréfagos alveolares y células
del trofoblasto, dentro de las cuales se dividen rapidamente (9, 22, 23).

Los bradizoitos son similares a los taquizoitos y miden aproximadamente 6,5 x 1,5
u, tienen un nucleo terminal y contienen granulos de amilopectina PAS positivos
(23). Los quistes tisulares, dentro de los cuales se dividen lentamente los
bradizoitos, se hallan en diferentes tejidos. En fetos bovinos y terneros infectados
por via transplacentaria se observan en el cerebro y la médula espinal y pueden
medir hasta 50 p de diametro con una membrana menor de 2,5 u de espesor (9, 22,
24). El grosor de la pared depende, entre otros factores, del tiempo de formacién del

quiste (en la mayoria mide 1-2 p). También se ha informado el hallazgo de quistes



en musculo esquelético de dos terneros de dos dias de edad (25). En perros se han
hallado quistes tisulares de 107 p de diametro y con una membrana de 4 p (22).

En cortes histologicos es dificil distinguir los estados de bradizoito y taquizoito, ya
que éstos se presentan en ocasiones agrupados, o bien la membrana del quiste
puede ser muy delgada. En estos casos, para confirmar de cual estado se trata, se
utiliza la técnica de inmunohistoquimica con anticuerpos anti- bradizoitos especificos
(BAG-1) (26).

Los ooquistes, de aproximadamente 10 x 12 u de diametro, son excretados en las
heces de los hospedadores definitivos (6, 16). La esporulacién ocurre en el medio
ambiente y en su interior se forman dos esporocistos con cuatro esporozoitos cada
uno (23). Se desconocen los estados previos en el intestino del perro, aunque se ha
informado del hallazgo de estados similares a esquizontes en cultivos celulares
inoculados con bradizoitos provenientes de cerebro de perros infectados (27).

Los hospedadores definitivos pueden adquirir la infeccién por la ingestion de
tejildos que contengan quistes tisulares de N. caninum y por la via transplacentaria.
Perros experimentalmente alimentados con placentas de vacas infectadas
naturalmente eliminaron ooquistes (28). En los perros, N. caninum puede causar
signos clinicos, principalmente en cachorros infectados transplacentariamente. Los
cachorros pueden presentar paresia del tren posterior que evoluciona a paralisis
ascendente progresiva, con atrofia muscular, y en algunos casos hiperextensiéon
rigida de los miembros. También se pueden presentar otras manifestaciones
neurologicas u organicas asociadas que dependeran del sitio parasitado (depresion,
convulsiones, nistagmo, anisocoria, neumonia, megaeso6fago, etc.). Los perros

adultos pueden presentar polimiositis y compromiso del sistema nervioso central,



aunque se ha informado sobre casos de dermatitis, neumonia, miocarditis e
infeccién generalizada (29, 30, 31).

En los bovinos, N. caninum puede transmitirse por via horizontal (post-natal) o por
via vertical (transplacentaria). La via horizontal ocurre cuando el ganado ingiere
ooquistes esporulados y la via vertical se produce por la transmision
transplacentaria de los taquizoitos desde la madre hacia el feto. La transmision

horizontal entre bovinos no ha sido demostrada, como asi tampoco la transmisién

venérea (23).



1.2 Neosporosis en bovinos

Los bovinos pueden adquirir la infecciéon por medio de la ingestion de los ooquistes
que han sido eliminados en las heces de los hospedadores definitivos (5, 6, 32), o
bien por transmision de parasitos de la madre al hijo a través de la placenta (33, 34).
La transmisién transplacentaria de N. caninum es altamente eficiente en los bovinos,
habiéndose observado que entre el 75 % y el 90 % de los terneros que provenian de
madres infectadas estaban parasitados al nacer (33, 34).

La prevalencia serologica de la infeccidn varia segun los paises de origen y las
técnicas utilizadas para detectar los anticuerpos especificos. En Argentina, Venturini
y col. en 1999 hallaron una prevalencia serolégica de 64,5 % en vacas de tambo con
antecedentes de abortos, y de 24,4 % en fetos de frigorifico, utilizando la prueba de
inmunofluorescencia indirecta (IFl) (12). Moore y col., en el ano 2002, hallaron una
prevalencia serolégica de 16,6 % en vacas de tambo sin problemas de abortos
utilizando la técnica de IFI| con diluciones de los sueros de 1: 200 (35). En Inglaterra
se estimo la seroprevalencia del 6 % en ganado lechero (34), similar a la hallada en
Nueva Zelanda (13). En un estudio en ganado de carne en Canada se detectd una
seroprevalencia del 30 % (36). En EE.UU. se observé una variabilidad del 2 al 98 %,
segun los diferentes establecimientos estudiados (37).

Las consecuencias de la infeccién en los bovinos durante la prefez incluyen la
produccion de abortos, mas frecuentes entre el 5° y el 8° mes de gestacién, el
nacimiento de terneros débiles que mueren poco tiempo después del parto, o el
nacimiento de terneros infectados pero clinicamente sanos. Los fetos de menor edad

pueden presentarse momificados y ser retenidos en el Utero por varios meses, y
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aquéllos mas pequefios pueden ser reabsorbidos y como consecuencia de ello, las
madres retornan al ciclo (23). Las terneras clinicamente sanas pero infectadas
transplacentariamente podran transmitir a sus crias la infeccion por via vertical
endogena durante prefieces consecutivas, por lo que la infeccidon puede permanecer
por anos en un rodeo sin necesidad de un hospedador definitivo (38).

En los bovinos la neosporosis raramente se asocia con signos clinicos, siendo el
mas comun la presencia de abortos. En terneros menores de dos meses infectados
transplacentariamente se pueden observar signos de dano neurolégico, dificultad
para caminar y bajo peso (20, 15). Las extremidades pueden estar flexionadas o
hiperextendidas, con ataxia y peérdida de reflejos y de Ila propiocepcion.
Ocasionalmente pueden presentarse defectos como hidrocefalia y exoftalmia (15).
Numerosos trabajos confirman la asociacion de neosporosis bovina con la presencia
de abortos, particularmente en bovinos de tambo (7, 8, 12, 15, 39, 40, 41). Las vacas
infectadas tienen mayores probabilidades de abortar que las no infectadas, y este
riesgo va disminuyendo en las sucesivas prefieces (36, 37, 42, 43). Se han descripto
dos patrones en la aparicibn de abortos por neosporosis en bovinos: abortos
endemicos y epidemicos. En los abortos endémicos se presenta una tasa de abortos
mayor al 5 % por afno y es persistente a través del tiempo, en los epidémicos ocurre
una alta proporcion de abortos, hasta del 30 % (7), en un breve periodo de tiempo
(37).

Segun sea el momento en que la madre se infecta, la transmision transplacentaria
puede ser exdgena, si la infeccion ocurre durante la prefiez, y endogena, si la madre
esta infectada de manera crénica previamente a la gestacion (figura 1). Estos dos

tipos de transmisiébn tienen distintas consecuencias (44). La transmision
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transplacentaria exdégena seria el resultado de la primoinfeccion y se asocia con la

aparicién de abortos epidémicos al no haber inmunidad previa (44, 45).

Figura 1: Transmision de neosporosis en bovinos. Los ooquistes son producidos en
el hospedador definitivo (perro) y su ingestion por una vaca prefiada permite la
infeccion del feto (transmisién transplacentaria exégena) o el aborto. Las terneras
que nacen infectadas cuando sean adultas pueden pasar la infeccion, a su vez, a

sus fetos (transmision transplacentaria endoégena). (Adaptado de 23).
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El riesgo de transmision de N. caninum al feto se incrementa con la edad
gestacional. En bovinos experimentalmente infectados por via intravenosa a las 10
semanas de gestacion la transmisién fue del 83 %, mientras que en los infectados a
las 30 semanas la transmision fue del 100 % (46). Utilizando la via subcutanea para
la infeccion, la transmision fue del 50 % a las 10 semanas y del 100 % a las 20

semanas (47, 48, 49). Un patron similar se ha observado en toxoplasmosis en
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humanos, a medida que avanza la gestacion es mayor el porcentaje de infeccion
fetal (50).

La edad gestacional en el momento de la infeccion también es importante para
determinar el grado de dano fetal que puede ocurrir. Estudios experimentales
indicaron que cuanto mas temprano ocurre la infeccibn, mas severas son las
consecuencias (39, 46, 48, 49, 51).

Otro factor a tener en cuenta en el caso de infecciones transplacentarias es la
inmunocompetencia del feto (38). En bovinos infectados con N. caninum, la
respuesta frente a la estimulaciéon con mitégenos puede montarse alrededor del dia
100 de gestacion, pero en ese momento aun no pueden hallarse respuestas de
anticuerpos o células especificas (49). Al progresar la prefiez, la capacidad de
producir respuestas efectivas contra el parasito también evoluciona. Alrededor de la
mitad de la gestacion el feto es capaz de desarrollar una respuesta inmune
especifica para N. caninum con la produccion de IFNy y otras citoquinas (52) que
pueden influir en la relacion parasito- hospedador y en la resolucion de la
enfermedad (49).

N. caninum es considerado un patégeno primario en bovinos. La lesién caracteristica
que se observa es encefalitis multifocal caracterizada por necrosis e inflamacién no
supurativa, en algunos casos con la presencia de los parasitos. En la placenta la
multiplicacion de N. caninum causa destruccion focal e inflamacion no supurativa,
con necrosis de las vellosidades placentarias. Los fetos abortados presentan focos
de necrosis e infiltraciones multifocales en muchos tejidos, incluyendo corazoén,
musculo esquelético, pulmén e higado. En terneros que nacieron enfermos la

principal lesién que se ha observado ha sido encefalomielitis, con gliosis y manguitos
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perivasculares y la presencia de quistes o taquizoitos. Tambien pueden observarse

lesiones en el miocardio (23).

1.2.1 Neosporosis bovina en Argentina

La presencia de N. caninum en nuestro pais fue informada por primera vez por
Venturini y col. en el afno 1995, a través de la deteccidon de anticuerpos en vacas que
habian abortado mediante la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFl) (63). En
1998 Campero y col. identificaron quistes tisulares en el cerebro de fetos bovinos
abortados con la técnica de inmunohistoquimica (54).

En el ano 1999 Venturini y col. informaron una prevalencia serolégica de 64,5 % en
hembras bovinas con antecedentes de abortos provenientes de tambos de las

provincias de Buenos Aires y sur de Santa Fe. En ese estudio se utilizé la prueba de

IFI con titulos > 1: 25. En fetos de vacas Holando Argentino de faena se obtuvo una

seroprevalencia de 24,4 % (titulo IFI > 1: 80), mientras que en fetos provenientes de
ganado Aberdeen Angus la prevalencia fue de 4,5 %. Mediante histopatologia del
cerebro de fetos positivos, se observaron lesiones compatibles con neosporosis
como encefalitis no supurativa, manguitos perivasculares, degeneracion neuronal y
gliosis multifocal, quedando de esta manera establecida la presencia de la via de
transmision transplacentaria para neosporosis en Argentina (12). Se hallaron
ademas anticuerpos para N. caninum en un ratén BALB/c que habia sido inoculado
con el cerebro de uno de los fetos positivos (55).

En un estudio realizado por Echaide y col. en las provincias de Cérdoba y Santa Fe

se establecié una prevalencia seroldgica para neosporosis en bovinos de tambo del
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15 al 27,5 % (56). Los mismos autores posteriormente compararon los resultados
obtenidos por la prueba de ELISA indirecta y la de Inmunofiuorescencia indirecta y
demostraron una concordancia entre ambas pruebas (57).

El primer aislamiento de N. caninum a partir de bovinos en el pais fue realizado por
Venturini y col. en el afno 2001. Se inoculé cerebro de una ternera prematura que
tenia un titulo de anticuerpos de 1: 800 por IFl, en meriones y ratones BALB/c. Se
detectaron quistes en el cerebro de un raton y un merién por observacion en fresco y
por histopatologia, confirmando la etiologia mediante inmunohistoquimica para N.
caninum (58).

En el ano 2001, Basso y col. aislaron por primera vez en Argentina N. caninum a
partir de ooquistes detectados en heces de un perro infectado naturalmente,
denominandose a esta cepa NC-6 Argentina (6).

Venturini y col. determinaron el efecto de la infeccién por N. caninum sobre la
ganancia de peso en terneros de feed- lot por comparacion del peso de animales
seropositivos y seronegativos al inicio y al fin del periodo de engorde. Los animales
negativos tuvieron una ganancia de peso significativamente mayor que los animales
positivos (59).

En un estudio epidemioldgico realizado por Moore y col. en el afo 2002 mediante la
utilizacién de la prueba de IFl a una dilucion de los sueros de 1: 200, se detectaron
seroprevalencias de 4,7 % en bovinos de cria y 16,6 % en bovinos de tambo sin
antecedentes de enfermedad reproductiva, mientras que en vacas que habian
abortado las prevalencias fueron de 43,1 % para bovinos de tambo y 18,9 % para
bovinos de cria. También hallaron lesiones compatibles con neosporosis en fetos y

placentas, confirmando el diagnéstico en 29 de 43 muestras sospechosas (35).
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1.2.2 Diagnostico

La deteccion de anticuerpos para N. caninum en los animales sospechosos indica la
exposicion al parasito. La técnica de Inmunofluorescencia indirecta (IFl) fue la
primera prueba inmunoserolégica usada para la deteccion de anticuerpos anti- N.
caninum y se la ha utilizado como prueba de referencia para el desarrollo de otras
técnicas (60, 61). Se considera que es adecuada para detectar infeccion en los
animales y para caracterizar epidemiolégicamente el rodeo de acuerdo a los valores
de los titulos. Ademas de la prueba de IFI (20, §3, 62, 63, 64), se han desarrollado
diversos tipos de ELISA, algunos comerciales (60, 61, 65, 66) y existe una prueba de
Aglutinacion directa con antigeno formolado (60, 67, 68). Diversos autores han
comunicado el desarrollo de pruebas de Western blot, con diferentes preparaciones
antigénicas (61, 69, 70).

