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RESUMEN

Neospora caninum es un parasito identificado como una de las principales causas de aborto en ganado bovino y de
enfermedad neurolégica en diversas especies animales. Esta intimamente relacionado a Toxoplasma gondii, con guien
comparte la habilidad de persistir indefinidamente, en estado latente y dentro del hospedero, formando quistes tisulares
con bradizoitos de lenta division. Aqui comparamos diferentes metodos para inducir la conversion in vitro de los bradi-
zoitos, usando células MARC-145 infectadas con el aislado Me-Liverpool. La tasa de conversion taguizoito-bradizoito
fue monitorizada a los dias 3, 5 y 7 post-estrés en un ensayo de doble inmunofluorescencia, usando un anticuerpo mo-
noclonal frente al antigeno superficial de taquizoito SAG1, y el suero policlonal de conejo dirigido contra el antigeno
intracitoplasmatico de bradizoito BAG1. El tratamiento durante 7 dias con nitroprusiato sddico 70 pM, produjo la mejor
tasa de transformacion a bradizoito y la mayor cantidad de vacuolas parasitdéforas totales observadas. Presentamos un
método alternativo, mas venatjoso y simplificado de produccion de bradizoitos de N. caninum, usando un sistema de
cultivo celular estable y de facil manejo, con una prometedora capacidad de purificacion del parasito.
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ABSTRACT

Neospora caninum is a parasite identified as a major cause of abortion in cattle and neurclogical disease in various
animal species. It is closely related to Toxoplasma gondii, sharing the ability to persist indefinitely in latent stage within
the host as a tissue cyst containing slow-dividing bradyzoites. Here we compared different stress methods to induce in
vitro bradyzoite conversion, using MARC-145 cells infected with Ne-Liverpool isolate. The tachyzoite-to-bradyzoite
conversion rate was monitored at days 3, 5, and 7 post-stress in a double-immunoflucrescence assay using a mAb
against the tachyzoite antigen SAG1 (aSAG1) and a rabbit serum directed to the intracytoplasmatic bradyzoite antigen
BAG1 (aBAG1). Seven-day treatment with sodium nitroprusside 70 pM, offered the highest bradyzoite transformation
rate and the best yield of total parasitophorous vacuoles observed. In the present work, we introduce an alternative,
simplified and more advantageous method for bradyzoite production of N. caninum, using a reliable cell culture system
easy to handle and with promising capacity of parasite purification.
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INTRODUCCION

Neospora caninum es un protozoario
apicomplexa capaz de parasitar un
amplio rango de mamiferos y que
adguiere importancia mundial al iden-
tificarsele como causa de abortos en
el ganado bovino. La neosporosis
puede afectar a perros, que desarro-
llan una sintomatologia caracterizada
por polimiositis, encefalitis y paralisis
ascendente hasta la muerte (Lindsay
y Dubey, 1989; Buxton et al., 2002),
N. caninum posee un ciclo bioldgico
gue incluye tres diferentes estadios:
el esporozoito, que dentro de los oo-
guistes expulsados en las heces del
hospedador definitivo puede infectar
al hospedador intermediario a traveés
de su ingestion; el taquizoito, que se
divide y disemina rapidamente a tra-
ves de los tejidos del hospedador, y
el bradizoito, que se mantiene latente
en quistes tisulares hasta su reactiva-
cion (Antony y Williamson, 2001; Bux-
ton et al., 2002).

La via de transmisién de la neosporo-
sis puede ser horizontal o vertical. La
via transplacentaria es su principal
forma de transmision en vacas, sien-
do responsable de abortos repetidos
y del nacimiento de animales infecta-
dos congénitamente (Anderson et al.,
2000). Aungue aun no han sido es-
clarecidos los mecanismos para la
reactivacion de bradizoitos y la recru-
descencia de la infeccion en animales
con infeccidn subclinica, parece ser
gue puede verse influenciada por va-
rios factores incluyendo la virulencia
del parasito y las caracteristicas ge-
neticas del hospedador (McAllister y
Latham, 2002).