El examen histolégico e inmunohistoquimico de los érganos de los fetos abortados
es necesario para un diagndstico definitivo de neosporosis (21, 54). El aislamiento a
partir de la inoculacion de cerebros de fetos abortados o de terneros infectados en
ratones o meriones también puede utilizarse con fines de diagnéstico, aunque es de
baja sensibilidad ya que el tejido inoculado en general esta autolizado y por lo tanto
los parasitos tienen poca viabilidad (565, 61, 71).

La prueba de PCR juega un rol importante en el diagnostico y la investigacion de N.
caninum (61, 72). Basso y col. demostraron la utilidad de esta prueba para el
diagnostico etiologico en casos de abortos bovinos, en los cuales el aislamiento del
protozoo es muy dificil y la serologia negativa no es confirmatoria (73). Se ha

utilizado esta técnica para identificar el ADN de N. caninum en muestras de tejidos
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fetales, liquido amniotico, ooquistes en heces de perros y coyotes, tejidos de

hospedadores intermediarios, sangre, leche y semen (61).

1.2.3 Importancia economica

El efecto mas importante de la neosporosis en los bovinos es la produccion de
abortos, con las consecuentes pérdidas econdmicas que ello ocasiona a los
productores. Sin embargo, existen otras pérdidas que no son tan visibles, pero que
tienen un impacto real en la economia, como por ejemplo la reabsorcion
embrionaria, infertiidad, muerte perinatal y descarte prematuro de animales
seropositivos por bajo rendimiento en los rodeos. A estas pérdidas hay que sumarle
los costos ocasionados por la asistencia profesional, el diagnédstico, la disminucién
en la produccioén lactea y el costo del reemplazo de las vacas abortadas (11, 37, 41,
42).

Se ha comprobado la asociacion entre seropositividad a N. caninum y menor
ganancia diaria de peso. En Argentina, en un estudio realizado en animales de feed-
lot, Venturini y col. observaron una ganancia diaria de peso significativamente menor
en los terneros seropositivos que en los seronegativos (89). Barling y col. también
demostraron en ganado de carne las pérdidas econdmicas causadas por la
presencia del parasito (74).

Las pérdidas econémicas estimadas en California relacionadas con los abortos por
N. caninum alcanzarian aproximadamente 35 millones de délares estadounidenses
por ano, y se calcula que aproximadamente 40.000 abortos anuales podrian estar

asociados a neosporosis. En Australia y Nueva Zelanda, se estima que las pérdidas
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ocasionadas por la neosporosis superan los 100 millones de dolares australianos
anuales (13). Entre el 20 y 30 % de los abortos bovinos ocurridos en California se
deberian a esta parasitosis, (37) como asi también alrededor del 12,5% de los
producidos en Bélgica (14) y el Reino Unido (10).

En Argentina, en el afio 2002 se estimod que las pérdidas en rodeos lecheros eran de
80 millones de ddélares por ano considerando la seroprevalencia en estos rodeos, el
costo por los abortos, la menor produccidon lactea y la eliminacion de animales

seropositivos (75).
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1.3 Interaccion con la célula hospedadora y antigenos del parasito

N. caninum, al igual que T. gondii, es capaz de infectar un gran numero de células
(76). A pesar de que in vitro puede invadir células de origen humano, como
fibroblastos o Hela, no hay evidencias concluyentes de que el parasito infecte
humanos (21, 23, 77).

Para iniciar la invasion celular, los taquizoitos se orientan perpendicularmente a la
superficie celular y, de forma activa, penetran hasta localizarse en el citoplasma,
dentro de una vacuola parasitofora. El contacto inicial es mediado, al menos en
parte, por los dos antigenos inmunodominantes principales de la superficie del
parasito llamados NcSAG1 y NcSRS2 (77, 78), aunque se han encontrado otras
proteinas, de pesos de 73 kDa, 80 kDa y 100 kDa, que también participarian en este
proceso (77).

La superficie de los taquizoitos de N. caninum presenta marcadas diferencias en
cuanto a la composicion de los carbohidratos con respecto a T. gondii. Baszler y col.
demostraron que la superficie de N. caninum se encuentra glicosilada y descubrieron
un epitope en la proteina superficial de 65 kDa, el cual fue utilizado para desarrollar
pruebas de ELISA de competencia (65, 66). Posteriormente, fue demostrada la
ausencia de glicanos en la superficie de T. gondii y la presencia de los mismos en la
superficie y en los granulos densos de N. caninum (77, 79). Se conjetura que la
presencia de carbohidratos en las proteinas antigénicas podria tener consecuencias
Inmunolégicas al favorecer el enmascaramiento de epitopes (77).

Una vez que ha contactado con la célula blanco, N. caninum comienza a descargar

el contenido de sus organelas secretorias (micronemas, roptrias y granulos densos).
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Se sabe poco sobre esta etapa de la invasion en N. caninum, pero se ha estudiado
ampliamente para T. gondii y se supone que los mecanismos serian similares. Las
proteasas, como las serinas, juegan un rol principal en el ensamblaje y descarga de
las proteinas de micronemas y roptrias, a la vez que un sistema de actina y miosina
del parasito es responsable de la penetracion (77). La proteasa serina NcSUB1,
conocida como NCp65, fue la primera enzima proteolitica en ser descipta en N.
caninum y se demostréo que se generan anticuerpos contra ella (80). Las primeras
organelas en descargar su contenido para la invasion son los micronemas, que
incluyen las proteinas solubles NcMIC1, NcMIC2 y NcMIC4 y una proteina de
membrana NcMIC3 (77, 81). Estas proteinas poseen dominios que interactuan con
receptores de las células blanco para la adhesion.

Una vez dentro de la célula, el parasito reside en la vacuola parasitofora, rodeado de
la membrana que deriva esencialmente de la membrana de la célula hospedadora.
La luz de la vacuola y su membrana son modificadas por los productos secretados
de las roptrias y los granulos densos. Las proteinas de las roptrias estan
iInvolucradas al principio de la formaciéon de la vacuola parasitofora, por ejemplo
ROP2, que se inserta en la membrana de la vacuola y ayuda a reclutar organelas
como la mitocondria y el reticulo endoplasmatico (82). La membrana de la vacuola y
ciertas moléculas secretadas por el parasito que la atraviesan, por ejemplo en T.
gondii ROP2 y GRAS5, estan involucradas en la manipulacién de la célula
hospedadora (77). Estas moléculas colaboran en la reduccién de la expresiéon de los
genes que codifican las moléculas del MHC de clase Il y la presentacion antigénica
en macrofagos infectados y facilitan la replicacion del parasito inhibiendo la sintesis

de 6xido nitrico (83).
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Se ha comprobado que las proteinas de los granulos densos NCGRA1, NcGRA2 y
NcGRA7 son secretadas durante la conversion del estado de taquizoito a bradizoito

y son incorporadas en la membrana del quiste en formacién (84).
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1.4 Respuesta inmune

Luego del ingreso de un agente extrafio en un organismo se desencadenan los
mecanismos de la Inmunidad Innata y la Inmunidad Adaptativa. La respuesta inmune
innata constituye la primera linea de defensa, ya que inicia y posteriormente dirige la
respuesta adaptativa. Esta compuesta por mecanismos como la inflamacion, la
fagocitosis, el sistema del complemento y las superficies epiteliales, y por celulas
granulociticas, NK (asesinas naturales), macréfagos y dendriticas, entre otros
componentes. Se basa en el reconocimiento de los patrones moleculares asociados
a los patégenos mediante receptores presentes en las células. Actua de manera
inmediata ante una agresion, sin necesidad de contacto previo, eliminando los
agentes causales en la mayoria de los casos, y no es capaz de generar memoria.
Sin embargo, no siempre pueden limitarse los microorganismos con la respuesta
Innata y en estos casos, luego de cuatro a siete dias, se genera la respuesta inmune
adaptativa. Las células que estan incluidas en esta respuesta son principalmente los
linfocitos T y B, que tienen receptores altamente especificos para los agentes
extranos y que han evolucionado para aumentar esta especificidad y la proteccion
frente a reinfecciones por el mismo agente.

Estos dos tipos de respuesta se complementan para la eliminacién del agente. Los
linfocitos requieren para su reconocimiento que el antigeno les sea presentado por
otras celulas, principalmente las dendriticas y los macréfagos, que pertenecen al
sistema inmune innato (85, 86, 87).

Los sistemas de defensa innata dependen de receptores codificados por genes de la

linea germinal que reconocen estructuras comunes y conservadas de los gérmenes
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patogenos (patrones moleculares asociados a patégenos). Se han descripto
patrones en una variedad de agentes patdégenos, por ejemplo el lipopolisacarido de
la pared de las bacterias Gram positivas, proteoglucanos bacterianos,
muramildipéptido, acidos nucleicos virales. Los receptores para estos patrones
median una serie de funciones diferentes, muchos son endociticos, otros son
quimiotacticos y otros inducen moléculas efectoras que influyen en el inicio de Ia
respuesta inmune adaptativa. Los receptores de senalizaciéon son los llamados
receptores semejantes a Toll (TLR) y su union al ligando del patdgeno induce a la
activacion de factores nucleares que lleva a la produccion de citoquinas y
quimioquinas, ademas de la expresibn de moléculas coestimuladoras que
promueven la respuesta adaptativa (85). ElI receptor TLR 2 reconoce el
glicosilfosfatidilinositol de Trypanosoma cruzi y asi estimula el eje formado por
interleuquina 12- 6xido nitrico. Se ha sugerido que estos patrones moleculares estan
presentes en las estructuras del complejo apical de los Apicomplexa (88).

Las citoquinas son moléculas pequenas (menores de 25 kDa) que son secretadas
por varios tipos celulares como respuesta a un estimulo activador, e inducen
respuestas mediante la union a receptores especificos. Pueden actuar de manera
autocrina, afectando el comportamiento de la célula que la libera, o de manera
paracrina, afectando a ceélulas adyacentes. Las citoquinas secretadas por los
macrofagos en respuesta a agentes patégenos constituyen un grupo de moléculas
diversas e incluyen interleuquina 1 (IL-1), interleuquina 6 (IL-6), interleuquina 12 (IL-

12), factor de necrosis tumoral a (TNF-a) e interleuquina 8 (IL-8). De ellas, la IL-1y

la IL-12 son importantes para la respuesta adaptativa a patégenos intracelulares, la
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primera activa a los linfocitos y la IL-12 induce la diferenciacion de las células T
CD4" a células Th1 (85).

Para el inicio de la respuesta inmune adaptativa los linfocitos T deben reconocer, por
medio de sus receptores especificos, al antigeno presentado en |la membrana de la
célula presentadora junto a las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC). Las células T detectan la presencia de patdégenos intracelulares porque las
células infectadas muestran en su superficie los fragmentos peptidicos derivados de
las proteinas del patbgeno que han sido procesadas en su interior y son presentadas
formando complejos con las moléculas del MHC. En el caso de que el antigeno se
presente junto al MHC de clase |, sera reconocido por los linfocitos T CD8" o
citotoxicos, cuya funcion es eliminar las células infectadas mediante un complejo
enzimatico compuesto principalmente por perforinas y granzimas. Si el antigeno es
presentado junto a moléculas del MHC de tipo Il es reconocido por los linfocitos T
CD4", colaboradores o helpers. Estos estan especializados para activar otras células
mediante la secrecion de citoquinas (85, 86, 87).

La respuesta inmune adaptativa contra agentes patdgenos esta compuesta por
citoquinas expresadas a diferentes niveles principalmente por los linfocitos T
colaboradores CD4" (T helpers o Th). Segun las células y citoquinas que estén
iInvolucradas y que la dominen, esta respuesta puede ser de tipo Th1 o Th2. Las
citoquinas involucradas en la respuesta Th1 tienden a inducir la activacion de
macréfagos para que destruyan los agentes patégenos que albergan en vacuolas,
por lo que se relacionan con la respuesta inmune mediada por células, mientras que
las citoquinas Th2 inducen la inmunidad mediada por anticuerpos, estimulando a los

linfocitos B para la produccion de inmunoglobulinas especificas. La mayoria de las
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infecciones producen una respuesta combinada celular y humoral, generalmente con
el dominio de alguna de ellas (85, 86, 87, 89).

Los estudios realizados sobre los linfocitos Th para clasificarlos en las
subpoblaciones Th1 o Th2, segun las citoquinas que producen, han sido hechos en
su mayoria en ratones (90), pero se ha determinado que en los bovinos existen
patrones de citoquinas variados y que difieren en cierta medida de los observados
en ratones. La respuesta de células T en bovinos es mas heterogénea, aunque
igualmente puede predominar una respuesta de tipo Th1 o Th2 (85, 87, 89).