A la fecha, la induccién de conversion
in vitro de taquizoito a bradizoito y
viceversa en T. gondii ¥ los mecanis-
mas implicados en ello se han estu-
diado ampliamente (Lyons et al,
2002), utilizando wariados métodos
inductores de estrés (Bohne et al,
1994; Soete et al., 1994 Kirkman et

al., 2001; Weiss et al., 1998; Yahiaoui
et al., 1999). Mientras tanto, varios
estudios han demostrado que algu-
nos aislados de M. caninum también
pueden inducirse para expresar anti-
genos especificos de bradizoito
(Weiss et al., 1999), y que su diferen-
ciacién podria estar influenciada per
el tiempo de cultive bajo condiciones
estresantes, aungue no con la misma
eficiencia de T. gondii.

El presente estudio compara y evalla
la capacidad de diversos agentes
estresantes para inducir la conversién
a bradizoito, presentando un método
alternativo para la produccion in vitro
de bradizoitos de N. caninum, lo que
permitird el desarrollo posterior de
metodos diagnasticos y profilacticos
basados en proteinas especificas de
estadio del parasito, a fin de analizar
aspectos relacionados con la neospo-
rosis aguda y cronica.
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MATERIAL Y METODOS
a. Cultivo celular y parasito

Se ensayo preliminarmente el uso de
las lineas celulares Vero, de rinon de
mono adulto, CHO, de ovario de
hamster chino, C 69 de tumor glial
de rata, y MARC-145, clon de MA104
de rifion fetal de mono (Kim et al.,
1993). Se escogieron las celulas
MARC-145 para este experimento y
se mantuvieron en DMEM suplemen-
tado con 10% de suero fetal bovino,
incubandosele a 37°C y 5% CO2 has-
ta su confluencia,

Se selecciond el aislado Ne-Liverpool
(Ne-Liv) de N. caninum (Barber et al.,
1995) por su mejor habilidad para
diferenciarse a bradizoito.

b. Anticuerpos y conjugados

Para determinar la conversion in vitro
de taquizoito a bradizoito, se uso el
anticuerpo  monaclonal Ncmab-4,
frente al antigeno superficial de tagui-
zoito McSAG1 (aSAG1) (Bjorkman
and Hemphill, 1998) a una dilucion de
1:150, mientras gue el suero policlo-
nal anti recombinante BAG1 de T.
gondii (aBAG1), que reacciona frente
al antigeno intracitoplasmatico  de
bradizoito BAG1 de N. caninum
(McAllister et al., 1996) se usé a la
dilucion de 1:100. Ademas, se confir-
mo el proceso de maduracion de es-
tructuras analogas a la pared quistica
utilizando el mAb CC2 que reacciona
frente a bradizoitos de T. gondii
(Gross et al., 1995) diluido a 1:100 y
asociado a aBAG1.

Como conjugados, se usaron ague-
llos anti-lgG de ratdén o de congjo
-segun correspondiera- asociados a
TRITC o a FITC para permitir una
daoble inmunofluorescencia.

c. Induccion In vitro de conversion de
estadio

Las células se sembraron &n placas
de 24 pocillos con cristales cubreob-
jetos, se infectaron a las 24 horas con
taquizoitos de MNe-Liv a una dosis de
2:1. Pasadas otras 24 horas se cam-
bid e medio con o sin tratamiento,
reemplazandosele diariamente. Como
tratamientos estresantes se utilizaron:
1) Nitroprusiato sédico (SNP) 50uM,
70uM o 100uM; 2) Forskolin 10uM; 3)
Incubacion axénica del parasito a 37°
C and 5% CO2, 15 horas antes de la
infeccién de las células (BIM,
Yahiaoui et al.,, 1999); 4) Tratamiento
de los parasitos con SNP 100uM. 2
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horas antes de la infeccién, para lue-
go mantener el estrés en el cultivo
infectado con SMP 50uM; y 5) Au-
mento del pH del medio de cultivo
{pH 8.1). Cultivos celulares infectados
con medio a pH 7.2 o suplementado
con DMSO 0.1% sirvieron de contro-
les.

Se fijaron los cubrecbjetos al 3°, 5%
7%y 97 dia post-estrés. Los parasitos
gue expresaban solo SAG1 se consi-
deraron como taquizoitos, mientras
gue aquellos gue expresaban tanto
SAG1 como BAG1 se designaron
como bradizoitos intermedios (Tunev
et al.,, 2002). Aguellos parasitos que
expresaban solo BAG1 se les consi-
deraron bradizoitos puros. La tasa de
conversion se calculd en porcentajes
de vacuolas positivas a BAG1. Los
valores obtenidos se compararon
usando AMOWA unifactorial y el test
de rangos multiples de Duncan.