Durante el desarrollo de la respuesta Th1 se expresan como citoquinas dominantes
IL-2 (interleuquina 2), IFNy y TNF-a, mientras que en la respuesta Th2 se producen
principalmente IL-4 (interleuquina 4), IL-5 (interleuquina 5) e IL-10 (interleuquina 10).
La respuesta predominante de tipo Th1 se produce en infecciones causadas por
patébgenos intracelulares e induce la produccion de IL-12 por los macréfagos y
células dendriticas. La IL-12 estimula la produccién de IFNy por los linfocitos Th1 y
por las células NK, polarizando la respuesta, aunque también se detectan bajos
niveles de IL-4. El IFNy induce la expresion de genes y funciones celulares, como la
produccion de oxigeno reactivo e intermediarios del nitrégeno, y la degradacién del
triptofano en las células fagociticas profesionales, destinados a eliminar los
patogenos intracelulares (49, 85, 87, 91). De esto se deduce que en el desarrollo de
la respuesta inmune se produce un amplio espectro de patrones de citoquinas por
los linfocitos T, que interactuan entre si. Se ha demostrado que la IL-10 y la IL-4 son
efectivas citoquinas anti-inflamatorias, cuya funciéon de antagonizar al IFNy protege al

organismo de sus efectos toxicos (91, 92, 93). La IL-10 suprime la proliferacion de

celulas y la produccion de IFNy y otras citoquinas, ademas de inhibir la presentaciéon
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antigénica en macrofagos bovinos (89, 94), mientras que la IL-4 causa el fin de la
sefial producida por la IL-12 y compite con el IFNy por la unién de los sitios de
activaciéon en los macrofagos (95).

En cuanto a la respuesta inmune frente a la infeccidn por N. caninum, se han
detectado anticuerpos mediante pruebas serologicas y una respuesta inmune de tipo
celular basada en la proliferacidon de células especificas para el antigeno y la
produccion de citoquinas, principalmente IFNy, tanto en animales infectados
naturalmente como experimentalmente (32, 38, 45, 46, 49, 96, 97, 98).

La efectividad de la respuesta humoral frente a Neospora se considera que estaria
limitada so6lo a las fases del ciclo en que el parasito se presenta en forma de
taquizoitos extracelulares. En ratones infectados con taquizoitos se demostré que la
cepa de ratones deficiente en la produccion de anticuerpos (uMT) es mas
susceptible a la infeccibn comparada con los ratones normales (99). Como en el
caso de todos los parasitos intracelulares obligados, en la neosporosis la respuesta
inmune mediada por células juega un rol principal en la proteccién frente a la
infeccién (38, 45, 49). Los estudios llevados a cabo para investigar este tipo de
respuesta se han basado en los conocimientos previos sobre la respuesta inmune
frente a Toxoplasma gondii, por la similitud que existe en la morfologia, fisiologia y
ciclo de ambos protozoos, con la salvedad de que los ratones, generalmente
utilizados para efectuar estudios, son hospedadores habituales de T. gondii y no de
N. caninum. Sin embargo, la mayoria de las experiencias in vivo realizadas para
iInvestigar la respuesta a N. caninum se han llevado a cabo con modelos
desarrollados en esta especie, siendo de gran utilidad los ratones con defectos

selectivos genéticos e inmunologicos (20, 91, 95, 99).
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Como en el caso de T. gondii, la respuesta a N. caninum estaria dominada por las
citoquinas de tipo Th1, principalmente IL-12 e IFNy (100, 101). Mediante estudios in
vivo realizados en ratones y en bovinos se ha demostrado que los hospedadores
infectados con N. caninum producen inicialmente una respuesta inmune celular de
ese tipo destinada a limitar la multiplicacion del parasito. Las citoquinas que dominan
en esta respuesta son la IL-12 y el IFNy, asi como los anticuerpos del isotipo Ig G2a
(46, 49, 93, 96, 99, 102, 103, 104).

Se ha observado que la infeccion experimental en bovinos adultos produce elevados

niveles de IFNy y una respuesta especifica con anticuerpos de isotipo Ig G2,

indicando una respuesta de células T helper tipo 1 (46, 96). La importancia del IFNy
en la respuesta inmune protectora frente a la infeccién por N. caninum se demostré
en ratones a los cuales se les suprimié la produccién de la citoquina, asi como en
ratones knockout, determinados genéticamente para no producir IFNy. Estos
animales fueron incapaces de sobrevivir a la infeccion con N. caninum (95, 102),
indicando que esta citoquina es el principal mediador para la supervivencia vy
resistencia durante la infeccién aguda. Baszler y col. demostraron que la respuesta
de tipo Th1 es protectora en ratones, y que la misma requiere de la produccion
persistente de IL-12 (95).

El IFNy producido por los linfocitos T activa las células macrofagicas para que
directamente puedan eliminar los parasitos intracelulares. En la respuesta de tipo
Th2 la produccion de IL-10, que inhibe la producciéon de IL-12 e IFNy, facilitaria la
multiplicacion del parasito reduciendo la produccién de NO y otros metabolitos en los
macrofagos y alterando el balance hospedador-parasito a favor de este ultimo (38,

49, 93). La produccion de IL-10 como inhibidor de la respuesta de tipo Th1 es un
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mecanismo utilizado por el sistema inmune para reducir la presencia de niveles
toxicos de las citoquinas inflamatorias, lo que ha sido demostrado en ratones
deficientes en la produccion de IL-10 infectados con T. gondii. La produccion de IL-
10 y de IL-4 ha sido observada también en la infeccién por N. caninum en ratones
(93), sugiriendo la misma funcién que en el caso de la toxoplasmosis. La relativa
susceptibilidad a la encefalitis por N. caninum en ciertas cepas de ratones, como
C57BL/6 y BALB/c, ha sido asociada a altos niveles en la produccion de |L-4; la
resistencia de otras cepas se asocio a la baja produccion de esta citoquina y a la alta
produccion de IFNy (91, 95, 103).

También se demostré mediante estudios in vitro la importancia que tiene la
presencia de IFNy, en el marco de la respuesta de tipo Th1, para la proteccién ante
la infeccidn con N. caninum. Mediante el tratamiento con esta citoquina en células
provenientes de bovinos se inhibié la multiplicaciéon intracelular del parasito (105).
Células esplénicas provenientes de ratones infectados produjeron en primer lugar IL-
12 y luego IFNy (102). Fueron detectados niveles significativos de IFNy, IL-12 y TNF-
o en sobrenadantes de células de bazo de ratones infectados experimentalmente
con N. caninum, estimuladas con un antigeno de taquizoitos lisados (93). Otros
estudios demostraron la protecciéon a T. gondii en ratones vacunados con la cepa
NC-1 de N. caninum, y que esta resistencia dependia de las células CD8", las cuales
produjeron grandes cantidades de IFNy (106).

Los estudios realizados para investigar la respuesta inmune en ratones demostraron
que para el control de la infeccion ademas de la presencia de IFNy se requiere la

activacién de los linfocitos T CD8" y CD4" especificos (95, 102, 103, 104, 107). En el

caso de la respuesta a la infeccion por T. gondii los linfocitos T CD8" citotdxicos
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juegan un rol principal en la proteccion, comparado con el rol observado para los
CD4" (108). Sin embargo, estudios realizados en ratones y en células de bovinos
infectados con N. caninum demostraron que en la respuesta protectora serian en
cierta medida mas importantes los linfocitos CD4* que los CD8" (104, 107). Se
observd in vitro que los linfocitos CD4" citotdxicos eliminan las células blanco
infectadas con N. caninum mediante un mecanismo que involucra perforinas vy
granzimas, causando la lisis celular (107).

Mientras que lo anteriormente mencionado provee indicios sobre la fase adaptativa
de la inmunidad, poco es lo que se conoce sobre los mecanismos inmunes innatos
en la infeccion por N. caninum. Recientemente se ha demostrado con un modelo in
vitro que las células NK juegan un rol importante en la inmunidad en los bovinos, ya
que fueron capaces de producir IFNy al ser estimuladas directamente por los
taquizoitos y también pudieron eliminar a los fibroblastos infectados por el parasito

(109).

1.4.1 Respuesta inmune en la preriez

La prefiez presenta una situacion especial para el sistema inmune, ya que la madre
debe contener al feto, considerado un injerto semi-alogénico, sin rechazarlo. La
regulacion de las citoquinas durante esta etapa es de fundamental importancia, ya
que cualquier desbalance podria afectar a la prefiez, ocasionando el aborto.

N. caninum forma parte de un grupo de protozoarios entre los que se incluyen
Plasmodijum, Toxoplasma y Leishmania. Una caracteristica en comUn que poseen

estos parasitos es la respuesta inmune predominante de tipo Th1 que produce el
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hospedador frente a la infeccion. Se ha sugerido que este tipo de respuesta
dominada por las citoquinas llamadas “pro- inflamatorias” (IFNy, IL-12, IL-2)
compromete la viabilidad fetal, la cual requiere una respuesta localizada de tipo Th2
(23, 49, 93). Las citoquinas presentes en la interfase materno- fetal, por lo tanto,
juegan un rol crucial para la supervivencia del feto. El trofoblasto fetal produce
localmente un ambiente de citoquinas de tipo Th2 (IL-10, IL-4), cuya funcion es
contrarrestar los efectos de las citoquinas Th1 y proteger al feto. Estas citoquinas
aumentan también en el plasma materno (49, 93). Estos cambios son inducidos por
el aumento de la hormona progesterona, que favorece en los linfocitos T una
respuesta de tipo Th2 (38, 49).

El desafio durante la prefiez en bovinos infectados consiste en lograr un balance de
las citoquinas presentes en la interfase materno- fetal, de manera que la prefiez sea
viable pero controlando la infeccién. Si el estimulo de la presencia de parasitos en la
placenta es muy intenso, el aumento de citoquinas Th2 no lograria neutralizar
adecuadamente al IFNy y se produciria el aborto por esta causa (23, 38). Por lo
tanto, en este caso las consecuencias de la respuesta inmune serian fatales para el
feto, pero beneficiosas para la madre, que controlaria la infeccién. La situacién
inversa se da cuando las citoquinas Th2 suprimen efectivamente la produccién de
las citoquinas pro- inflamatorias, permitiendo la viabilidad fetal pero a su vez
favoreciendo la infeccidon (23, 45, 49).

Se ha observado en bovinos crénicamente infectados con N. caninum que durante |a
gestacion los titulos de anticuerpos especificos presentan fluctuaciones. Como se
considera que el titulo de anticuerpos esta relacionado con la exposicion antigénica,

un aumento del mismo indicaria un incremento en la multiplicacion del parasito, por
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lo que se supuso que podria haber una reactivacién de la infeccion cronica (38, 49).
En ratones infectados de forma crénica con T. gondii se comprobdé que una
disminucion en la produccion de IFNy induce la reactivacion de la infeccion (101). En
bovinos infectados cronicamente con N. caninum se admite que la infeccion se
mantiene controlada por el IFNy y los linfocitos T CD4" citotoxicos. Hacia la mitad del
periodo de prenez en los bovinos, fisioldgicamente ocurre una disminucion en la
respuesta inmune de tipo Th1 y un aumento en la Th2, destinados a proteger al feto.
Debido a la produccién de IL-10 e IL-4 derivadas de la placenta se disminuyen los
niveles de IFNy, lo que favoreceria la reactivacion de la infeccion latente, con
parasitemia e infeccién fetal. A causa de ello, y segun el tiempo de gestacion, se
producira el aborto o el nacimiento de un ternero infectado (38, 45, 47, 49).

Estudios realizados en ratones preinados con deficiencia de IL-4 demostraron una
disminucién en el pasaje transplacentario de T. gondii al feto, 1o que llevé a pensar
que sucederia lo mismo con ratones infectados con N. caninum. Mediante la
neutralizacion de la IL-4 de ratones infectados con este parasito y desafiados con
taquizoitos en la prefiez se demostrdé que las citoquinas Th1 disminuyen el pasaje
transplacentario de N. caninum, mientras que la presencia de IL-4 antagonizando

estas citoquinas favorece la infeccién fetal (93, 110).
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1.5 Control y profilaxis

Hasta el momento, no hay métodos especificos de control de la neosporosis en un
rodeo. Para evitar la transmision horizontal del parasito se recomienda tomar
medidas para impedir la contaminacion del agua y el alimento de los bovinos con
materia fecal de perros, asi como eliminar los fetos abortados, las membranas
fetales, placentas y los terneros muertos, para impedir su ingestiobn por los
hospedadores definitivos.

Para evital la transmisidén vertical en los rodeos se ha propuesto que se descarten
los bovinos seropositivos y que la reposicion se realice con animales seronegativos.
Es necesario destacar que este tipo de manejo debera estar acompafnado de las
practicas mencionadas para controlar el riesgo de transmision horizontal (38, 43, 45,
47, 111).

No se conoce un tratamiento eficaz para los bovinos. Se ha demostrado que la
técnica de transferencia embrionaria en vacas no infectadas es efectiva para
prevenir la transmision vertical del parasito (38). La transmisién transplacentaria es
un procedimiento primario de adquisicion y permanencia de N. caninum en un rodeo
(34, 112, 113). Una forma de controlar la neosporosis seria disminuir este tipo de
transmision inmunizando a las madres.

Si se tiene en cuenta que los animales infectados crénicamente tienen menos
probabilidades de abortar que los animales recientemente infectados y que el riesgo
de aborto decrece en las preneces sucesivas, se deduce que hay un desarrollo de
cierto grado de inmunidad natural contra el aborto. Esto ha llevado a la realizacién

de una variedad de estudios destinados a investigar la inmunoprofilaxis para
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neosporosis. Se han utilizado modelos en ratones para evaluar distintos tipos de

inmunizaciones, aunque también hay estudios realizados en bovinos, con mayor o

menor éxito segun los casos.

1.5.1 Vacunas

Las vacunas en general se clasifican, segun el estado del agente, en vivas y
muertas. Las vacunas vivas son las que tienen mas probabilidades de inducir
respuestas celulares en los animales inoculados, por lo que seria interesante el
desarrollo de este tipo de vacunas con cepas atenuadas, similares a la vacuna para
toxoplasmosis Toxovac® (49, 114). Como desventajas de las vacunas vivas se
cuenta el mayor costo de produccidon, la corta vida media, la conservacion mas
dificultosa y las posibilidades de que la cepa sufra reversion a la virulencia original.
Las vacunas muertas, si bien son mas seguras, generalmente no estimulan los
mecanismos de la inmunidad celular y pueden carecer de algunos de los antigenos
protectores debido al proceso de inactivacion o bien por tratarse de antigenos de
secrecion de los parasitos vivos (38, 49, 86).

Otro punto de interés en el desarrollo de vacunas es la seleccién de antigenos
relevantes para el desarrollo de la respuesta inmune. Estos antigenos pueden ser
los reconocidos por los sueros inmunes, que son principalmente los
inmunodominantes superficiales, y los reconocidos por las células T CD4" y CD8".
También hay antigenos que el parasito utiliza para sobrevivir, por ejemplo en la
Invasion y el desarrollo intracelular, que son tanto antigenos de superficie como de

micronemas, roptrias y granulos densos (38, 115), tales como NcGRA6 y NcGRA7
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(116). La identificacion y seleccion de estas proteinas antigénicas son el objetivo del
trabajo de varios grupos de investigadores (117).

Se han realizado estudios inmunizando ratones con taquizoitos de Neospora vivos,
con taquizoitos no viables y con proteinas parasitarias. Se ha probado la cepa
sensible a la temperatura descripta por Lindsay en ratones como una vacuna viva
(118). Esta cepa, generada de la cepa NC-1 por mutagénesis quimica y seleccion
por crecimiento a 32°C, fue inoculada a ratones BALC/c. Después del desafio con la
cepa NC-1 los ratones inmunizados tuvieron mayor supervivencia y lesiones
significativamente menores que los ratones no inmunizados (118). Kasper y Khan
inmunizaron ratones con taquizoitos vivos de N. caninum y la respuesta, mediada
por linfocitos T CD8", protegié ante un desafio con Toxoplasma gondii (106). En
ratones BALB/c inoculados con una cepa poco virulenta de N. caninum (NCSweB1)
se obtuvo una proteccidén parcial ante la cepa NC-Liverpool, de mayor virulencia
(119). Lundén y col. inocularon ratones con taquizoitos vivos y lisados con el
agregado de adyuvantes (Quil A) o incorporados a complejos inmunoestimulantes
(iscoms). Ante el desafio con taquizoitos vivos hubo un incremento de la respuesta
celular, medida por IFNy, que protegié a los ratones inmunizados de la encefalitis
(120). La transmisidén vertical en ratones BALB/c se previno inmunizandolos con
taquizoitos vivos y neutralizando la IL-4 previamente a la inseminacién y al desafio
durante la prenez (110). También se previno la transmision vertical por inmunizaciéon
con un lisado crudo del parasito mas el adyuvante InmuMAXSR® (121). En ratones
Qs inmunizados con taquizoitos vivos y con un lisado crudo de N. caninum,

desafiados durante la prefiez, se redujo la eficiencia de la transmision del parasito

(122).
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Otros estudios en ratones han evaluado la posibilidad de usar antigenos de N.
caninum expresados en diferentes sistemas. Nishikawa y col. vacunaron ratones con
los antigenos NcSRS2 y NcSAG1 en un sistema de virus vaccinia, protegiendolos de
la infeccidon cerebral y fetal (115). En ratones inmunizados con la proteina
recombinante NcSRS2 incluida en iscoms se obtuvo la produccion de anticuerpos
especificos hacia la proteina nativa y hubo una reduccién del numero de parasitos
cerebrales en los ratones (123). La misma proteina nativa, NcSRS2, purificada con
anticuerpos monoclonales, también protegid a ratones de la transmision
transplacentaria (124).

Con vacunas de ADN basadas en NCGRA7 y NcHSP33 se obtuvo confirieron entre
un 47 y un 54 % de proteccidén contra la transmision vertical en ratones BALB/c
(125). Jenkins y col., incluyendo un adyuvante (CpG) a la vacuna de ADN con
NcGRA7, aumentaron el efecto (116). La vacunacién de ratones C57BL/6 con la
proteina recombinante NcMIC3 expresada y purificada de E. coli protegid a los
animales de la infeccion cerebral (126). La inmunizacién con la proteina NcMICA1
recombinante y en vacunas de ADN no fue exitosa (77). Estos hallazgos en ratones
sugieren que los antigenos inmunodominantes podrian ser utiles para la vacunacion.
En bovinos también ha habido varios intentos de inmunizacién. Hasta el momento, la
Unica vacuna disponible para Neospora es la denominada Bovilis- NeoGuard™ de
Intervet. Esta compuesta de taquizoitos muertos y el adyuvante Havlogen. Esta
vacuna es segura para ser usada en animales sanos (127). En un estudio de campo

realizado en Costa Rica se demostré una reduccién en el numero de abortos (128).
Una preparacion semejante, con el adyuvante POLYGEN®, indujo proliferacion de

células mononucleares periféricas in vitro y produccién de IFNy (97) pero no previno
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la transmision transplacentaria ante el desafio con taquizoitos vivos en la prefiez
(98).

Bovinos infectados previamente a la prefiez no transmitieron el parasito a sus crias
(46, 47) y la inmunizacion con taquizoitos vivos previa a la prefiez indujo suficiente
inmunidad para proteger de la infeccion fetal ante el desafio durante la mitad de la
gestacion (47). En animales infectados crénicamente se observd cierta proteccion
ante el aborto frente a un desafio exégeno (45) pero no frente a la transmisién
transplacentaria endogena (97, 129). En un estudio reciente, Willams y col.
observaron que la inmunizacion con taquizoitos vivos previa a la prefez protegio de
fetopatias en bovinos, mientras que en el caso de la inmunizacion con un lisado de
taquizoitos el resultado dependia del adyuvante que se utilizara. Esa proteccién se
asocio con la respuesta inmune celular, no hallandose correlacion positiva entre el
titulo de anticuerpos y la proteccién fetal (45).

Una vacuna efectiva para N. caninum deberia estimular la respuesta inmune
humoral y celular, para lo que se debe determinar qué blancos se utilizaran para la
Induccidén de linfocitos especificos. También es necesario que se estimulen las
celulas de la inmunidad innata, responsables, entre otras cosas, de dirigir
correctamente al desarrollo de la inmunidad adaptativa, y por lo tanto de la

respuesta anamnésica (38, 49).
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1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo general:

Estudiar los mecanismos de la respuesta inmune mediada por células en la infeccion

por Neospora caninum a través de la utilizacion de un modelo in vitro, con el fin de

establecer estrategias para la proteccion.

1.6.2 Objetivos particulares:

1) Obtener células esplénicas (linfocitos, macréfagos, NK) del bazo de bovinos no
infectados con Neospora caninum.

2) Realizar los cultivos de estas células y tratarlas con taquizoitos de la cepa NC-1
de N. caninum en tres formas: vivos, inactivados y lisados.

3) Determinar la produccion de IFNy en las células esplénicas por la prueba de RT-
PCR y en los sobrenadantes de los cultivos infectados por la prueba de ELISA.

4) Determinar el efecto protector de los sobrenadantes de las células esplénicas con
los distintos tratamientos mencionados en el punto 2) y los controles sobre

cultivos de monocitos bovinos.
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1.7 Hipotesis mas relevantes

e La produccion de citoquinas por células infectadas induce la proteccion contra N.
caninum impidiendo la multiplicacion del parasito.
e Los parasitos inactivados no inducen la produccién de citoquinas involucradas en

la proteccion.



38

2. Materiales y métodos

2.1 Diserio experimental

Se obtuvieron las células esplénicas de bazos de terneros bovinos, negativos a
brucelosis y neosporosis de un frigorifico ubicado en los alrededores de la ciudad de
La Plata. Las células esplénicas bovinas (CEB) se cultivaron en placas de cultivo de
24 0 96 pocillos de acuerdo al experimento.

Se realizaron cultivos de células VERO (células de rindn de mono verde africano) y
se infectaron con taquizoitos de N. caninum. Los taquizoitos se utilizaron para los
tratamientos sobre CEB, vivos o infectantes (l), inactivados (F) y lisados (S).

Se recogieron los sobrenadantes de los cultivos de las células esplénicas sometidas
a diferentes tratamientos.

Se cultivaron células BM (monocitos bovinos) para utilizar en el experimento 2.

Experimento 1. Efecto del tratamiento de CEB con taquizoitos de N. caninum vivos
(), inactivados (F) y lisados (S).

Las celulas se cultivaron en placas de 24 o 96 pocillos y se dividieron en grupos de
pocillos como se indica en la figura 2.

En parte de los pocillos se colocaron cubreobjetos redondos estériles para obtener

CEB adherentes y analizar su morfologia.
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Brevemente
Grupo Tratamiento
Gl CEB +1
GF CEB +F
GS CEB +S
GC CEB control sin tratar

Se probaron diferentes concentraciones de taquizoitos vivos con respecto al numero
de células esplénicas cultivadas, en las siguientes relaciones: 1 taquizoito/ 1 célula,
1 taquizoito/ 2 células y 1 taquizoito/ 4 células, seleccionandose esta ultima relacidn
luego de la observacion microscopica de los cultivos infectados.

Los taquizoitos inactivados se utilizaron en la misma concentracion que los vivos, y

el lisado a la concentracion de 20 ug de proteina/ ml.

Figura 2: distribucion por tratamientos en células esplénicas cultivadas en placas de
24 (a) y de 96 pocillos (b). Gl: estimuladas con taquizoitos de N. caninum vivos. GF:
estimuladas con taquizoitos inactivados. GS: estimuladas con taquizoitos lisados.

GC: controles sin estimular
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Luego de la infeccion, las células se cultivaron a diferentes tiempos, hasta un

maximo de 10 dias, en estufa a 37° C y con 5 % de CO..

Experimento 2: Efecto de los sobrenadantes de los cultivos de CEB sometidas a los
diferentes tratamientos del Experimento 1 en la infeccion in vitro con N. caninum.

Se cultivaron células BM en placas de 24 pocillos y se trataron con los
sobrenadantes provenientes de los diferentes tratamientos recogidos a los 3 y 7 dias
de cultivo.

Se colocaron cubreobjetos redondos estériles en la base de los pocillos para obtener
el porcentaje de lisis relacionado con cada tratamiento utilizando el programa Image

Pro Plus y comparando los resultados con la prueba de x° (ji — cuadrado).

Experimento 3:

Deteccion de INFy en los sobrenadantes de Gl, GF, GS y GC de CEB mediante una

prueba de ELISA de captura comercial (Bovigam®).
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Experimento 4.

Deteccién del ARNm para INFy de las CEB mediante una prueba de RT-PCR
comercial (Quiagen One-Step RT-PCR kit). Las células esplénicas se cultivaron y se
trataron como se indica en el experimento 1 (Gl, GF, GS y GC). Luego de 4 y 6 dias

de tratamiento se obtuvieron las CEB para la prueba de RT-PCR.

2.2 Cultivos de células Vero (células de rinébn de mono verde aficano) y BM

(monocitos bovinos)

Se mantuvieron células de la linea Vero para infectarlas con el fin de obtener los
taquizoitos de N. caninum, y células BM para realizar la prueba de los
sobrenadantes. Para ello, brevemente, se descongelaron células que se mantenian
criopreservadas en nitrégeno liquido y se cultivaron en botellas de 25 cm? (Greiner
Bio-One, Alemania) con medio RPMI 1640 complementado con glutamina (PAA
Laboratories, Austria) y suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) (PAA
Laboratories, Austria) y 1 % de una solucidbn de antibibticos y antimicoticos (AA)
(10.000 unidades de penicilina/ ml, 10 mg de estreptomicina/ ml y 0,25 mg de
fungizona/ ml) (PAA Laboratories, Austria). Todos los cultivos se realizaron a 37°C y
en una atmdsfera con 5 % de CO, (estufa para cultivos Brand Bio-Labo, Japén). Una
vez formada la monocapa, las células se mantuvieron con el mismo medio, pero
suplementado con 3 % de SFB (PAA Laboratories, Austria). A los 7 dias de cultivo,
las monocapa celular fue sometida a la accion de tripsina-EDTA (PAA Laboratories,

Austria) en solucion tampéon de fosfatos de pH 7,2 (PBS) y a 37° C, con el fin de
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desprender las células adheridas y separarlas. La suspension celular se distribuy6
en nuevas botellas de cultivo con medio con 10 % de SFB, continuando de esta

manera los cultivos durante la ejecucion del presente trabajo. El protocolo detallado

se encuentra en el Anexo.

2.3 Obtencion y cultivo de células esplénicas bovinas (CEB)

En la primera etapa del plan se realizé el cultivo de células esplénicas de ratones
BALB/c, para poner a punto la técnica y observar la sobrevida de estas células en
cultivo. Posteriormente, la técnica se llevdo a cabo con bazos de terneros
determinando la viabilidad de estas células en culitivo.

Se obtuvieron bazos y muestras de sangre de terneros de la raza Aberdeen Angus
en un frigorifico ubicado en los alrededores de La Plata. Los materiales fueron
mantenidos en condiciones de refrigeracion desde la obtencion en el frigorifico y
hasta el momento de su procesamiento en el laboratorio, el cual se realizé dentro de
las tres horas de su extraccion.