La conversién a bradizoito y la forma-
cion de la pared quistica se confirmd
mediante microscopia electrénica
utilizando células MARC 145 infecta-
das y estresadas con SNP 70 mM

durante 7 dias,

RESULTADOS

Luego de identificar las células
MARC-145 como las que mejor so-
portaban la infeccion mas el estrés
del tratamiento, se intentd prolongar
el cultivo logrando su mantenimiento
hasta el dia 7 post-estrés,

La tasa de transformacién se incre-
mentd en el tiempo en casi todos los
casos, observando conversion desde
el dia 3 post-estrés, con los mejores
porcentajes al dia 7 para la mayoria
de tratamientos estudiados (Tabla 1).
Al dia 3 se weian principalmente va-
cuolas parasitoforas grandes oSAG1-
positivas exhibiendo en algunas de
ellas una mezcla de taquizoitos y bra-
dizoitos intermedios. Al dia 7 post-
estres ya se encontraron vacuolas
pequefias con bradizoitos puros. Se
observé que en estadios tempranos
de conversion, CCZ2 reaccionaba con
antigenos ubicados intravacuolar-
mente en muchas vacuolas, con poco
reconocimiento de aBAGT, mas tar-

Tabla |. Comparacidn de tratamientos para la produccion in vitre de bradizoitos de Neospora cani-

FILT

Total vacuolas

Vacuolas con bradizoitos Vacuolas con bradizoitos

Tratamiento® Dia (media) intermedios + puros puros
{media % * ES) {media % * ES)
pH 7.2 3 21 2107 0.2x0.2
5 150 38209 01204
7 251 106+ 3.2 0.8+0.4
DMS0 3 an 1.8+0.8 0.0£0.0
5 182 4.4%13 0.0+0.0
T 178 7.2+15 05+0.3
SNPsy 3 122 253 3.7 D4x0.4
5 132 356+ 511 1.2+0.2
7 159 457+ 5.7t 32x14
GNP 3 109 284143 01204
5 115 42.7 + 461 0E6+03
7 B4 58.1+ 1071 B.8+29
SNPy 3 101 171+ 3.7 0.0£0.0
5 68 52.0 567 15206
7 19 40.9 + 1361 4.1+1.7
SMNPy s 3 T NE6LTH 02+02
5 &1 57.8+ 106t 0.7+0.4
7 45 56.8 £ 4.81 0.0+0.0
BIM 3 117 148+ 38 0.0£0.0
5 220 11.8£29 0.0+0.0
7 121 13.0+4.3 0.0+ 0.0
pH 8.1 3 73 28,1+ 81 0.0+£0.0
3 51 20.8£5.58 0.6x0.4
7 108 11.7 £ 4.1 0.1+0.1
Forskelin 3 152 11.0£ 36 0.0£0.0
5 159 5816 D505
7 161 B.1+09 0.7 %04

*SMP s, SMPop y SMP g, 50, 70, v 100 uM SNP, respectivamente; SNPypue,, pre-tratamiento de
taguizoitos libres con 100 pM SNP seguido por tratamiento de células MARC-145 infectadas con
S0 uM SHP; BIM, 15-hr incubacion axénica de taguizoitos antes de infeccidn pH 8.1, medio alcali-
no, ¥ forskaolin (10 uM). pH 7.2 y DMSO 2e usaron como contrales.

T Tratamientos con diferencias significativas (P = 0.001).
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FIGURA 1. Doble inmunofluorescencia en células MARC-145 infectadas con Nc-Liv, estresadas
con 70 uM SNP vy fijadas el dia 7 post-estrés, Parasitos marcados con aSAG1 son rojos (A,D);
aquellos marcados con «BAG1 son verdes (B,E). En (C), vacuolas grandes contienen principal-
mente taquizoitos, con algunos bradizoitos intermedios que reaccionan con ambes anticuerpos.
En (F), vacuolas pequefias que reaccionan solo con «BAG1 comparten célula hospedadora con
parasitos SAG1, Vacuolas que reaccionan con CC2 son verdes (G,J) y parasitos positivos a BAG1
son rojos (H,K). Dependiendo del estado de maduracién, algunas vacuolas reaccionan a CC2 en
el lumen, con reconocimiente de algunos parasitos positivos aBAG1 (1), mientras otras vacuolas

que reaccionan a CC2 en su periferia expresan BAG1 en todos los zoitos (L).

de, la mayoria de vacuolas positivas
en su periferia a CC2 contenian para-
sitos aBAG1-positivos (Figura 1).