Paralelamente se obtuvieron muestras de sangre de los animales seleccionados, las
que se centrifugaron a 1200 g (centrifuga KUBOTA 5700, Japo6n) para obtener los
sueros, a los que se realizaron las pruebas de Inmunofluorescencia indirecta para N.
caninum y de Angus y Barton (BPA) para Brucella abortus (protocolos en el Anexo).
Se utilizaron los bazos de los animales que fueron serolégicamente negativos para
ambas pruebas, considerando positivo en el caso de N. caninum un titulo mayor o

igual a 1: 25.
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En forma estéril (flujo laminar Hitachi, Japén), se extrajo la capsula del bazo y se
obtuvo un trozo de pulpa de aproximadamente 2 cm de lado. Se triturd la pulpa con
tijeras de punta curva en una capsula de Petri estéril y se agregé PBS esteril. El
triturado se filtré a través de una malla de acero inoxidable de 53 p con la ayuda del
émbolo de una jeringa y con el agregado de medio de cultivo RPMI 1640. Se recogio
el producto filtrado en un tubo de centrifuga de 50 ml de capacidad, colocando
medio de cultivo en la placa de Petri y en la malla. La suspension de centrifugd a
300 g durante 10 minutos en una centrifuga refrigerada, a 6° C (KUBOTA 5700,
Japon). Para la lisis de los glébulos rojos, se descarté el sobrenadante y el culot fue
resuspendido en 10 ml de cloruro de amonio al 0,83 % (NH4Cl) previamente
calentado a 37° C. Se mezclé mediante pipeteo repetidas veces y se centrifugd a
300 g por 10 minutos y a 6° C. El culot se resuspendi6 en medio RPMI 1640
suplementado con 3 % de SFB y 1 % de AA para realizar dos lavados. Luego el
culot se resuspendidé en 5 ml de medio RPMI con 10 % de SFBy 1 % de AA y se
procedid a cuantificar las células blancas en una camara de Newbauer. Previamente
al conteo la suspension se diluyé 1: 2 con el colorante Azul Tripan al 0,5 % y se
contaron solo las células viables.

En principio se utilizd una concentracion de 1 x 10° células/ ml en medio RPMI 1640
con 10 % de SFB y 1 % de AA, preparado como se indica en el punto 2.1. Se
utilizaron placas para cultivo de células con 24 pocillos (Linbro®, Flow Laboratories,
EE.UU.) colocando en cada pocillo un ml de la suspensién celular. Previamente se
habian colocado cubreobjetos redondos en el fondo de los pocillos, para obtener las

ceélulas adherentes del bazo, tenirlas y observarlas al microscopio.
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Posteriormente, debido a los resultados obtenidos, se incrementd la concentracion
celular a 1,5 x 10’ células/ ml de medio, que se cultivaron en placas de 24 y de 96

pocillos (Linbro®, Flow Laboratories, EE.UU.).

Los cultivos se realizaron en estufa (Brand Bio-Labo, Japo6n) a 37° C y con una

atmosfera con 5 % de CO..

2.4 Cultivo y obtencion de taquizoitos de N. caninum

Se utilizaron cultivos de células Vero de tres dias para infectar con taquizoitos de N.
caninum de la cepa Nc-1, cedida por el Dr. J. P. Dubey y mantenida en el
Laboratorio de Inmunoparasitologia, F.C.V., U.N.L.P. Para la infeccion se utilizaron
taquizoitos provenientes de cultivos de células Vero infectados siete dias antes. Los
cultivos se mantuvieron como se indica en el punto 2.1. Se realizaron pasajes
semanales de taquizoitos durante el desarrollo del plan de trabajo.

Cuando aproximadamente el 50 % de la monocapa habia sido lisada por los
parasitos, se descarté el medio de cultivo y se agregé PBS. La monocapa se levantd
con un raspador estéril (Greiner Bio-One, Japén) y la suspensién fue recogida en un
tubo de centrifuga de 50 ml. Para causar la lisis de las células que hubieren
quedado, la suspension se paso repetidas veces por agujas de diferente tamano, en
el siguiente orden: 18 G, 21 G, 22 G, 25 Gy 27 G. Se comprobo la ruptura total de
las celulas por observacion directa en microscopio éptico a 400 aumentos. Luego se
realizaron dos lavados con medio de cultivo y los taquizoitos obtenidos se contaron
en una camara de Newbauer. La dilucién deseada se realizé6 con medio de cultivo

con 10 % de SFB y 1 % de AA.
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2.5 Obtencién de taquizoitos inactivados

Los taquizoitos de N. caninum se obtuvieron como se detalla en el punto 2.3. Para
inactivarlos, se los sometid a la accién de formol (formaldehido, Merck) combinado
con calor (37° C). Se probaron diferentes concentraciones del formol: 0,1 %, 0,3 %,
0,5 % y 1 %, y se dejaron actuar a 37° C. Se fue observando la accion sobre los
taquizoitos, comprobando su viabilidad con el colorante azul Tripan 0,5 % a los 15
minutos, a los 30 minutos, a la hora y dejandolos toda la noche. Se selecciond la
concentracion de formoi de 1 %, durante una hora a 37° C. Luego se realizaron cinco
lavados de los taquizoitos inactivados con PBS estéril y se llevaron a la

concentracion final con medio RPMI 1640 con 10 % de SFB y 1 % de AA.

2.6 Preparacion del lisado de N. caninum

Los taquizoitos provenientes de cultivos en células Vero se recogieron de la misma
manera que en el punto 2.3, llevandolos a una concentracion de 5,5 a 6,5 x 107/ ml,
en PBS estéril. La suspension se sometié a 5 ciclos de sonicado de 30 segundos
cada uno, a una potencia de 3, en hielo. La total ruptura de los taquizoitos se
comprobd por observacion en microscopio éptico a 400 aumentos. En los primeros
ensayos, se midido la concentracion proteica del lisado por el método de Lowry
utilizando albumina bovina como testigo, en la catedra de Bioquimica de la Facultad
de Ciencias Veterinarias. Posteriormente, se utilizé un equipo para la medicién de

concentracion proteica por el método de Bradford (Bio-Rad protein assay, Bio-Rad
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Laboratories, EE.UU.), que emplea el colorante Coomassie blue como reactivo y
albumina bovina como testigo (protocolo detallado en el Anexo).

El lisado se llevé a una concentracion de 20 ug de proteina/ ml, como lo menciona la
bibliografia (97) y se realizé la caracterizacion proteica del mismo mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). Para ello, el lisado se
suspendid en buffer de muestra y se calenté durante 5 minutos a 100 °C. Para la
corrida electroforética se utilizé un equipo BioRad Mini- Protean Il en un sistema de
buffer discontinuo y en condiciones de reduccion. Se prepararon los geles segun el
protocolo que se detalla en el Anexo, el gel de siembra se hizo al 4 % y el de corrida
al 12.5 %. Basicamente, se elaboraron las soluciones de acrilamida- bisacrilamida,
buffer Tris pH 8,8 (para el gel de siembra) y pH 6,8 (para el gel de corrida), SDS al
10 %, y se les agregd en las proporciones indicadas el Temed y el persulfato de
amonio al 1 %. Se coloco el peine y se esperé a que ocurriese la polimerizacion.
Luego se sembraron 15 ul de antigeno en cada calle del gel y 5 ul del marcador de
bajo peso molecular (Pharmacia), el cual contiene las siguientes proteinas:

Fosforilasa b 94 kDa, Albumina 67 kDa, Ovalbumina 43 kDa, Anhidrasa carbénica 30
kDa, Inhibidor Tripsina 20,1 kDa y a-Lactalbumina 14,4 kDa.
Se corrid a 50 mA de corriente continua durante 60 minutos.
Para visualizar las bandas se utilizé tincidn de plata, la cual aumenta la sensibilidad
comparada con la tincion de rutina de Coomassie blue. La técnica de tincién de plata
fue suministrada por el Dr. Andrew Hemphill, del Instituto de Parasitologia de la

Universidad de Berna, Suiza. El protocolo se encuentra en el Anexo.



47

2.7 Recoleccion de los sobrenadantes de cultivos y tratamientos sobre células BM

Los sobrenadantes de las células esplénicas se recogieron en tubos tipo eppendorf
estériles y se centrifugaron a 10.000 g durante 5 minutos.

Luego, se dividieron en tres alicuotas: una de ellas se utilizé para la prueba sobre
células BM (experimento 2), la segunda para la detecciéon de IFNy con la prueba de
ELISA (experimento 3) y la tercera parte se conservéd a -20 °C. De los sobrenadantes
que se colocarian en cultivos de células BM, una fraccion se concentré con tubos de
celulosa (Viskase Sales Corp, Japén) y polietilenglicol 6000 (PEG 6000) (Merck)
previamente a su utilizacién (protocolo en el Anexo).

En la etapa de prueba, los sobrenadantes se recogieron a las 48 hs. Luego se
probaron diferentes periodos de cultivo: 3, 7 y 10 dias. Para el ensayo sobre las

celulas BM se utilizaron los sobrenadantes recogidos a los 3 y 7 dias de cultivo.

Prueba de los sobrenadantes sobre las células BM

Los sobrenadantes de las CEB (Gl, GF, GS y GC) se colocaron sobre cultivos de
celulas BM de 72 horas, los cuales se desafiaron con taquizoitos de N. caninum. Las
celulas se observaron con microscopio invertido durante la prueba para detectar
cambios en su morfologia.

Para ello, se cultivaron en placas de 24 pocillos (Linbro®, Flow Laboratories, EE.UU)
a las que se les habia colocado previamente en el fondo de los pocillos cubreobjetos

redondos. Cada placa se dividié en igual cantidad de pocillos para cada tratamiento
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y para los controles: sin infectar pero con sobrenadante (controles de sobrenadante)
y sin sobrenadante pero infectados (controles de infeccion).

Los sobrenadantes se prepararon diluyéndolos 1:2 con medio de cultivo
suplementado con 10 % de SFB como se indica en el punto 2.1. Para los controles
de infeccion se utilizé medio de cultivo con 5 % de SFB y 1 % de AA.

Las células se infectaron con taquizoitos de N. caninum obtenidos como se detalla
en el punto 2.3, en una relacion de 1 taquizoito/ 4 células BM, y en presencia de los
sobrenadantes de las CEB.

Los cultivos se realizaron en estufa a 37° C y con 5 % de CO,, hasta que se observo
la presencia de focos de lisis en la monocapa celular, lo que ocurrié entre los cinco y
seis dias de cultivo.

Las ceélulas fueron observadas con microscopio invertido durante todo el
procedimiento.

Se recogieron los cubreobjetos del fondo de los pocillos, se los lavé con PBS, se los
fijd con metanol y se procedio6 a tefirlos con Giemsa. Los cubreobjetos se montaron
iInvertidos en portaobjetos con Balsamo de Canada sintético (BioPack, Argentina).
Luego de la observacion microscopica, se analizaron las areas de lisis con el
programa Image Pro Plus. Se tomaron fotografias de diferentes areas de cada
cubreobjeto a 40 x en microscopio éptico. De cada area se compar6 la superficie
lisada con respecto a la superficie total, obteniendo el porcentaje de area lisada. Se
realizd el procedimiento para los cubreobjetos provenientes de cada tratamiento y

controles.
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Los efectos de los sobrenadantes de cada tratamiento sobre las células BM se

compararon mediante la prueba estadistica de x° (ji- cuadrado), utilizando los

promedios de areas lisadas (programa Epidat 3.1).

2.8 Recoleccion de las CEB

Una vez finalizado el tratamiento, se recogieron las células esplénicas de las placas
correspondientes, previo raspado del fondo de los pocillos, en tubos tipo eppendorf
en forma estéril para la prueba de RT-PCR.

Los cubreobjetos que se habian colocado en las placas de 24 pocillos se levantaron
a los siete dias de la incubacién, se tifieron como se indica en el punto 2.7 y se

observaron al microscopio optico.

2.9 Prueba de RT-PCR

Con el fin de determinar si las CEB sometidas a los diferentes tratamientos
produjeron IFNy, se investigd la presencia de ARN mensajero (ARNm) para esta
citoquina en dichas ceélulas (experimento 4). Se obtuvieron CEB que fueron
cultivadas y sometidas a los mismos tratamientos que se mencionaron en el punto
2.6. A los cuatro y seis dias del cultivo, se recogieron las células despegandolas de
la placa con un raspador y se conservaron en tubos eppendorf estériles, cada uno
con aproximadamente 3 x 10° células. Los tubos fueron centrifugados a 1200 g
durante 5 minutos y el pellet fue resuspendido en buffer de lisis (RNeasy Kit-

QUIAGEN). Las células se lisaron por pasajes por agujas de 20 G y con el buffer de
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lisis provisto y se extrajo el ARN total mediante un equipo comercial (RNeasy Kit-
QUIAGEN), siguiendo las indicaciones del fabricante (protocolo detallado en el
Anexo).

Para la prueba de RT-PCR se utilizé un equipo comercial (QUIAGEN One- Step RT-
PCR kit), el cual tiene incorporadas las enzimas necesarias para la transcripcion: la
Transcriptasa Reversa que actua al principio del programa y con temperatura de 50°
C, y la HotStar Taq DNA Polimerasa que actua a mayor temperatura, inactivandose

la transcriptasa reversa. Se utilizaron en primera instancia los primers descriptos por

Takeda y col. (92) para IFNy bovino, cuya secuencia es:

5-CTGTGGGCTTTTGGGTTTTTCTG-3°
5- CTCTTCCGCTTTCTGAGGTTAGA-3°

Estos primers dan como resultado un amplificado de 426 pb. La compatibilidad de
estos primers incluye en primer lugar IFNy de Bos taurus, y luego otras secuencias
compatibles como IFNy de otros animales y ADN de microorganismos (Gene Bank,
Blast).