Observaciones con microscopia de
transmision, muestran que mientras
los cultivos no tratados tienen vacuo-
las parasitéforas conteniendo desde
4-8 parasitos a mas de 30 parasitos
con membranas parasitéforas delga-
das, cultivos tratados con SNP mos-
traban vacuolas pequefnas con 1-4
parasitos conteniendo estructuras
electron-lucentes similares a granulos
de amilopectina. Algunas vacuolas
contenian abundante material granu-
lar y filamentoso electron-denso en su
lumen o con depdsitos en su periferia,
prediciendo la formacién de la pared
(Figura 2).

SNP obtuvo el porcentaje mas alto de
conversion (P < 0.001) respecto al
resto de tratamientos, aunque no
hubieron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos
con SNP. Asimismo, SNP 70 uM al-
canzd el mayor porcentaje de vacuo-
las con bradizoitos puros (21.15%).
No obstante, los tratamientos con
SNP 100 pM vy tratamiento pre-
infeccidon con SNP llevaron a una lige-
ra disminucion de la tasa de conver-
sion ademas de una disminucion del
numero total de vacuolas.

Los controles con pH7 o DMSO 0.1%
revelaron una conversion minima a
bradizoito al dia 3 post-estrés. Asi-
mismo, del dia 5 hasta el final del
experimento la mayoria de los taqui-
zoitos rompieron las células hospeda-
doras causando un dafio masivo a la
monocapa celular.

DISCUSION

El principal objetivo de este estudio
fue el establecer un sistema in vitro
que garantice una fuente estable de
bradizoitos de N. caninum faciles de
purificar. En nuestro sistema, el trata-
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e A

FIGURA 2. Microscopia electrénica de la conversion taquizoito-bradizoito in vitro de Neospora

miento diario de células MARC-145
infectadas durante 7 dias con SNP 70
mM ofrecid los mejores resultados de
transformacion. Esto es particular-
mente significativo dado que recien-
tes estudios usando keratinocitos ob-
tuvieron altas tasas de transformaciéon
de N. caninum (Vonlaufen, Muller et
al., 2002); sin embargo, debido a las
propiedades adhesives y a su predis-
posicion a diferenciarse y a la sintesis
de keratina, este tipo cellular puede
afectar la recuperacion del parasito
(Hennings et al., 1980; Jensen et al.,
1990; Hager et al., 1999).

La conversion a bradizoito estaria
ligada a un equilibrio entre el cultivo
celular seleccionado, la carga parasi-
taria y el tratamiento utilizado y no
solo al tiempo de incubacion. Se han
probado con mayor o menor éxito
diferentes tipos celulares (Bohne et
al., 1993; Soete et al., 1994; Weiss et
al., 1995; Weiss et al., 1998, Weiss et
al., 1999; Yahiaoui et al., 1999; Kirk-
man et al., 2001; Tunev et al., 2002;
Vonlaufen et al., 2002a; Vonlaufen et
al., 2002b). Con relacién al aislado
utilizado, experiencias previas con
Nc-Liv han reportado mayor eficiencia
para estimular conversion in vitro a
pesar de su virulencia (Vonlaufen et
al., 2002b).

Mientras que los grupos control con-
firmaron estudios previos en los que
la diferenciacion de N. caninum no
ocurria espontaneamente (Weiss et
al., 1999), el mantenimiento alcalino
del cultivo infectado (Soete et al,
1994) estimulé la diferenciacion a
bradizoito durante los primeros dias,
pero posteriormente dané el cultivo
celular y ocasion6 una lisis temprana.