Posteriormente, se decidio realizar la prueba de RT-PCR con los primers para IFNy

bovino utilizados por Shafer-Weaver y col. (130) y cuya secuencia es:

S-AGCCAAATTGTCTCCTTCTACTTC-3
5 -CTGACTTCTCTTCCGCTTTCTG-3°

Los primers mencionados dan como resultado un amplificado de 261 pb.

Para la prueba de RT-PCR, se prepar6 el mastermix para cada muestra con 2 ul de

los nucleotidos, 2 ul de la mezcla de enzimas, 0,3 ul de cada primer, 10 ul de buffer,
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2,5 ul de MgCl,, 34,4 1l de agua y 1 ul del ARN extraido y se llevo al termociclador
PCR Sprint (Thermo, Electron Corporation). El programa de ciclado comenz6 con
una temperatura de 50° C durante 30 minutos para realizar la transcripcion reversa.
Luego se aumentd la temperatura a 94° C por 15 minutos activandose la enzima
HotStar Tag DNA Polimerasa e inactivandose la Transcriptasa Reversa. Los ciclos
de amplificacion se fueron modificando en niumero y en la temperatura de alineacion
(annealing), para aumentar la especificidad de la técnica. Se comenzé con 50° C y
en sucesivas pruebas se aumento6 la temperatura de annealing a 54° C y 58° C. El
numero de ciclos se fijo en 40, luego de probar con menor cantidad. Cada ciclo
incluyd un minuto a 94° C para la desnaturalizacion, un minuto a temperatura de
alineacién y un minuto a 72° C para la extension. La amplificacion final se realizé a
72° C durante cinco minutos.

Luego de la RT-PCR, para visualizar los amplificados obtenidos, se corrieron las
muestras en geles de poliacrilamida al 6 %, sembrando agua como control negativo
y los marcadores de pares de bases (LLadder de 50 pb O’range ruler Fermentas y de
100 pb EZload molecular ruler) y se colorearon las bandas de amplificados con la

tincion de nitrato de plata. Los protocolos detallados se encuentran en el Anexo.

2.10 Prueba de ELISA (enzimoinmunoensayo) para IFNy

Para determinar la concentracion de IFNy en los sobrenadantes de las células
esplénicas se utilizaron pruebas de ELISA de captura comerciales especificas para

esta citoquina de origen bovino. En primer lugar, se probé el equipo BioX gamma



52

interferon test kit (BioX, Bélgica). Luego se utilizé otra prueba comercial, Bovigam™
(CSL, Australia). Los fundamentos de ambos equipos son similares.

En ambos casos, se utilizaron los sobrenadantes sin diluir y los testigos positivos y
negativos provistos por el equipo. El protocolo detallado de la prueba se encuentra
en el Anexo. Brevemente, en cada placa donde se hallaban adsorbidos anticuerpos
anti- IFNy, se agregaron 50 ul del diluyente y la misma cantidad de las muestras
(sobrenadantes de CEB GlI, GF, GS y GC) y controles. Se incub6 durante 60 minutos
a temperatura ambiente. Se realizaron seis lavados con la solucién de lavado, se
agregaron 100 ul del conjugado anti- IFNy bovino marcado con la enzima
peroxidasa. Se incubé nuevamente de la misma manera que la vez anterior y se lavo
seis veces. La reaccion se reveld con 100 ul de la solucion del sustrato especifico
para la enzima (H,0O;) y el cromégeno (TMB: 3, 37, 5, 5'- tetrametil bencidina). Se
incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente y se agregaron a cada pocillo 50
ul de la solucion de frenado (0,5 M acido sulfurico). Las densidades O6pticas se
determinaron utilizando un espectrofotbmetro para placas de ELISA (Labsystems
Multiskan MS, Finlandia) con el filtro de 450 nm y se compararon los resultados de
las muestras con los de los testigos para determinar la concentraciéon del IFNy en los
sobrenadantes.

Ademas del ELISA que se realiz6 sobre los sobrenadantes, se incubaron las células
esplénicas directamente en la placa del equipo de ELISA comercial Bovigam™, con
la misma distribucioén de pocillos por tratamiento que en las placas de 96 pocillos de
la figura 2. La incubacion se realizé de la misma manera que en las placas de
cultivos celulares, durante un tiempo de cinco dias. Posteriormente, se realizé en la

misma placa la prueba de ELISA como se describié anteriormente.
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3. Resultados

3.1 Inactivacion de taquizoitos

Como se indic6 anteriormente, se probaron diferentes concentraciones de formol a
37° C sobre taquizoitos vivos de N. caninum, siendo la mas efectiva la del 1 %. La

inactivacion de los taquizoitos se controld con la utilizacion del colorante Azul Tripan.

3.2 Caracterizacion del lisado de taquizoitos por la técnica de SDS-PAGE

En el gel tefido con sales de plata se revelaron bandas proteicas de 116, 94, 69, 66-

67, 65, 37, 30 y 26 kDa.

3.3 Obtencion y cultivo de células esplénicas

Las CEB se mantuvieron en cultivo hasta 10 dias, determinandose su viabilidad con
el colorante Azul Tripan. Se observd que a los siete dias el 100 % de las células en

cultivo estaban vivas, posteriermente fue disminuyendo este porcentaje.

3.4 Experimento 1

En los primeros ensayos se cultivaron las células esplénicas estimuladas con los

diferentes tratamientos durante 48 hs, extendendiendo luego el periodo de cultivo a

3, 7y 10 dias debido a los resultados obtenidos en la prueba de ELISA.
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Cambios en la morfologia celular: A los siete dias de incubacion, se observaron los

cubreobjetos tefidos con Giemsa y se advirtieron las siguientes diferencias entre las

células adheridas al vidrio sometidas a los diferentes tratamientos:

Gl: Se observaron menos de 10 células por campo del microscopio de 100
aumentos. Las células presentaron prolongaciones en su citoplasma vy
algunos taquizoitos en su interior. La morfologia correspondid a la
caracteristica de células activadas, de mayor tamano y con citoplasma
vacuolado. (figura 3)

GF: Se contaron mas de 100 células por campo de 100x, hallandose zonas de
monocapa casi completa. No presentaron morfologia compatible con
activacion celular. (figura 4)

GS: Se observaron, en promedio, alrededor de 40 células aisladas por campo
de 100 aumentos. Presentaron morfologia propia de células activadas, de
gran tamano, con largas prolongaciones y vacuolas citoplasmaticas. (figura 5)
GC: Las células adherentes se presentaron formando una monocapa casi

completa, sin ningun grado de activacién apreciable. (figura 6)
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Figura 3: células esplénicas estimuladas con taquizoitos vivos de Neospora caninum

(Gl) (400 x). Tincion: Giemsa.

Figura 4: céelulas esplénicas estimuladas con taquizoitos inactivados de Neospora

caninum (GF) (400 x). Tincion: Giemsa.
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Figura 5: células esplénicas estimuladas con antigeno realizado con taquizoitos de

Neospora caninum lisados (GS) (400 x). Tincién: Giemsa.

Figura 6: células esplénicas sin estimular (GC) (400 x). Tincion: Giemsa.
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3.5 Experimento 2

En las células BM que recibieron los sobrenadantes concentrados con PEG 6000 no
se observaron diferencias con respecto al crecimiento e infeccion de las células
tratadas con los sobrenadantes sin concentrar.
En las células tratadas con sobrenadantes de CEB de 48 hs y de tres dias de cultivo
no se observaron diferencias en cuanto a la infecciéon con respecto a los controles,
tanto en la observacién de los cultivos con microscopio invertido como en la
observacion de los cubreobjetos redondos tefidos con Giemsa.
Se observaron diferencias en las células BM que recibieron los sobrenadantes de Gl,
GF y GS de siete dias de cultivo con respecto a los controles y entre los diferentes
tratamientos. El porcentaje de las areas de lisis con respecto al area total analizadas
con el programa Image ProPlus fueron:

» Sobrenadantes de Gl 3,66 %

» Sobrenadantes de GF 7,98 %

» Sobrenadantes de GS 10,70 %

» Sobrenadantes de GC 16,67 %
Las células BM no infectadas (controles) tuvieron un 1,68 % de lisis. Las
caracteristicas observadas en las células BM correspondientes a los tratamientos
realizados se pueden observar en las figuras 7, 8, 9 y 10. El analisis estadistico de
los promedios de focos de lisis observados en cada tratamiento por la prueba de ji-
cuadrado de Pearson (programa Epidat 3.1) dio diferencias observadas altamente

significativas entre todos los tratamientos y de cada tratamiento con respecto a los

controles (x*= p <0,0001). Indicado en Tablas 1 a 7.
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Tabla N° 1: Analisis estadistico de las areas de lisis observadas en las células BM

cultivadas con los sobrenadantes de las CEB GI, GF, GS y GC. (*): tratamientos

entre los que se hallaron diferencias significativas

Frecuencias observadas:

Lisis No lisis Total
Gl* 108223 3027462 3135685
GF * 226952 2908733 3135685
GS* 295962 2839723 3135685
GC* 415264 2720421 3135685
Total 1046401 11496339 12542740

Prueba Ji-cuadrado de Pearson:

Ji-cuadrado: 206519,4483 gl: 3 Valor p: 0,0000

Tabla N° 2: Analisis estadistico de las areas de lisis observadas en las células BM
cultivadas con los sobrenadantes de las células esplénicas Gl y GF. (*): tratamientos

entre los que se hallaron diferencias significativas

Frecuencias observadas:

Lisis No lisis Total
Gl* 108223 3027462 3135686
GF * 226953 2908733 3135686
Total 335177 5936195 6271372

Prueba Ji-cuadrado de Pearson: 44431,7905

Valor p: 0,0000
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Tabla N° 3. Analisis estadistico de las areas de lisis observadas en las células BM
cultivadas con los sobrenadantes de las células esplénicas de los tratamientos Gl y

GS. (*): tratamientos entre los que se hallaron diferencias significativas.

Frecuencias observadas:

Lisis No lisis Total
Gl* 108224 3027462 3135686
GS* 226953 2908733 3135686
Total 335177 5936195 6271372

Prueba Ji-cuadrado de Pearson: 44431,7905 Valor p: 0,0000

Tabla N° 4: Analisis estadistico de las areas de lisis observadas en las células BM
cultivadas con los sobrenadantes de las células esplénicas de los tratamientos Gl y

GC. (*): tratamientos entre los que se hallaron diferencias significativas

Frecuencias observadas:

Lisis No lisis Total
Gl* 108224 3027462 3135686
GC* 415264 2720428 3135692
Total 523488 5747890 6271378

Prueba Ji-cuadrado de Pearson: 1964881199

Valor p: 0,0000
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Tabla N° 5: Analisis estadistico de las areas de lisis observadas en las células BM
cultivadas con los sobrenadantes de las células esplénicas GF y GS. (%)

tratamientos entre los que se hallaron diferencias significativas

Frecuencias observadas

Lisis No lisis Total
GF * 226953 2908733 3135686
GS* 295962 2839723 3135685
Total 522915 5748456 6271371

Prueba Ji-cuadrado de Pearson: 9935,5680 Valor p: 0,0000

Tabla N° 6: Analisis estadistico de las areas de lisis observadas en las células BM
cultivadas con los sobrenadantes de las células esplénicas GF y GC. (*):

tratamientos entre los que se hallaron diferencias significativas

Frecuencias observadas

Lisis No lisis Total
GF * 226953 2908733 3135686
GC* 415264 2720422 3135686
Total 642217 5629155 6271372

Prueba Ji-cuadrado de Pearson: 61516,1202

Valor p: 0,0000
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Tabla N° 7: Analisis estadistico de las areas de lisis observadas en las células BM
cultivadas con los sobrenadantes de las células esplénicas GS y GC. (*):

tratamientos entre los que se hallaron diferencias significativas

Frecuencias observadas

Lisis No lisis Total
GS* 295962 2839723 3135685
GC* 415264 2720422 3135686
Total 711226 5560145 6271371

Prueba Ji-cuadrado de Pearson: 22571,6535 Valor p: 0,0000
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Figura 7: monocitos bovinos cultivados con el sobrenadante de las células
esplénicas estimuladas con taquizoitos vivos de Neospora caninum (Gl), y

desafiados con taquizoitos (40 x). Tincion: Giemsa.

Figura 8: monocitos bovinos cultivados con el sobrenadante de las células
esplénicas estimuladas con taquizoitos inactivados de Neospora caninum (GF), y

desafiados con taquizoitos (40 x). Tincion: Giemsa.
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Figura 9: monocitos bovinos cultivados con el sobrenadante de las células
esplénicas estimuladas con taquizoitos de Neospora caninum lisados (GS), y

desafiados con taquizoitos (40 x). Tincion: Giemsa.

Figura 10: monocitos bovinos cultivados con el sobrenadante de las células

esplénicas sin estimular (GC), y desafiados con taquizoitos (40 x). Tincion: Giemsa.
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3.6 Experimento 3: Prueba de ELISA (enzimoinmunoensayo) para IFNy

Con la prueba de ELISA para IFNy bovino se observd una mayor densidad optica

del grupo de sobrenadantes correspondientes a las CEB Gl en relacion con los
sobrenadantes de los tratamientos GS, GF y los controles (GC). Estos resultados se

indican en la tabla 8.

Tabla 8: Deteccion de IFNy por la prueba de ELISA en sobrenadantes de celulas
esplénicas estimuladas con diferentes tratamientos de taquizoitos de Neospora
caninum. El testigo de IFNy provisto por el equipo tiene una concentracién de 0,001

ng/ml con una densidad optica de 1,327.

Muestra: sobrenadantes de los | Densidad 6ptica Concentracion de IFNy
cultivos de células esplénicas con respecto al testigo
Estimuladas con taquizoitos | 0,709 -0,0597987

inactivados (GF)

Estimuladas con lisado de|0,745 -0,0573826

taquizoitos (GS)

Estimuladas con taquizoitos vivos | 1,344 0,0171812

(GI)

Controles (GC) 0,815 -0,0526846
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De acuerdo a estos resultados se aumentd el tiempo de incubacion y la
concentracion de las células estimuladas, pero no se detectaron diferencias en las
densidades 6pticas en los sobrenadantes de los diferentes tratamientos.

No se hallaron diferencias en las densidades opticas cuando se incubaron

directamente las CEB con los tratamientos sobre las placas del equipo de ELISA.

3.7 Experimento 4: RT-PCR para IFNy

En los primeros ensayos, utilizando los primers citados por Takeda y col. (92), se
observaron bandas inespecificas de ADN en todas las muestras provenientes de
CEB con los diferentes tratamientos, luego de la tincion de plata de los geles. Si bien
se aumento la temperatura de annealing no se incrementdé la especificidad.

Utilizando el par de primers citados por Shafer-Weaver y col. (130) en la RT-PCR, se
revelaron bandas especificas para ADN de IFNy de 261 pb en las calles de los geles
correspondientes a los amplificados de las CEB en los grupos Gl (estimuladas con
taquizoitos vivos) y GS (estimuladas con lisado de taquizoitos). Estas células
provenian de los cultivos de seis dias.

En las calles correspondientes a las muestras de CEB GF (estimuladas con
taquizoitos inactivados) y GC (controles), asi como en las que se colocé agua como
control, no se observaron bandas. Estos resultados se pueden observar en la figura

11.
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Figura 11: corrida electroforética de los amplificados para interfferbn gamma
obtenidos por RT-PCR de las células esplénicas. I. células estimuladas con
taquizoitos vivos. F: estimuladas con taquizoitos inactivados. S: estimuladas con

taquizoitos lisados. C: controles sin estimular. MR: marcador de pares de bases.

Tincidon con sales de plata.
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4. Discusion y Conclusiones

En el presente trabajo se realizaron pruebas in vitro en células esplénicas bovinas

de animales no infectados, para evaluar con este modelo la respuesta inmune
celular y la produccion IFNy. En otros trabajos las pruebas de produccion de IFNy se
realizaron con células periféricas de bovinos o esplénicas de ratones, previamente
iInmunizados (32, 46, 93, 96, 97, 98, 102).

En la prueba RT-PCR utilizada para la deteccion de ARNm de IFNy, se comprobo
que tanto las células estimuladas con los lisados de taquizoitos de N. caninum como
las células controles infectadas produjeron IFNy. Se observd la activacion de las
células adherentes del bazo con ambos tratamientos. Los taquizoitos inactivados no
iIndujeron la produccion de IFNy y no activaron a las células macrofagicas.

Los sobrenadantes de los cultivos de las células estimuladas con los taquizoitos
vivos, sonicados e inactivados limitaron la multiplicacion de N. caninum en los
cultivos de monocitos bovinos. El analisis estadistico demostré diferencias
significativas entre los tratamientos en relacion al area de lisis observada, siendo
efectivos tanto los taquizoitos sonicados como los inactivados.

La proteccion conferida por el sobrenadante de las células estimuladas por el
antigeno lisado sobre las células BM estaria relacionada con la presencia de IFNy, el
que fue producido entre los dias 4 y 7 posteriores al tratamiento. El tiempo de cultivo
fue importante para obtener una mejor produccién de IFNy, ya que en los trabajos
realizados por Williams y col. y por Andrianarivo y col. utilizando células bovinas, y
por Khan con esplenocitos de ratones, se produjo IFNy entre los dias 2 y 5 de la

infeccion (46, 97, 98, 102). Esta diferencia podria relacionarse con el estimulo
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antigénico previo recibido por los animales, de los cuales provenian las células
utilizadas en estos trabajos.

Con la prueba de ELISA en los sobrenadantes de cultivo no se detecté IFNy lo que
se deberia a una baja sensibilidad de la prueba para este modelo in vitro, el cual
utiliza células que no habian tenido contacto previo con el antigeno. Sin embargo, en
experiencias previas se detectd IFNy utilizando esta prueba, pero las ceélulas
estimuladas provenian de animales previamente inmunizados (46, 97, 98). La falta
de estimulacién celular anterior al cultivo podria ser la responsable de la no
detecciéon de IFNy en el sistema utilizado en este trabajo.

Una vacuna efectiva contra N. caninum deberia estimular tanto la inmunidad innata
como la adaptativa, y dentro de ésta, tanto la respuesta inmune celular como
humoral. Debido a la complejidad estructural y biolégica de Neospora caninum, la
presencia de inmundégenos del parasito en una vacuna que estimularan la inmunidad
mediada por células favoreceria la proteccion.

Hasta el momento, la Unica vacuna para N. caninum que se utiliza en algunos paises
incluye taquizoitos inactivados y el adyuvante Havlogen. Si bien esta vacuna ha
demostrado ser segura para ser usada en animales sanos (127), en pruebas de
campo solo se ha logrado una reduccién en el numero de abortos, siendo la eficacia
calculada de la vacuna de 46 % (128). Durante el desarrollo de este trabajo se ha
demostrado que los taquizoitos de N. caninum inactivados no producen adecuada
activacién in vitro de las células inmunes adherentes del bazo, ni estimulan la
produccion de IFNy. En estudios realizados con T. gondii se comprob6é que los

parasitos inactivados no incrementaban la expresion de moléculas de coestimulo (B

7) en las células dendriticas, que son necesarias para la producciéon de IFNy por los
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linfocitos T (88). Esto podria relacionarse con los resultados obtenidos en el presente

trabajo.

De acuerdo a los resultados, el antigeno elaborado con taquizoitos lisados
vehiculizado con un adyuvante adecuado (liposomas, iscoms) que colabore con el
procesamiento antigénico, podria ser una alternativa en la investigacion de

preparados biolégicos para disefar estrategias de prevencion e inmunoprofilaxis en

la neosporosis bovina.

Conclusiones

- Los taquizoitos vivos y lisados activaron a las células adherentes del bazo.

- Con la prueba de RT-PCR para la deteccion de ARNm de IFNy se comprobé que
las células esplénicas estimuladas con taquizoitos vivos y las estimuladas con los
lisados produjeron IFNy, no asi las estimuladas con los taquizoitos inactivados.

- Las areas de lisis producidas por el desafio con N. caninum observadas en los
cultivos de monocitos bovinos tratados con sobrenadantes de los grupos
experimentales mostraron diferencias significativas; fueron efectivos tanto los
taquizoitos lisados como los formolados.

- Este tipo de proteccion estaria relacionada con la presencia de IFNy en los

sobrenadantes.
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ANEXO: TECNICAS UTILIZADAS

Prueba de Inmunofluorescencia indirecta para Neospora caninum

Solucion buffer de fosfatos (P.B.S.)

Solucion madre:
Sodium chloride....... (NaCl)........oooooo 40 g
Potassium chloride...(KCI)........................ 19
Di-sodium hidrogen phosphate..(Na;HPOy)....... 9,75 ¢
Potassium di-hidrogen phosphate..(KH,PO,)....... 19
Aguadestilada...................... 500 ml

Solucion de trabajo: utilizar la solucibn madre diluida 1:10 en agua destilada. El pH

final sera de 7,2.

Solucion buffer de carbonatos ( Rinse buffer)

Solucion madre:

NagCO3....ooiiiee 1149
NaHCO3. ... 33,6 @
NaCl......... 85¢g
HoO destilada.......................ccoe cs.p. 11

El pH es de 9.

Solucion de trabajo: diluir la solucibn madre en agua destilada en proporcion de 1: 4.
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Antigeno:
Colectar los parasitos, lavarlos en PBS y llevarlos a una concentracion de 10 x 10°%/

ml. Colocarlos en los portaobjetos y fijarlos. Conservar a -20° C.

Procedimiento.

- Diluir el suero problema y los sueros controles positivos y negativos con PBS

- Incubar el antigeno con el suero problema y los controles a 37° C durante 30
minutos en camara humeda.

- Realizar un solo lavado de 10 minutos con solucién buffer de carbonatos, pH 9, en
agitador.

- Incubar con el conjugado anti- Ig G bovina marcada con fluoresceina, 30 minutos a
37° C, en camara humeda.

- Lavar una vez con buffer de carbonatos durante 10 minutos y con agitacion.

- Montar con glicerina al 50 % en buffer de carbonatos.

- Observar con microscopio de fluorescencia.

Prueba de Anqus y Barton (BPA) para brucelosis bovina

Antigeno de BPA( cepa 1119/3 de Brucella abortus, vol.celular 11%, pH 3,63)

Procedimiento.

- Colocar sobre el vidrio del aglutinoscopio 0,08 ml de suero
- Agregar 0,03 ml de antigeno

- Homogeneizar, rotar.

- Incubar en aglutinoscopio con luz apagada 5 minutos
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- Rotar

- Leer a los 8 minutos, rotando la placa, con luz encendida.
Lectura:

Positivo: Presencia de grumos

Negativo: Ausencia de grumos

Cultivo de células

Materiales utilizados: Medio RPMI 1640 con glutamina, suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB) para crecimiento o 3% SFB para mantenimiento y con 1 %
de antibibtico (penicilina- estreptomicina) y antimicético (anfotericina B).

RPMI 1640: marca PAA (1 x) N° Catalogo E15-840.

Suero equino (SE) (para preparacion de antigeno para IFl, al 10 %): marca PAA N°
Catalogo B15-023.

Suero fetal bovino libre de anticuerpos para Neospora caninum. marca PAA N°
Catalogo A15-042.

Tripsina-EDTA (10x). PAA N° Catalogo L11-003.

Solucién antibiotico-antimicotico (100x): PAA N° Catalogo P11-002.

Botellitas de cultivo: marca CELLSTAR Tissue Culture Flask, 50 ml, 25 cm?

estériles. N° Catalogo: 690 170.

Procedimiento

1- Eliminar el medio de la botella de 25 cm? a tripsinar, donde la monocapa esta

completamente formada.
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2- Agregar PBS pH 7,2 y enjuagar

3- Eliminar el PBS.

4- Agregar 2,7 ml de PBS y 0,3 ml de Tripsina- EDTA sol. 10 x (5 g de tripsina/l
1:250, 2g EDTA/I) e incubar a 37° 30 min.

5- Una vez desprendidas las células completar hasta 5 ml con RPMI.

6- Colocar 1 ml de esa suspension en cada nueva botella de cultivo con 5 ml de
medio con 10 % de SFB colocado previamente.

7- Incubar a 37° bajo una atmosfera con 5 % de CO,

8- Las ceélulas deben multiplicarse una vez por semana. En dos a cinco dias puede

estar formada la monocapa.

Electroforesis en geles de poliacrilamida ( SDS-PAGE)

Soluciones stock
Todas las soluciones se preparan con agua tridestilada.

A) Acrilamida- Bisacrilamida ( 30-08)

Acrilamida 3049
Bis 0,8g

Agua c.s.p. 100 ml

B) Buffer Tris-CIH 1.5 M pH 8.8

Tris 18,15 ¢
HClc.s.p. pH 8,8

Aguac.s.p. 100 mi
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Disolver el Tris en la mitad del volumen final de agua. Ajustar el pH con CIH puro,

retirar el iman y completar el nivel de agua indicado. Enfrascar en frascos rotulados y

guardar a 4°C.

C) Buffer Tris-CIH0,5 M pH 6.8

Tris 39

CIHc.s.p. pH6,8

Agua c.s.p. 50 ml
Disolver el Tris en la mitad del volumen final de agua en un erlenmeyer o vaso de
precipitado con iman. Ajustar el pH al valor indicado, retirar el iman y completar el

volumen con agua. Guardar en frasco rotulado a 4° C.

D) SDS al 10 %

Disolver 10 g de SDS en 50 ml de agua en erlenmeyer con agitacion, y si es
necesario en Bano Maria a 50° C aproximadamente. Completar el volumen con

agua. Guardar en frasco color caramelo a temperatura ambiente.

E) APS al 1%

Se prepara en el momento de usar.
Se ponen 100 mg de Persulfato de Amonio en 1 ml de agua.

La droga pura se guarda en heladera.

F) Buffer para reservorios de corrida, concentracion 10x




Tris 30,29
Glicina 144 g

Agua c.s.p. 1000 mi

Buffer de uso en la electroforesis:

100 ml + 10 ml SDS + agua c.s.p. 1000 ml

G) Azul de bromofenol 0,10 %

10 mg de la droga en 10 ml de agua

H) Buffer de muestra ( S. B.)

Para condiciones reducidas:

Tris-CIH1 M pH 6,8 6,25 ml
SDS 2,39
2- mercaptoetanol omi
Glicerina 10 ml
Azul de Bromofenol 0,3 % 1 ml
Agua destilada c.s.p. 50 ml

Técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida ( SDS- PAGE)

98
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Los vidrios a utilizar deben estar perfectamente limpios y desengrasados. Se colocan
los espaciadores entre los vidrios y se ajustan con broches, cuidando de que queden

bien sujetados para que no se escurra la solucién de polacrilamida.