Después de la incubacion axénica
durante 15 horas de los taquizoitos

caninum. A. Vacuola parasitéfora de Ne-Liv en cultivo sin tratar muestra una delgada membrana
parasitofora delimitandola (flecha), con escaso material electrodenso en el limen. Magnificacion
X20,000. Bar = 1 pm. B. Después de 5 dias con tratamiento de SNP, grandes restos electroden-
s0s se acumulan en la matriz, mientras que algunos parasitos empiezan a mostrar vacuolas elec-
troluscentes interpretadas como granulos de amilopectina (AG), caracteristicos de bradizoitos.
Magnificacion X15,000. Bar = 2 ym. En (C), se observa un quiste tisular en formacion. Note el
material electrodenso granular y flamenteso acumulandose periféricamente, formando una capa
gruesa pegada a la membrana parasitéfora, lo que indica la formacién de la pared quistica (CW).
Magnificacion X15,000. Bar = 2 ym,
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de Mc-Liv, los parasitos estresados
fueron capaces de infectar el cultivo y
destruirlo, sugiriendo que el agente
estresante debe dirigirse tanto a los
parasitos como a las células hospe-
dadoras, para asequrar la activacion
de las vias de senalizacion y reforzar
la conversidn (Weiss et al., 1995;
Weiss et al., 1998).

Forskolin estimula temporalmente los
niveles de adenilato ciclasa (cAMP)
dentro de la celula hospedadora,
guiando la transcripcion de genes
especificos de bradizoito y favore-
ciendo su diferenciacion (Kirkman et
al., 2001). Lamentablemente, en este
trabajo forskelin no estimuld la con-
version de Mec-Liv. Muestros resulta-
dos remarcan la necesidad de deter-
minar s &l cAMP de M. caninum no
se ve afectado por el forskolin, como
ocurre en Plasmodium  falciparum
(Read et al., 1891).

Como donador de dxido nitrico (NO),
el SNP induce fuertemente la trans-
formacion a bradizoito en T. gondii
(Bohne et al., 1994; Kirkman et al.,
2001). Ya que la estimulacion celular
prolongada con SNP puede ocasionar
apoptosis, ensayamos varios trata-
mientos para determinar cual protoco-
lo inducia la mayor conversion con &l
menor dafo cellular; esto incluyo tres
tratamientos dingidos a la monocapa

cellular infectada y uno usado frente a
los parasitos libres antes de la infec-
cion. El tratamiento con SNP 70 puM
mosird tanto el mas alto porcentaje
medio de bradizoitos como un mayor
numero de vacuolas parasitéforas, a
los 7 dias post-estrés con SNP 70 pM
(Table 1),

Con este tratamiento, se han cbser-
vado varas vacuolas pequefias con-
teniendo taquizoitos y bradizoitos en
diferente grado de maduracicn dentro
de la misma célula hospedadora,
Ademas, a partir del 5° dia se obser-
varon vacuolas aSAG1-positivas con-
teniendo bradizoitos intermedios vy
puros, e inclusive vacuolas pequefias
con un bradizoito puro y el otro inter-
medio. Esta conversion asincronica
dentro de la misma vacuola, aunque
no fue wvista por Vonlaufen et al
(2002b), si ha sido observada con
anterioridad en N. caninum {Weiss et
al., 1985) y T. gondi (Soete et al.,
1993) y parece obedecer una expre-
sién jerarquica de diferentes antige-
nos especificos de bradizoito en pa-
rasitos en proceso de conversion
(Lyons et al., 2002).

Las observaciones hechas en micros-
copio de transmision coinciden con
estudios previos que describen que &l
desarrollo de la pared quistica empie-
za alternadamente con la expresidn

de proteinas de bradizoito (Gross et
al., 1995) y sugiere que un nivel de
SNP apropiado durante el tiempo su-
ficiente induciria la transformacién a
bradizoito. Del mismo modo, observa-
ciones adicionales confirman los re-
sultados obtenidos por inmunofluoc-
rescencia con CC2 y aoBAG1, aso-
ciando el desarrollo de la pared quis-
tica con la produccion de algunas
proteinas -como GRAS en T, gondii-
por los Me-Liv que se transforman en
bradizoitos, acumulandose inicial-
mente en el lumen de la vacuola y
migrando posteriormente a la periferia
para acumularse en esta region (Lane
et al., 1996),
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