A) Gel de corrida o resolving gel

Se puede aplicar en diferentes concentraciones segun el tamafo de la molécula a

correr. Para Neospora caninum se utiliza al 12 0 12,5 %.

125 %
Acrilamida-bis ( 30-08) 12,5 ml
Tris- CIH pH 8,8 7,5 ml
Agua 9,5ml
TEMED 20 pl
SDS 10% 0,3 ml
APS 0,2 ml

La mezcla se prepara en un vaso de precipitado con iman y se agita suavemente en
los distintos pasos. La mezcla se vuelca con mucho cuidado entre las placas y se
coloca suavemente con jeringa entre las placas agua destilada para favorecer la
polimerizacién. Las cantidades de TEMED y APS pueden variar si no se logra una
polimerizacion adecuada en un tiempo aproximado de 20 o 30 minutos. Se deja
polimerizar a temperatura ambiente, si es invierno o el clima esta frio colocar las

placas en estufa a 37° C para favorecer la polimerizacion.
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B) Gel de siembra o stocking- gel

Se puede usar al 4 0 5 %. En este trabajo se utilizé al 4 %.

Acrilamida-bis 0,66 ml
( 30-08)

Tris- CIH pH 6,8 1,25 ml
Agua 3 mi
TEMED S ul
SDS 10% 0,05 ml
APS 0,05 ml

Se vuelca el agua de la placa, se enjuaga con pipeta Pasteur la superficie del gel de
corrida (usando gel concentrador), inmediatamente se vuelca el gel concentrador
sobre el de corrida hasta casi el borde de la placa. Se coloca el peine con cuidado
de no formar burbujas. Se deja a temperatura ambiente y si es posible con luz

directa para facilitar la polimerizacion.

C) Se retira el peine y se enjuaga la superficie de las cavidades con el buffer de
reservorios, luego se colocan las placas en el aparato de electroforesis, se sujetan y
se completan los reservorios con el buffer.

Sembrar las muestras en cantidad apropiada de 15- 20 pul por calle.

Sembrar el marcador de peso molecular: 5 ul por calle

Realizar la corrida: se corre 60 min. a 50 mA de corriente constante,

aproximadamente. Si se necesita se puede dar mas tiempo de corrida.
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Tincion de plata para geles

Soluciones stock:

1) Fijador: 30 % ( v/v) etanol, 10 % ( v/v) acido acetico, completar con agua
tridestilada.

2) Reductor: buffer de Tiosulfato.
A 300 ml de etanol ( 96 % p.A. grado), agregar 650 ml de agua tridestilada y 2,5
ml de acetato de sodio 4 M.
Ajustar el pH a 6 con acido acético glacial y llevar a 1 litro con agua tridestilada.

Guardar a 4°C.
Antes de usar: agregar 100 mg de tiosulfato de sodio a 100 ml de buffer
Tiosulfato.

3) Nitrato de plata:

Preparar una solucién 0,1 % ( p/v) de AgNO3 en agua tridestilada.
Antes del uso ( 10 minutos) agregar 25 ul de formaldehido a 100 ml de la

solucién de plata.
4) Revelador:

Preparar una solucion al 2,5 % ( p/v) de Na,CO3 y agregar cada 100 ml de esta
solucién 50 ul de formaldehido.

El revelador debe ser hecho directamente antes del uso, pero una solucién stock

al 12,5 % de Na,CO; puede ser guardada a temperatura ambiente.

Procedimiento:
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Incubar los geles a tedir con:

- Fijador: dos cambios de 15 minutos cada uno. Lavar con agua tridestilada.

- Reductor: 30 minutos, en agitacion.

- Agua tridestilada: tres lavados de 10 minutos cada uno, en agitacion.

- Solucion de Nitrato de plata: 30 minutos en agitacion.

- Rapidamente, enjuagar el gel en agua y luego realiza dos cambios del revelador.

- Revelador: 2 minutos. Vigilar la aparicion del color.

- Detener la reaccién con el agregado de acido acético glacial a una concentracion
final de 1 % ( 0,5 ml/ 50 ml). Mezclar por 5 minutos.

- Lavar 3 veces con agua tridestilada de 5 minutos cada una.

Concentracion de proteinas mediante tubos de celulosa

Se utilizd el tubo N° 8/32 (Viskase Sales Corp.).

- Cortar el tubo del largo adecuado y prepararlo hirviéndolo 5 minutos en una
solucion de EDTA 5mM y Bicarbonato de sodio 200 mM.

- Lavarlo con agua destilada y hervir nuevamente con la misma solucién, 5 minutos.

- Atar un extremo del tubo con hilo de algodén, rellenarlo con la solucion a
concentrar y atar el otro extremo.

- Colocar el tubo en un recipiente que contenga Polietilenglicol 6000 y taparlo con
este.

- Esperar hasta lograr el volumen deseado, vigilar constantemente porque es un

procedimiento muy rapido
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Medicion de la concentracidon proteica del lisado de taquizoitos (Bio-Rad

protein assay)

1- Preparar tres a cinco diluciones del testigo (albumina bovina)

2- Poner en los pocillos de la microplaca 160 pl de cada dilucion del testigo y de las
muestras.

3- Agregar 40 ul del reactivo a cada pocillo. Mezclar por agitacién o por pipeteo.

4- Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se puede extender la
Incubacion, pero no se debe pasar mas de una hora.

5- Medir la densidad 6ptica de los pocillos en un lector de ELISA a 595 nm.

Prueba de ELISA para IFNy bovino (BOVIGAM™, CLS, Australia)

Preparacion de reactivos:

- Placas: dejar 30 minutos a temperatura ambiente las tiritas que se vayan a usar,
el resto guardarlas en heladera con el desecante.

- Controles: guardara 2 a 8 °C.

- Diluyente verde: llevar a temperatura ambiente y mezclar bien.

- Conjugado (100 X): reconstituir con agua destilada, mezclar con cuidado vy
mantener a 2 a 8 °C. Usar dentro de los tres meses de reconstituido.

- Diluyente azul (concentrado 5 X): llevar a temperatura ambiente y mezclar bien.
Preparar mezclando 1 parte del diluyente con 4 partes de agua destilada. Puede

guardarse hasta 3 meses a2 a8 °C.
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- Preparar la solucién de trabajo con el conjugado 100 X. Usar dentro de los 5

minutos y descartar lo que no se use.

Para diluir el conjugado o el cromégeno: por cada tirita de la placa:10 pl de

conjugado 100 X o cromoégeno 100 X + 1 ml de diluyente azul o buffer de sustrato

de enzima

- Buffer de lavado: agregar 1 parte de buffer a 19 partes de agua destilada.

Mezclar bien, disolver si tiene cristales a 37° C. Puede guardarse la solucidn

preparadaa 2 a 8 °C.

- Soluciéon de enzima- sustrato: llevar a temperatura ambiente el buffer de enzima y

la solucion de cromoégeno 100 X. Preparar la solucibn como se indica

anteriormente. Una vez preparada debe mezclarse bien y no debe tener color.

Usar dentro de los 10 minutos de la preparacién.

Procedimiento:

1.

2.

Equilibrar a temperatura ambiente los reactivos y la placa.

Agregar 50 pl de diluyente verde a los pocillos a usar.

Agregar 50 pl de muestras y controles a los pocillos que contienen diluyente
verde. Los controles deben ser agregados después de las muestras. Mezclar
por pipeteo 5 veces 0 1 minuto en un vortex o shaker.

Cubrir cada placa con una tapa e incubar a temperatura ambiente por 60
minutos.

Descartar el contenido y lavar 6 veces a temperatura ambiente. Poner sobre

papel absorbente para sacar todo el buffer remanente.
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6. Agregar 100 pl de conjugado recién preparado, diluido en el diluyente azul.
Mezclar como en el paso 3.

7. Cubrir e incubar como en el paso 4, 60 minutos.

8. Lavar como en el paso 5. La solucién de enzima-sustrato es mejor prepararla
después de este paso.

9. Agregar 100 pl de solucion de enzima- sustrato a los pocillos. Mezclar como
en el paso 3.

10. Cubrir e incubar como en el paso 4, 30 minutos. Proteger de la luz directa.

11.Agregar 50 pl de solucion stop de enzima a cada pocillo. Mezclar
cuidadosamente.

12.Leer la absorbancia dentro de los 5 minutos de terminada la reacciéon, usando

un filtro de 450 nm.

Rango aceptable:

Control negativo: < 0.130. Los replicados del control negativo no deben variar mas
que en 0.040
Control positivo: > 0.700. Los replicados del control positivo no deben desviarse mas

que el 30 % de su promedio de absorbancia.

Coloracion de Giemsa

- Fijar el extendido con metanol durante 5 min.
- Dejar secar en posicién vertical.

- Cubrir el preparado con la solucién de Giemsa 1/ 10 en buffer de Sorensen.
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- Dejar colorear durante 15 min.
- Enjuagar con agua destilada y dejar secar.

- Montar y observar.

Solucion buffer de Sorensen

Solucion A:
Fosfato monopotasiCo............coccooeiiiiiiiiiiii 9,078 g
Agua bidestilada............c..coo 1 litro
Solucion B:
Fosfato disoédico anhidro............coooviniii. 9,476 ¢
Agua bidestilada......................coo 1 litro

En el momento de utilizar el buffer mezclar 4 partes de la solucion A con 6 partes de

la solucién B, ésta es la solucién de trabajo.

Protocolo de extraccion de ARN de células animales (RNeasy QIAGEN Kkit)

- No utilizar mas de 1 x 10’ células/ mi

- Centrifugar las células y agregar al pellet 350 pl de buffer de lisis (RLT)

- Homogeneizar la muestra pasandola a través de agujas de 20G, al menos cinco
veces.

- Agregar 350 ul de etanol 70 % y mezclar por pipeteado.

- Aplicar 700 pl del homogeneizado en una columna de RNeasy dispuesta en un

tubo colector.
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Centrifugar 15 segundos a 10.000 rpm. Descartar el liquido filtrado del tubo
colector.

Agregar 700 pl de buffer RW1 a la columna.

Centrifugar 15 segundos a 10.000 rpm para lavar la columna.

Descartar el liquido filtrado y el tubo colector.

Transferir la columna en un tubo colector nuevo. Agregar 500 pl de buffer RPE en
la columna.

Centrifugar por 15 segundos a 10.000 rpm para lavar la columna. Descartar el
liquido filtrado.

Agregar otros 500 pl de buffer RPE en la columna.

Centrifugar 2 minutos a 10.000 rpm.

Para eluir, transferir la columna a un nuevo tubo colector. Agregar 30 a 50 pl de
agua libre de ARNasa directamente sobre la membrana de la olumna.
Centrifugar 1 minuto a 10.000 rpm.

Si el volumen de ARN es menor a 30 ug, repetir los ultimos dos pasos.

Protocolo de PCR

Preparacion del Master Mix, por muestra de ARN:

Agua.................ol 34,4 ul
Buffer........................... 10 pi
MaCla.............. 2,5 ul
dNTP’s.......................... 2 ul
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Primer2......................... 0,3 ul
Mezcla de enzimas............. 2 ul
Muestra......................... 1 pl

Multiplicar el volumen de cada componente por el numero de muestras a procesar.
Realizar la mezcla en un tubo (Mastermix). Mantener y preparar todas las soluciones
sobre hielo hasta cargar el termociclador. Fraccionar el Mastermix en microtubos de

0,2 ml a razén de 23 pl por microtubo en la habitacién de Mastermix.

Geles de Poliacrilamida al 6 %
Agua destilada 9 ml
TBE 5X 3 ml
Poliacrilamida 30% (19-1) 3 ml
APS 10% 150l

TEMED 154l

Con los 15 ml preparados es suficiente para formar 2 geles.

TBE 5X

54 gr de Tris base

27,5 gr de Acido Bérico

20 ml de EDTA 0.5 M (PH=8) se prepara con 3,72 gr EDTA 2Na y c.s.p. 20 ml agua
destilada.

Completar hasta 1 litro con agua destilada.
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Poliacrilamida al 30% (19-1)
28,43 gr de Acrilamida
1,57 gr de bisacrilamida

Agua destilada cantidad suficiente para 100 ml.

Siembra y corrida electroforética de los geles

Para la siembra se colocan en cada pocillo del gel 5 o0 6 ul de solucidn compuesta
del amplificado de ADN (4 o 5 ul) y 1 ul de Buffer de muestra. Si se usa el Buffer 6 X
orange Loading Dye Solution (Fermentas), se prepara una gota de 5ul del
amplificado de ADN con 1ul del buffer. Si se usa el Nucleic Acid Sample Loading
Buffer 5 X (Bio-Rad) se mezclan 4 pl de ADN con 1ul del buffer.

Se deben colocar controles negativos como asi también los marcadores de peso
molecular (Ladder de 50 pb O’range ruler Fermentas y de 100 pb EZload molecular
ruler, se colocan Sul de los marcadores).

Realizar la corrida a 150 V durante aprox. 45 minutos a temperatura ambiente. Para
la corrida, llenar la cuba con buffer TBE 1 x (diluir 1 en 4 el buffer TBE 5 x). Controlar

durante la corrida que el buffer siempre cubra los geles.

Tincion con nitrato de plata

1- Sumergir el gel en el fijador durante 10 minutos (puede ser mas).

2- Sumergir en acido nitrico (HNO3) 1 % durante 3 minutos.
3- Lavar 2 veces con agua bidestilada.

4

Poner el gel en solucién de tincién durante 20 minutos.



